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Esami di ammissione dottorato di ricerca in Oncologia e Chirurgie Sperimentali 
(Indirizzo: Scienze Stomatologiche e Chirurgia Cervico-Facciale) 

XXIX Ciclo – Progetto di ricerca di Rodolfo Mauceri 
 
Titolo specifico del progetto di ricerca 
Ricerche in vitro e in vivo su cellule staminali di origine pulpare e di origine gengivale da elementi 
dentari parodontopatici. 
 
Stato dell’arte:  
L’ingegneria tissutale potrebbe rappresentare un nuovo approccio per la terapia riabilitativa del 
paziente affetto dalla malattia parodontale. La malattia parodontale è una malattia infiammatoria 
cronica che produce la distruzione dei tessuti di supporto del dente e che è causata da un’infezione 
polimicrobica di batteri gram negativi anaerobi1. Oltre il 30% degli adulti negli Usa ed in Europa 
presentano malattia parodontale, oltre il 10% in forma grave2-3. La malattia parodontale, negli stadi 
avanzati, è associata alla perdita degli elementi dentari e a un severo riassorbimento osseo, inoltre 
costituisce un crescente problema tra la popolazione per la conseguente perdita di funzione e il 
peggioramento della qualità di vita che ne deriva4-5-6. L’attuale terapia della malattia parodontale mira 
all’arresto della progressione della malattia ma non alla restitutio ad integrum. 
L’ingegneria tissutale è una branca medica che mira alla rigenerazione o alla riparazione di tessuti o 
organi danneggiati mediante l’utilizzo di biomateriali, fattori di crescita e cellule staminali7. I 
biomateriali, o “scaffold”, sono impalcature che favoriscono la proliferazione e differenziazione delle 
cellule, possono avere composizioni chimiche e geometriche differenti, inoltre il loro utilizzo può 
essere associato o meno a fattori di crescita tissutale. Gli scaffold vengono divisi in riassorbibili e non 
riassorbibili, possono essere concavi, piatti o convessi8. 
A proposito delle cellule staminali, in letteratura sono stare descritte 6 differenti nicchie di cellule 
staminali mesenchimali nel cavo orale: le cellule staminali di origine pulpare da denti permanenti 
(DPSC) o decidui (SHED), cellule staminali del legamento parodontale (PDLSC), cellule staminale 
dalla papilla apicale (SCAP), cellule staminali del follicolo dentario (DFSC) e le cellule staminali 
derivate dalla gengiva e mucosa orale (GMSC)9-10-11. Le cellule staminali di origine dentale non solo 
hanno dimostrato ottime capacità di differenziazione in cellule osteogeniche, ma sono di più facile 
reperimento rispetto alle cellule staminali mesenchimali prelevate dal midollo osseo. Più 
dettagliatamente, si è dimostrata la formazione di matrici extracellulari mineralizzate in vitro, mentre in 
vivo si è osservata la formazione di tessuto osseo lamellare vascolarizzato12-13. Le nicchie di cellule 
staminali dentali più accessibili sono: la polpa dentale, la mucosa gengivale e il legamento 
paradontale10-12-14. 
Sarebbe molto interessante verificare se a partire dalla polpa dentale di elementi dentali parodontopatici 
e dai tessuti gengivali circostanti fosse possibile ottenere cellule staminali mesenchimali 
osteogeneniche, non essendo presente in letteratura nessuno studio che valuta questa ipotesi. La 
possibilità di sfruttare un elemento dentale parodontopatico, in ogni caso da estrarre, per rigenerare 
tessuto osseo nello stesso paziente potrebbe essere un’utile procedura ai fini riabilitativi del paziente. Il 
progetto di ricerca si focalizzerà solo sullo studio delle cellule staminali di origine pulpare e di origine 
gengivale di elementi dentari parodontopatici, si precisa che per motivi di tempo e sostenibilità del 
progetto le capacità rigenerative delle cellule staminali del legamento parodontale non verranno prese 
in osservazione. 
La descrizione del progetto di ricerca sarà articolata in semestri (I-VI). 
 
Obiettivi del progetto di ricerca 

-‐ Valutare la capacità in vitro di formare matrice extracellulare mineralizzata delle DPSC e delle 
GMSC provenienti da elementi dentari estratti per malattia parodontale; 

-‐ confrontare le caratteristiche istomorfologiche e immunoistochimiche delle matrici extracellulari 
sviluppate in vitro; 

-‐ valutare la capacità della matrici extracellulari mineralizzate di formare osso lamellare vitale in 
vivo su animale;  

-‐ effettuare le analisi istomorfologiche, immunoistochimiche e mediante il Test HLA dell’eventuale 
osso lamellare neoformato. 
 

Obiettivi secondari del progetto di ricerca: 
-‐ Eseguire una revisione sistematica della letteratura riguardo alle DPSC e delle GMSC. 
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Obiettivi opzionali del progetto di ricerca (IV e V semestre del progetto di ricerca):  
-‐ Sviluppare uno scaffold con tecnologia Cad/Cam, da associare all’utilizzo delle DPSC e delle 

GMSC, con caratteristiche chimiche e fisiche ideali per la riabilitazione delle atrofie ossee in 
funzione della classificazione dei difetti ossei di Cawood e Howell15, e valutarne l’efficacia con 
test in vivo su animali; 

-‐ eseguire sperimentazione in vivo su animale per il trattamento di difetti ossei parodontali 
provocati mediante l’utilizzo di DPSC e GMSC; 

-‐ formulare ipotesi di applicazioni in vivo su umani di DPSC e GMSC per il trattamento di difetti 
ossei; 

-‐ Analisi dei campioni tissutali attraverso il laser confocale. 
 
Disegno dello studio: 
Il presente studio sarà di tipo sperimentale, caso-controllo, con un gruppo Test (T) formato da cellule 
staminali di origine pulpare e di origine gengivale da elementi dentari parodontopatici e un gruppo 
Controllo (K) formato da cellule staminali di origine pulpare e di origine gengivale da elementi dentari 
sani. 
 
Materiali 
 
Per lo studio in vitro:  
- Gruppo T: 

• premolari o molari parodontopatici (mobilità grado III); 
• tessuti gengivali prelevati a livello del sito dell’estrazione chirurgica del dente, nel rispetto 

della guarigione dei tessuti. 
- Gruppo K: 

• denti del giudizio e premolari da estrarre per motivi ortodontici; 
• tessuti gengivali prelevati a livello del sito dell’estrazione chirurgica del dente, nel rispetto 

della guarigione dei tessuti. 
Le fasi di laboratorio prevedono l’utilizzo delle apparecchiature del Laboratorio di Medicina 
Rigenerativa–U.O.C. di Endocrinologia Responsabile Prof.ssa Carla Giordano–A.O.U.P. ”Paolo 
Giaccone” di Palermo. 
Per lo studio in vivo saranno utilizzati topi NOD.SCID dello stabulario dell’Istituto Zooprofilattico 
Sperimentale della Sicilia, sezione territoriale di Palermo. 
Tale progetto di ricerca sarà eseguito in collaborazione con The University Hospital of Antwerp. 
 
Metodi: 
Il progetto di ricerca verrà diviso in 4 work packages, integrati funzionalmente e cronologicamente. I 
working packages a loro volta saranno suddivisi in una o più task da eseguire. 
 
Work Package 1 : Coordinamento del progetto e continuo aggiornamento della letteratura 
 
- WP1/Task1: Coordinamento del progetto di ricerca attraverso la redazione di diario giornaliero. 
 
- WP1/Task2: Ricerca elettronica degli articoli scientifici effettuata tramite il database di Pubmed, con 
le parole chiave: pulp, stem cells, dental pulp stem cells, bone regeneration, osteoblastic 
differentiation, bone defects, periodontal disease, tissue engineering. I criteri di inclusione ed 
esclusione saranno applicati con uno screening iniziale del titolo e dell’abstract degli articoli presenti 
sul database, secondo la tabella 1. 
 

 
Tabella 1 - Criteri inclusione/esclusione review della letteratura 
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Work Package 2: Reclutamento pazienti, campionamento, estrazione cellule staminali e studio in 
vitro di DPSC e GMSC 
 
- Wp2/Task 1 – Reclutamento pazienti per prelievo tessuti 

Previa approvazione del Comitato Etico dell’A.O.U.P. “Paolo Giaccone” di Palermo, i pazienti 
saranno reclutati consecutivamente presso l’U.O.C. di Odontostomatologia del Dipartimento delle 
Scienze Specialistiche Medico-Chirurgiche e Riabilitative dell’A.O.U.P. “Paolo Giaccone” di 
Palermo. 
Criteri di inclusione Gruppo T e del Gruppo K sono descritti in tabella 2: 

 
Tabella 2 – Criteri Inclusione Gruppo T e Gruppo C 

 
- WP2/Task 2 – Fase Clinica per prelievo tessuti 
 

Si dividerà in tre step, come descritto in tabella 3: 
 

 
Tabella 3 – Fase Clinica prelievo tessuti 
 

- WP2/Task 3 – Fase di trasporto, estrazione cellule staminali e studio in vitro: 
• Isolamento delle Cellule Staminali da Tessuto Donatore; 
• Coltura Primaria; 
• Analisi Citofluorimetrica; 
• Purificazione della popolazione cellulare staminale; 
• Proliferation Rating; 
• Differenziamento in Osso; 
• Analisi Qualitativa – Quantitativa del Differenziamento: 

§ Saggio Alizarin Red; 
§ Saggio ELISA della Fosfatasi Alcalina (ALP); 

• Analisi Molecolare. 
 
Work package 3: Studio in vivo 
 
- WP3/Task 1: Modelli di studio in vivo 

Saranno utilizzati 10 topi NOD.SCID dello stabulario della sezione territoriale di Palermo.  
• Le matrici extracellulari mineralizzate formate in vitro dal Gruppo T e dal Gruppo C verranno 

innestate sul dorso di topi NOD.SCID immuno-compromessi; 
• a 8 settimane dall’innesto sarà prelevato chirurgicamente il tessuto osteoide innestato. 

 
- WP3/Task 2: Analisi di laboratorio tessuto bioptico 

• Analisi Microscopia Elettronica; 
• Analisi Immuno-istochimica. 
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Working Package 4: Analisi statistica dati 
 
-‐ WP4/Task1: Analisi dei dati raccolti di WP2 e WP3 mediante pacchetto software StataMP version 

11.0 (StataCorp LP, College Station, TX). 
 

-‐ WP4/Task2: Confronto dei risultati ottenuti nei WP2 e WP3 con dati presenti in letteratura (WP1). 
 
Punti di verifica 
Durante i 36 mesi del progetto di ricerca si valuteranno i progressi della ricerca attraverso punti di 
verifica (Tabella 4). In Tabella 5 le fasi del progetto di ricerca. 
 

 
 
Tabella 4 – Punti di Verifica 
 

 
Tabella 5 – Fasi progetto di ricerca 
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Risultati attesi dal progetto di ricerca (tab.6) 
 

 
Tabella 6 – Risultati attesi dal progetto di ricerca 
 
Ricadute 
La collaborazione di competenze scientifiche diverse porterà non solo ad unire la loro esperienza 
professionale, ma anche alla possibilità di valutare i dati raccolti attraverso differenti interpretazioni 
interdisciplinari e considerare i possibili modi per implementare la ricerca. 
Ci si aspetta di avere la dimostrazione scientifica che anche dalle cellule staminali mesenchimali di 
origine pulpare e di origine gengivale prelevate da pazienti parodontopatici si possa avere la 
formazione di osso lamellare vascolarizzato in vivo, in modo da fornire un ulteriore fonte di tessuto 
osseo autologo per le terapie rigenerative ossee. 
 
Prodotti del progetto di ricerca: 
Al termine del progetto si effettuerà la divulgazione dei dati attraverso la presentazione a congressi 
nazionali ed internazionali dei risultati della ricerca, e la pubblicazione di articoli su riviste di rilevanza 
internazionali. 
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