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EFFETTI IN VITRO DEL GEL PIASTRINICO:
OSSERVAZIONI PRELIMINARI

Clara Cassinelli, Marco Bellanda, Maria Cristina Sacchi

RIASSUNTO Numerosi autori hanno presentato la loro esperienza clinico-chirurgica riguardo all’utilizzo delle piastrine attivate quale fonte di
fattori di crescita (Pocr, Tar-B, IGF 111, Farb) per accelerare i processi di guarigione e di rigenerazione tissutale, dimostrando I'importanza di un
impiego di questo bioprodotto sia nel trattamento di ulcere cutanee (diabetiche, vascolari, da decubito) sia nella pratica chirurgica. In partico-
lare, in chirurgia orale, implantare e maxillofacciale il gel piastrinico viene considerato un utile e disponibile strumento per incrementare qua-
lita & quantita di osso neoformato. Scopo di questa prima fase di lavoro & stata la valutazione in vitro dell'attivita del gel piastrinico e del gel di
fibrina, cosi da poterne verificare e comprendere gli effetti osservati in vivo. vengono riportate le osservazioni preliminari sul comportamento
di fibroblasti, sia in forma di linea cellulare continua sia come cellule primarie isolate da gengiva, coltivati sia in presenza di gel piastrinico sia

di gel di fibrina.

SUMMARY Preliminar Observations about in Vitro Effects of Plat

elet Gel Several authors have presented their clinical-surgical experience

in the use of activated platelets as a source of growth factors (Por, Ter-B, IGF /11, FarB) to accelerate wound healing and tissue regeneration, de-
monstrating the importance of using this bioproduct both in the treatment of skin ulcers (diabetic, vascular, pressure) and in surgery. In parti-

cular, platelet gel is considered as a useful and available means for enhan

cing the quality and quantity of newly formed bone in oral, implant

and maxillo-facial surgery. The purpose of this first phase is the in vitro evaluation of platelet gel and fibrin gel activity, and to ascertain and un-
derstand their effects in vivo. Preliminary observations are offered on the behaviour of fibroblasts both as a continuous cellular line and as pri-
mary ceils, isolated from the gingiva, cultured with and without platelet gel.

Implantologia Orale 2002;5:29-35

J utilizzo topico di emocomponenti autolo-
ghi rappresenta una delle strategie pit in-
novative per modulare e amplificare i pro-

cessi di guarigione e di rigenerazione tissutale.
La biotecnologia del gel piastrinico autologo
consente di preparare due emocomponenti, il
concentrato piastrinico (CP) e il plasma povero
di piastrine (PPP), da un semplice prelievo di
sangue intero mediante due fasi di centrifuga-
zione'*, Lattivazione del CP e del PP mediante
una miscela di batroxobina/calcio gluconato
permette di ottenere rispettivamente il gel pia-
strinico e il gel di fibrina.
La differenza tra questi due bioprodotti consi-
ste, fondamentalmente, nel fatto che mentre il
el piastrinico contiene un’elevata quantiti sia di
%attori di crescita sia di fibrinogeno, quello di fi-
brina € ricco soltanto di fibrinogeno nativo.
Lattivazione del CP e del Ppp in masse gelatino-
se, malleabili e di semplice maneggevolezza nel-

la pratica chirurgica®?, porta alla degranulazione
de?le piastrine con conseguente liberazione di
tutti quei mediatori biologici (fattori di crescita,
della coagulazione, proteine plasmatiche e cito-
chine), fondamentali per i processi di cicatrizza-
zione, di guarigione e di rigenerazione dei tessu-
t1 molli e dell’osso.

I1 CP, attivato in combinazione con o0sso auto-
geno /o con materiali osteoinduttivi, permette
di ottenere un innesto osseo che pud essere uti-
lizzato nei difetti ossei e nella rigenerazione tis-
sutale. Il PPP, una volta attivato e trasformato
nel gel di fibrina, pud essere impiegato per dif-
terenti applicazioni cliniche: in chirurgia maxil-
lo-facciale come emostatico in caso di ricostru-
zioni mandibolari; in chirurgia orale, implanta-
re e parodontale sia come biomateriale riempi-
tivo di cavita ossee dei mascellari sia come
membrana riassorbibile in interventi di rigene-
razione tissutale.




Le recenti scoperte nel campo della biologia
delle ferite e dell’osso hanno permesso di dimo-
strare che I'applicazione delle piastrine diretta-
mente all’interno della ferita, come fonte di fat-
tori di crescita (Platelet-derived growth factor,
PDGF; Iransforming growth factor, TGF-B; Epi-
dermal growth factor, LGF; Insulin-like growth fac-
tor, IGF 1/11; Fibroblast growth factor, FGFb), ¢ in
ado di determinare un incremento in situ del-
Econcentrazione dr elementi biologici naturali
che regolano eventi cellulari cruciali coinvolti
nella riparazione dei tessuti, quali la sintesi dj
DNa, la chemiotassi, 'angiogenesi, la sintesi
della matrice, la rigenerazione epiteliale e del-
’epidermide!®4,
Sulla base di queste premesse biologiche, ’ap-
plicazione clinica del gel piastrinico e di fibrina
¢ indicata sia nel trattamento delle lesioni cuta-
nee (ulcere di tipo vascolare o neuropatiche in
pazienti diabetici, piaghe da decubito, necrosi
cutanee provocate da un trattamento radiotera-
pico per la cura di neoplasie, ferite sternali) sia
nella chirurgia plastica, ricostruttiva, orale,
maxillo-facciale e ortopedica’®'s,
I prim1 studi biologici e clinici sullutilizzo clini-
co del gel piastrinico, condotti da Marx nel cam-
po della clgirurgia ricostruttiva e maxillo-faccia-
le, hanno dimostrato che le piastrine, una volta
attivate, creano un complesso network di me-
diatori locali, risultato di meccanismi autocrini
e paracrini, in grado di stimolare le cellule me-
senchimali totipotenti a migrare, proliferare e
differenziare in sede di innesto!”!8.
Il gel piastrinico autologo viene, pertanto, con-
siferato da molti un valido e disponibile stru-
mento per migliorare e incrementare sia la qua-
lita s1a la quantita di osso neoformato.
In effett1, é stata recentemente evidenziata la ca-
pacita dei fattori di crescita piastrinici da un la-
to di accelerare il rimodellamento e la rivascola-
rizzazione dell’osso, dall’altro di stimolare la
chemiotassi di cellule mesenchimali, fibroblasti
e osteoblasti’,
Numerosi studi compiuti da chirurghi implanta-
ri e maxillo-facciali riportano un miglioramento,
grazie all'impiego del gel piastrinico combinato
con osso midollare autologo e/o di sintesi, sia
della crescita e della maturazione precoce del-
I’0sso sia della stabilizzazione dell’innesto!’-*;
un’accelerazione dell’emostasi, soprattutto nella
chirurgia ricostruttiva, & invece ottenibile con

Pimpiego del gel di fibrina.
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Sulla base sia di queste premesse biologiche sia
dell’ampia casistica riportata in letteratura si &
Iniziato a studiare il comportamento cellulare in
vitro. In particolare, sono riportati i risultati pre-
liminari di prove di crescita di fibroblasti di topo
(L-929, linea cellulare continua, cioé immorta-
lizzata) e di fibroblasti gengivali primari umani
(HGF) in presenza o meno di gel piastrinico e gel
di fibrina. Lo scopo del lavoro era innanzitutto
la valutazione, a livello qualitativo, della prolife-
razione di entrambe le linee cellulari in presenza
o meno del gel piastrinico e del gel di fibrina.
Fasi di lavoro successive vedranno la caratteriz-
zazione, a un livello pitt quantitativo e specifico,
dellinterazione biologica tra gel piastrinico e di
fibrina e sistemi cellulari in vitro.

MATERIALI E METODI

La preparazione del gel piastrinico prevede che
il sangue venga prelevato rapidamente arrecan-
do il minor trauma possibile ai tessuti per evita-
re che, durante la raccolta, si determini attiva-
zione del sistema della coagulazione.

Per la preparazione del CP viene effettuato un
prelievo di 54 ml di sangue venoso, raccolto in
una siringa di 60 ml contenente 6 ml di sodio
citrato, usato come anticoagulante.

Il sangue viene mantenuto a temperatura am-
biente prima di procedere alla separazione del
PRP e del PpP e deve essere trattato entro 8 ore
dalla raccolta.

Il sangue intero, raccolto in 4 provette sterili da
15 ml cadauna, viene centrifugato a 180 g (g =
forza gravitazionale applicata) per 20 minuti,
Il PR, corrispondente alla fase chiara superio-
re, viene quindi trasferito in una nuova provet-
ta e ulteriormente concentrato, mediante cen-
trifugazione a 580 g per 15 minuti.

Il Vo%ume finale di CP é il risultato della riso-
spensione del pellet piastrinico, ottenuto al ter-
mine della seconda centrifugata, in 6 ml di Ppp.
Dopo 15 min di riposo a temperatura ambien-
te, tempo necessario affinché le piastrine possa-

.no disaggregarsi completamente, il CP & pron-

to per essere attivato a gel (figure 1 e 2).

Il PP, che rappresenta la parte liquida sopra-
stante il pellet , viene raccolto in una provetta
da 50 ml e attivato a gel in funzione cﬁelle ne-
cessita cliniche. Il protocollo per la formazione
del gel piastrinico richiede concentrato piastri-
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| 1. Gel piastrinico modellato a membrana

| 3. Gel piastrinico usato come substrato per i fibroblast:

nico autologo, calcio gluconato e batroxobina;
in questa sperimentazione si € utilizzata ba-
troxobina moojeni (Pentapharm, Basilea).

La quantita di ogni componente necessaria per
la formazione dgel gel dipende dal volume di
coagulo piastrinico che si vuole usare nella pra-
tica clinica. Il gel si sviluppa quando il CP pre-
levato con una pipetta sterile e il calcio gluco-
nato miscelato con la batroxobina mediante una
siringa da 2,5 ml vengono simultaneamente
uniti in una capsula Petri. Nell’arco di 1-2 mi-
nuti il miscuglio di CP e la miscela di calcio
gluconato/batroxobina assume una consistenza
gelatinosa, dal momento che la batroxobina €
responsabile della polimerizzazione della fibri-
na in una massa gelatinosa. Il Ppp, raccolto nel-

| 2. Gel piastrinico combinato con matrice ossea di sintest

| 4. Gel di fibrina usato come substrato per i fibroblast:

la provetta da 50 ml e conservato a temperatu-
ra ambiente, viene attivato in capsule Petri do-
po la preparazione del gel piastrinico ottenuto
dal CP, utilizzando come attivatore il trasudato
dal gel piastrinico.

Il risultato finale € illustrato nelle tigure 3 e 4
che mostrano, rispettivamente, il gel piastrini-
co e quello di fibrina utilizzati in questo lavoro.
I1 CP e il Pprp, attivati come descritto, mostra-
no un’elevata plasmabilita che consente di mo-
dellarli a seconda della forma del recipiente 1n
cui viene effettuata 'attivazione.

Attivando il CP in una capsula Petri, ¢ possibi-
le dare al gel la forma di una membrana (figura
1), la cui consistenza & proporzionale alla quan-
tita del materiale attivato e alla dimensione del-
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5. Fibroblasti L-929 di controllo coltivati senza gel piastrinico
(#0%)

la capsula stessa. Il tempo di trattamento ri-
chiesto per la separazione del sangue autologo
nei suoi emocomponenti, secondo la metodica
proposta, € di soli 45 minuti.

Per quanto riguarda le prove di crescita cellula-
re, le cellule utilizzate sono state:

o fibroblasti di tessuto connettivo di topo L-
929, una delle linee cellulari consigliate dalla
norma ISO 10993-5: 1999, Biological Evaluation
of Medical Devices tests for in vitro cytotoxicity*’ e
dalla bibliografia internazionale; si tratta di una
linea cellulare continua;

o fibroblasti gengivali umani, isolati secondo le
procedure riportate in letteratura®* e utilizzati al
quarto passaggio.

Per entrambe le linee cellulari, una sospensio-
ne di 1x10° cellule in 2 ml di terreno Mini-
mum essential eagle’s medium (MEM, Sigma, Mi-
lano), senza siero di feto bovino, L—gﬁ:—?amina,
penicillina e streptomicina veniva introdotta
in contenitori sterili in polistirene per colture
cellulari a 6 scomparti (6 wells plate, Falcon)
contemporaneamente ai gel precedentemente
formati secondo la metodica che prevede I'uti-
lizzo di batroxobina moojeni®. I contenitori
venivano successivamente posti in incubatore
a 37 °C, 5% di CO, e umidita relativa del 98%
per 72 ore. Al termine delle 72 ore di crescita,

le cellule a contatto con 1 due tipi di gel veni- .

vano innanzitutto osservate al microscopio ot-
tico invertito. In particolare, inizialmente, si &
valutata la presenza di cellule morte, di cellule
gigantl multinucleate, di anomalie generali
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6. Fibroblasti L-929 coltivati in presenza della lega Cu-Ni-Al
(comtrollo positivo)

| 7. Fibroblasti L-929 coltivati in presenza di gel piastrinico (40x)

della morfologia cellulare, il tutto in confron-
to con quanto osservato a livello degli strati
cellulari a contatto con il controllo negativo,
cioe 1 fibroblasti L-929 e fibroblasti primari
cresciuti in terreno MEM completo, cioé addi-
zionato del 10% di siero di feto bovino e il
controllo positivo (un cilindro di lega Cu-Ni-

_Al). Dopo la prima osservazione microscopica,

le cellule contenute nei pozzetti in polistirene
venivano invece sottoposte a fissazione con so-
luzione di glutaraldeide 4% in Phosphate buffe-
red saline, colorate con blu di toluidina e foto-
grafate con macchina fotografica Cool Pix 995

(Nikon).



IMPLANTOLOGIA ORALE NUMERO 5 NOVEMBRE 2002

| 8. HFG di controllo coltivati senza gel piastrinico (40x)

RISULTAT]

La figura § illustra, a 40x, lo strato di fibrobla-
stt continui L-929 al termine delle 72 ore di
crescita nel terreno completo in assenza di gel
piastrinico o fibrinico: E’: cellule crescono in
modo omogeneo sulla superficie a loro disposi-
zione senza evidenziare alterazioni della morfo-
logia, come auspicabile per il controllo negati-
vo. La tigura 6 mostra, invece, il severo efgetto
citotossico indotto dal controllo positivo, sem-
pre a +0x: 1 «corpi» rotondeggianti scuri visibi-
li nella figura sono quello che resta dei fibro-
blasti dopo 1l loro distacco dal substrato.

La figura 7 evidenzia lo stesso tipo di cellule L-
929 cresciute in terreno privo di siero, ma in
presenza del gel piastrinico: osservando la po-
polazione cellulare, si possono sviluppare mol-
te ritlessioni: innanzitutto, si vede la totale as-
senza di effetti tossici. Questo risultato, in ap-
parenza scontato o banale, ¢ fondamentale in
quanto esperimenti inizialmente condotti con
altre formulazioni commerciali di batroxobina
(dati non pubblicati) evidenziarono in vitro ef-
fetti gravemente citotossici.

In questa serie di prove, invece, con la tipologia
e le concentrazioni di batroxobina utilizzate?,
non solo non sono mai state osservate cellule
morte ma neppure cellule giganti multinuclea-
te o con mortfologia anormale. Al contrario, si &
sempre riscontrata una densitd notevolmente
superiore a quella del controllo negativo e, pro-
babilmente proprio a causa dell’elevata densit3,

| 9. HFG coltivati senza gel piastrinico (100x)

la morfologia risulta piu allungata rispetto al
controllo. Lo stesso tipo di comportamento,
non documentato fotograficamente in questo
lavoro, ¢ stato evidenziato per le cellule L.-929
cresciute in presenza del gel di fibrina.

Le prove eseguite con le cellule isolate da tessu-
to gengivale umano hanno fornito risultati ana-
loghi. Anche in questo caso, cio¢, non solo non
sono stati riscontrati effett tossici, ma si &, anzi,
registrato un significativo aumento della densita
ce%l]ulare, a parita di tempo di coltura, rispetto
alle cellule cresciute in assenza di gel (figure 8 ¢
9, a40x e 100x, rispettivamente).

In particolare, i risultati della conta cellulare ef-
tettuata con un programma di analisi di immagi-
ne (Image Tool for Window versione 3.0) hanno
dimostrato un numero di cellule praticamente
doppio. Le figure 10 e 11 documentano a 40 e
100X ingrandimenti questa aumentata prolifera-
zione. Anche per questo tipo cellulare il contatto
con il controllo positivo ha sortito gli effetti at-

test (figura 12).

DISCUSSIONE

Numerosi lavori clinici hanno valutato la capa-
cita osteoformativa del gel piastrinico nei rialzi
di seno mascellare, nei siti estrattivi e nei difetti
parodontali e ossei®!3!7,

Sulla base degli eccellenti risultati riportati in
letteratura sull’'impiego del gel piastrinico quale
utile strumento nella modu%azione e nell’incre-
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| 10. HFG coltrvati in presenza di gel prastrinico (40%)

mento dell’attivita di guarigione e di rigenera-
zione ossea*, sono state allestte colture cellular
in vitro, inizialmente solo con fibroblasti, per
studiarne il comportamento in presenza e non
del gel piastrinico e di fibrina.

Le osservazioni preliminari, a livello qualitativo,
delle prove di crescita in vitro sembrano dimo-
strare la capacita sia del gel di piastrine sia di fi-
brina, prodotti secondo la procedura che prevede
I’attivazione con batroxogina moojeni € calcio
gluconato alle concentrazioni definite nei brevet-
ti relativi, di stimolare 1 fenomeni di prolifera-
zione cellulare. Questi risultat, se pur prelimina-
ri, renderebbero ragione di quanto osservato nel-
la clinica, dove ¢ evidente una piu rapida guari-
gione delle ferite chirurgiche quand% VEengono
impiegati il gel di piastrine e quello di fibrina.

E importante sottolineare la totale assenza di
manifestazioni citotossiche a livello di linea cel-
lulare continua o primaria, anche se occorre spe-
cificare che le condizioni dei test in vitro sono
molto differenti dalla realta pratica di utilizzo di
un materiale. Infatti, la situazione statica, priva
del benché minimo flusso o dilavamento che ca-
ratterizza intrinsecamente il test di citotossicita
in vitro, non trova riscontro nella realta dinami-
ca che, invece, contraddistingue 1 tessuti in vivo.
Eventuali effetti citotossici del materiali, infatt,
che nell’organismo non riescono a esplicarsi

proprio grazie alla costante, continua diluizione

da parte del flusso ematico o dei fluidi biologici
in generale, nei test in vitro si esplicano total-
mente. Cio spiega il motivo per cui materiali
ampiamente accettati e utilizzati nella quotidia-
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| 11. HFG coltivati in presenza di gel piastrinico (100%)

12. HFG coltivati in presenza della lega Cu-Ni-Al
(controllo positrvo, 100%)

nita clinica senza apparenti problemi si rivelino,
nei test in vitro, biologicamente piuttosto sca-
denti.

Una successiva fase di lavoro prevede una piu
approfondita caratterizzazione dell’interazione
tra gel piastrinico (e/o di fibrina) e sistemi cellu-
lar1: valutando, per esempio, sempre mediante
test in vitro, la sintesi di DNA, proteine totali e

marker specifici, indicatori di ben precise atti-

vita metaboliche. Un’ulteriore fase di lavoro ve-
dra I’estensione dello studio a tipi cellulari di-
versi come, per esempio, cellule di tipo osteo-
blastico, con la valutazione quantitativa, anche
in questo caso, di marker specifici quali, per ci-
tarne uno, la fosfatasi alcalina.
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