CHIRURG\A

EVOLUZIONE NELLA PREPARAZIONF
DEL GEL PIASTRINICO (PRP-GEL)
NELLA RIGENERAZIONE TISSUTALF

Maria Cristina Sacchi®, Laura Tartuferi®, Serenella Riva®, Marco Bellanda.

Nareciso Mariani®®, Alessandro Levis®

Azienda Ospedaliera «Santi Antonio e Biagio e Cesare Arrigor, Alessandria;
*UL0.A. Ematologia, Primario dottor A. Levis; **U.0.A. Anatomia Patologica

RIASSUNTQ: Il gel piastrinico, ricchissimo di fattori di crescita (GFs), si é rivelato particolarmente utile sia nel favorire i normali
processi di guarigione dei tessuti sia nell'accelerare le fasi di rigenerazione ossea, offrendo ai clinici la possibilita di poter disporre
di uno strumento per incrementare sia la qualita sia la quantita finale di osso neoformato. La possibilita di poter modellare il gel pia-
strinico consente, inoltre, una sua pit ampia applicazione clinica. Studi recenti hanno permesso di riscontrare che, grazie al recu-
pero e all‘attivazione del plasma povero di piastrine (Pee), finora non utilizzato nei protocolli classici di preparazione del concen-
trato piastrinico (CP), é possibile ottenere, in combinazione con l'impiego del CP attivato, una maggiore quantita di questo materia-
le biologico. Conseguentemente, I'opportunita di poter utilizzare entrambi gli emocomponenti (CP e Pep) permette, da un lato, di ef-
fettuare un prelievo sempre pii contenuto di sangue intero riducendo ancora di piti la morbilita del paziente, dall'altro, di utilizza-
re tutte le piastrine presenti nel sangue processato e, verosimilmente, poter disporre di una maggiore quantita di GFs. Il presente la-

voro descrive le modifiche apportate alla metodica, riuscendo infine a modellare il gel attivato a membrane e utilizzando anche
quella frazione di plasma meno arricchita di piastrine, ma ugualmente utile nell‘incrementare il processo di rigenerazione.

PAROLE CHIAVE: concentrato piastrinico, fattori di crescita, guarigione, plasma povero di piastrine, proteine morfogenetiche, ri-
generazione ossea

SUMMARY: Improvement of Platelet Gel Methodology  Platelet gel, when mixed with autologous bone, offers the opportunity to
get a graft tissue with optimal surgical features for its easy stabilization and with a superior recovery level in terms of time and mi-
nemhzatmn if compared to the use of autologous bone alone. Hence this bioproduct can be considered a useful and available mean
to increase both quality and final quantity of neoformed bone. The possibility to shape platelet gel as membranes allows an even wi-
der clinical application. Recent studies, aimed to improve platelet gel methodology, have pointed out that, thanks to Platelet Poor
Plasma (Pee) recovery and activation, it's now possible to obtain a greater quantity of this biological materials, obviously paired to
the use of activated PC. Thus the opportunity to use both hemacomponents (PC and Pre) allows to take smaller amounts of whole

blood sample reducing patients” morbidity, and to utilize most platelets contained in the processed blood, The aim of this studly was
to ameliorate our methodology, by shaping activated gel as membranes and by the utilization of the whole plasma fraction.

KEY WORDS: bone morphogenic proteins, bone regeneration, growth factors, platelet concentrate, wound healing

a messa a punto di una me-
todologia che permetta di
ottenere un gel piastrinico
molto malleabile e di facile applica-
zione in chirurgia orale, clinica-
mente efficace per varie applicazio-
ni (siti estrattivi, rialzi di seno, difet-
t1 parodontali) nonché in interventi
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di chirurgia maxillofacciale, € senza
dubbio una delle innovazioni piu
affascinanti e interessanti di questi
ultimi anni'~.
In effetti, la possibilita di poter uti-
lizzare un concentrato piastrinico
(PRP/CP) che, una volta attivato,
appare particolarmente utile nel fa-

vorire 1 processi di guarigione e nel-
I"accelerare le fasi di rigenerazione
ossea, sta riscontrando sempre mag-
giori tavori. Considerando le basi
biologiche e cellulari, I'innesto os-
seo puo essere suddiviso in tre com-
ponenti fondamental® (figura 1);

[0 le cellule osteoprogenitrici (fi-

)9



Cellule
(es., osteablasti,
fibroblasti,
condrocit)

Triade dell'ingegneria tissutale

Impalcatura
Molecole di segnale
(es., fattord di crescita,
proteine
marfogenetiche)

I Lingegneria tissutale utilizza tre element: fondamen-
tali: Uimpalcatura (matrice osteoconduttica), molecole
di seonale (fattor di creseita) e cellule, Dalla combiriea-
zione di questi elementi si puo spesso ottenere la rige-
nerazione tissutale (modificato da Marx')

broblasti, osteoblasti, condrociti) che
sono in grado di produrre osso,

] una matrice osteoconduttiva che
rappresenta I'impalcatura che deve
sostenere I'innesto durante 1l pro-
cesso di guarigione; svolge, quindi,
questo ruolo di osteoconduzione,
anche perché e la struttura attraver-
so la quale si formano 1 nuovi vasi;
[ 1fattori di crescita (GFs) osteomn-
duttivi (PnGF, TGF-B, IGr-1 e 1I) ¢
le proteine morfogenetiche (Bmps)
che sembrano svolgere un ruolo cri-
tico nella guarigione dell’osso.
Dati di letteratura®’ hanno dimo-
strato che le Bmps sono peptidi
osteoinduttivi, appartenent alla su-
perfamiglia del TGE-P, e svolgono
una funzione pleiomorfica che va
dall’organogenesi extracellulare e
scheletrica alla generazione dell os-
so ¢ alla rigenerazione. Nel caso
specifico della chirurgia implantare,
le Bmps sembrano in grado di sti-
molare la formazione di nuovo o0sso
nel sito dell' impianto.

Di contro, 1 GFs polipeptidici sono
mediator1 biologici naturali che re-
golano gli eventi cellulari cruciali
coinvolti nella riparazione del tessu-
ti. come la sintesi del DNA, la che-
miotassi, la differenziazione ¢ la sin-
tesi della matrice.

Esempi di GFs individuati local-
mente nell osso, nel cemento € nel
tessuto di rigenerazione, includono
1l fattore di crescita derivato dalle
piastrine (PDGE), il fattore di cresci-
ta trasformante B (TGE-B), il fattore
di crescita dei fibroblasti acido
(aFGF) e basico (bFGE), i fattori di
crescita tipo insulina (IGE-1 ¢ 1GFE-
[1) e 1l fattore di crescita derivato
dal cemento (CGE).

L'espressione di vari GFs, citochi-
ne e chemochine come conse-
guenza di danno tissutale, € in gra-
do di regolare il processo di guari-
gione ¢ di rigenerazione ossea, che
comporta una complessa interazio-
ne di molti fattor1 biologici locali
e sistemici®!,
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RESCITA ELABORATI DALLE PIASTR

Denominazione

Acronimo Attivita
PocE Plolelet aerived growth foctar Mitogenas
Anglogenes|
Uptegolazions di el fattor di crescito e cellule [stimolazione di fibroblash
e oslecolasti, inauzione dello differenziazione callulare, accelerazione degli effeti
dei fattori di crescifa su altre cellule cosi come | maerofagi|
Tekp Transforming growih factar® Stimelazione di ibroblast e oreestsoblast
Chemiotossi
Inibizione i cellule epifeliali eg endoepielial
Inibizione di osieoclasti e rnssorbimento osseo
Eosf Epigermal growdh factor Stimolaziore di cellule epiteliali & mesenchimali
ioH e |l Insulinlike growth factort & | ncremenic del numero di osfeoblasi

Sfimelozions della depesizione di gsso
Azione sui precurseri degli osteoblasi

Questa complessa interazione di
mediatori locali, risultato di mec-
canismi autocrini € paracrini, sti-
mola le cellule mesenchimali indif-
ferenziate a migrare, proliferare ¢
difterenziare in sede di innesto.

Lo studio delle complesse interazio-
ni tra molteplict GFs sul metaboli-
smo 0sseo $1 e dimostrato molto im-
portante per diverse ragioni:

0 numerosi GFs (Ige-1, Tar-j,
bFGF e PDGF) vengono sequestrati
nella matrice ossea ad alte concen-
trazioni;

[ le cellule dell’asso rilasciano nu-
merost GFs:

[0 st verifica, durante la riparazione
dell’osso (come nella guarigione del-
le fratture), un’espressione tempora-
nea di geni che codificano sia per
GFs multipli che per 1 loro corri-
spondenti prodotti genici multipli.

A1 fin1 dei processi di guarigione e
della rigenerazione ossea, 'attenzio-
ne deve essere rivolta ai granuli pia-
strinici O che contengono, oltre a
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proteine plasmatiche e fattori della
coagulazione, tutti quei GFs che si
ritengono mediatori della guarigio-
ne e della rigenerazione,

E stato, infattl, dimostrato che la fa-
se iniziale della rigenerazione sia ca-
ratterizzata dal rilascio, in sede di in-
nesto, di PDGF, TGF-P ¢ IGF-1 e II,
mediante degranulazione delle pia-
strine!?,

[1 PpGE, da un lato, simola la proli-
ferazione delle cellule staminali mi-
dollar1 presenti nell'innesto osseo,
cosi da aumentare 1l loro numero di
diversi ordini di grandezza, dall’al-
tro, grazie alla sua azione angioge-
netica, determina la formazione di
nuovi capillari nell’ innesto.

Nello stesso tempo, il TGE-f, che ¢
mitogeno per 1 fibroblasti e per i
preosteoblasti, aumenta specifica-
mente il numero di queste cellule.
Successivamente, il TGF-B promuo-
ve la differenziazione dei preosteo-
blasti verso forme pit mature. La se-
crezione continua di TGF-[3 influen-

za, da un lato, gli osteoblasti a rila-
sciare matrice ossea, dall’altro, 1 fi-
broblasti a depositare matrice di col-
lagene necessaria a sostenere Ia cre-
scita de1 capillari'’,

L'IGe-1 e I agiscono sugli osteobla-
sti dell’endostio, che possono cosi
miziare a colmare le trabecole del-
I'osso spugnoso innestato.

In tabella 1 vengono riassunte le
funzioni principali dei fattori di cre-
scita che s1 ritengono coinvolti nei
processi di guarigione ¢ di rigenera-
Z10Ne 0ssea.

Al momento, questa nuova metodo-
logia del gel piastrinico, che per-
mette di combinare il gel piastrini-
CO $1a CON 0SS0 AULOZENO SPULNOSO
e corticale (figura 2) sia con matri-
ce ossea esogena (figura 3), offre la
possibilita di usufruire dell'impiego
de1 GFs e delle Bmps,

La necessita di rigenerare ¢ talvolta
richiesta per trattare perdite ossee
dovute a traumi, tumori, osteone-
crosi o condizioni congenite.
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2 Osso autologo combinato con gel plastrinico

Gl innest1 osse1 autogeni sono con-
siderati 1 «gold standard» per il ma-
teriale di innesto ma, talvolta, c1 si
trova ad affrontare 1l problema di
poter disporre soltanto di una quan-
titd limitata di osso disponibile per la
raccolta dal paziente e, conseguen-
temente, nascono problemi legati al-
la morbilita del sito donatore.
Queste limitazionm hanno suscitato
un interesse crescente nell'impiego
di innesti ossel alternativi, come gl
alloplastici.

Dal momento che ¢ stato dimostra-
to che GFs e Bamps, 1l cul potenzia-
le osteoinduttivo ¢ stato valutato in
svariati modelli sia in vivo sia in vi-
tro'® e sono essenzial per la fisiolo-
gia del processo di riparazione del-
I'osso, & naturale considerarli come
potenziali agenti osteoinduttivi.

[l gruppo di Marx, pioniere in que-
sto campo, ha elaborato una proce-
dura che prevede la raccolta di pla-
sma autologo ricco di piastrine, in-
dispensabile per formare 1l gel.

Le piastrine vengono 1solate e con-

62

3 Particelle di matrice ossea esogena vengono incluse nel

gel pilastrinico cosi da formare una mnassa gelatinosea, fa-
ctlmente manipolabile

centrate a partire dal sangue del pa-
ziente (prelievo di 450-500 ml)
permettendo, quando si degranula-
no per 'aggiunta di trombina bo-
vina e calcio cloruro, di ottenere
GFs, citochine, fibrina e molecole
di adesione. L'importanza dell uti-
lizzo del gel piastrinico nella pratica
chirurgica, e in altre discipline della
medicina (trattamento di ulcere
croniche, da decubito, ustioni), ha
indotto il nostro gruppo di studio a
mettere a punto una metodologia
efficace, affidabile, semplice, econo-
mica e che permette di ottenere ra-
pidamente in laboratorio un gel pia-
strinico autologo*? cosi da poter es-
sere utilizzato di routine nella chi-
rurgia orale, implantare, parodonta-
le e maxillofacciale.

Al momento, questo protocollo
permette di preparare, in modo ri-
producibile e standardizzabile, un
concentrato piastrinico a partire da
un prelievo di 60 ml di sangue ve-
noso che viene attivato mediante
una miscela di calcio gluconato e

botropase, per ottenere un gel di
piastrine, la cu1 applicazione verosi-
milmente determina localmente un
incremento della concentrazione
dei GFs ussutali tale da accelerare la
guarigione ¢ la rigenerazione dei
tessutl circostanti.

Si ritiene che le innovazioni fonda-
mentali di questa tecnica, rispetto a
quella di Marx et al., consistano:

] nella possibilita di poter preleva-
re poco sangue, rispetto al prelievo
di 500 ml di sangue venoso neces-
sario per realizzare la procedura di
Marx et al., che rappresenta senza
dubbio un vantaggio in termini pra-
tici e comporta una scarsa morbilita
per il paziente;

0 nella rapidita, facilita di esecuzio-
ne e costo veramente minimo che
consentono di rendere routinaria la
procedura di prepararazione del gel
plastrinico;

0 nella sostituzione della trombina
bovina con il botropase, aspetto di
fondamentale importanza poiche si
rende possibile la fattibilita e 'appli-
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cazione di questo protocollo in Ita-
lia, dal momento che finora I'attiva-
zione del concentrato piastrinico
poteva essere effettuata solo ed
esclusivamente mediante la trombi-
na di natura bovina, non commer-
ciabile nel nostro Paese: inoltre, ['u-
so del botropase e sicuramente da
preferirsi alla trombina bovina dal
momento che puo offrire una mag-
giore sicurezza biologica.

In questi ultimi mesi, sono state ef-
fettuate alcune modificazioni al pro-
tocollo di attivazione del concentra-
to piastrinico (CP).

Innanzitutto, 1l calcio cloruro e sta-
to sostituito con il calcio gluconato
dal momento che quest’ultimo
sembra accelerare ulteriormente 1
tempi di gelificazione del CP. Inol-
tre, I'esperienza maturata in questi
mesi ha dimostrato che é sufficien-
te una quantita sempre piu ridotta di
botropase (200-300 ml) per attivare
circa 6-7 ml di CP.

Infine, studi recenti, volti a perfezio-
nare la metodica di preparazione ¢
di attivazione del CP, hanno per-
messo di giungere a evidenze mol-
to mnteressanti.

Innanzitutto, & stato osservato che 1l
gel piastrinico € un biomateriale
modellabile: puo prendere, infatti,
la forma del recipiente in cui viene
attivato; inoltre, 'impiego di botro-
pase, in grado di provocare un atti-
vazione delle piastrine piu lenta (5-
10 minuti) rispetto alla trombina
bovina (qualche secondo) permette
di modulare la consistenza ¢ le di-
mensioni del gel.

Owvviamente, forma e consistenza
sono in tfunzione della quantita di
CP che si deve attivare e della forma
del recipiente impiegato.

La possibilita di poter plasmare 1l gel
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piastrinico e 'utilizzo di capsule Pe-
tri quale recipiente in cui eseguire
I'attivazione del CP hanno consen-
tito di ottenere un gel a forma di
membrana, del tutto simile a quelle
usate in campo 0dontolatrico.

L'opportunita di disporre di una
membrana di pastrine, quale tap-
peto ricco di GFs autologhi, che si

puo agevolmente maneggiare ¢ che

per la sua consistenza si puo addi-
rittura suturare (figura 4), consente
una piu ampia applicazione clinica
del gel piastrinico, oftrendo anche
prospettive inedite nella terapia ri-
generativa che, attualmente, trova
grande riscontro in chirurgia um-
plantare e parodontale. Inoltre, e sta-
to dimostrato che, grazie al recupe-
ro e all’attivazione del plasma pove-
to di piastrine (Ppp), finora non uti-
lizzato nei protocolli classici di pre-
parazione del CP, in quanto consi-
derato un prodotto di scarto per la
sua poverta in piastrine, ¢ di contro
possibile ottenere ugualmente la
formazione del gel.

Una possibile spiegazione di questo
risultato consiste nell’ osservazione
che, con la metodica di preparazio-
ne del CP messa a punto nel nostro
laboratorio, sono ancora presenti nel
Ppp piastrine in una concentrazio-
ne tale da portare alla formazione
del gel. Conseguentemente, I'op-
portunita di poter utihizzare sia il CP
sia 11 Ppp per ottenere 1l gel permet-
te, da un lato, di effettuare un pre-
lievo ancora pitl contenuto di san-
gue intero, riducendo, pertanto,
sempre di piu la morbilita del pa-
riente, dall’altro, di utilizzare, vero-
similmente, tutte le piastrine pre-
senti nel sangue processato e, quin-
di, poter disporre di una maggiore
quantita di GFs.

4 La consisteniza del gel permette di sopportare discre-
(i stimoli meccanici, al punto da renderlo suturabile
quasi come un «dessulo sostitutivo»

MATERIALI E METODI

Vengono prelevati 60 ml di sangue
venoso in 12 ml di acido citrico-de-
strosio (A€, Byk Gulden Italia spa,
Cormano, Milano) e processati se-
condo le procedure di routine*, Do-
po la preparazione, CP e PpP vengo-
no tenutl a temperatura ambiente per
almeno 15 minuti prima di dare 1ni-
zio alle fasi necessarie per ottenere il
gel piastrinico. Il numero di piastrine
viene determinato mediante un con-
taglobuli automatico (Advia 120,
Bayer, Milano, Italia). Sono stati alle-
stiti citocentrifugati di CP PRp e Ppp,
colorati con May Grunwald/Giemsa
per analisi morfologica.

TECNICA PER LA PREPARAZIONE
DI CP E D1 Ppp

I1 sangue intero, raccolto in provet-
te sterili (Falcon, Sacco, Milano) da
15 ml cadauna {(n = 4), viene cen-
trifugato a 180 gir1 al minuto per
20 minuti.

Il Prp, corrispondente alla fase chia-
ra superiore, viene quindi trasterito

in una nuova provetta e ulterior-
mente concentrato, mediante cen-
trifugazione (580 gir1 al minuto per
15 minuti). Il volume finale di 7 ml
di CP ¢ il risultato della risospen-
sione del pellet piastrinico, ottenuto
al termine della seconda centrituga-
ta, in 5 ml di Pep (figura 5). II Pep
rappresenta la parte liquida sopra-

stante il pellet che, invece di essere

eliminato come previsto nei proto-
colli standard di preparazione del
CP, viene raccolto in una provetta
da 50 ml, pronto per essere attivato,

PROTOCOLLO DI ATTIVAZIONE

Preparazione del gel pastrinico

da CP

[l CP viene trasterito dalla provetta
in un dappen sterile e puo essere at-
tivato da solo o in combinazione
con 0sso autogeno e/o matrice 0s-
sea ch sintest.

Un millilitro di miscela calcio glu-
conato/batroxobina, aspirato in una
siringa da 2,5 ml ¢ gentilmente agi-
tato, viene aggiunto al CP contenu-

to nel dappen.
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Nell’arco di 3-5 minuti, il miscu-
gho di CP e miscela calcio gluco-
nato/batroxobina assume una con-
sistenza gelatinosa, dal momento
che la batroxobina, principio attivo
del botropase ed equivalente all’at-
tivita coagulante di 1+0,2 unita
trombiniche internazionali, & re-
sponsabile della polimerizzazione
della fibrina in un gel insolubile, in-
ducendo la degranulazione delle
piastrine con conseguente rilascio
di fattori di crescita e citochine,

[l tempo di processamento richiesto
per la separazione del sangue auto-
logo nei suoi componenti (CP e
Ppp), secondo questa metodica, ¢ di
solt 45 minuti.

Preparazione del gel piastrinico

da Prp

Il Ppp, conservato nella provetta da
50 ml a temperatura ambiente, vie-
ne attivato dopo la preparazione del
gel piastrinico ottenuto dal CP

Le fasi principali consistono in:

[ raccolta, in provetta sterile, del li-
quido in eccesso, trasudato dal gel
piastrinico e formatost nel dappen al
termine dell’attivazione:

O aggiunta al Ppp di calcio gluco-
nato (10% del volume totale di Ppp),
quale antagomsta dell’ anticoagulan-
te utilizzato per il prelievo;

O travaso del suddetto liquido nella
provetta contenente il PPp, con sua
rapida trasformazione (da 30 secon-
di a 2 minuti) in una massa gelati-
nosa.

Allestimento di membrane

a partire da CP attivato

[l CP, attivato come descritto, mo-
stra un elevata plasmabilita che con-
sente all'operatore di modellarlo a
seconda delle esigenze cliniche, co-

08

N. Conta basale  Conta CP Conta Pee
pazient] (k/pl) (k/pl] (k/pl)
{ 240 T 227
2 275 37 200
3 230 HlG2 184
4 183 317 100
s 192 S 144
& 265 1437 187
7 173 273 65
: 108 550 33
® 73 237 40
10 G4 465 137
& 192 440 ] 29
12 206 744 133
13 258 | 702 160
14 186 /26 122
15 185 283 57

LABELLS 2

si che assuma la forma del recipien-
te 1n cul viene effettuata la sua atti-
vazione.

Attivando 11 CP in una capsula Pe-
tri (diametro di 35 o 60 mm a se-
conda delle dimensioni del gel pia-
strinico necessario per la rigenera-
zione ossea e/o la guarigione tissu-
tale), € possibile dare al gel la forma
di una membrana, la cui consisten-
za € proporzionale alla quantita del
materiale attivato e alla dimensione
della capsula stessa.

Allestimento di membrane

a partire da Pre attivato

Anche 1l Ppp,il cui volume finale non
¢ mai inferiore a 25 ml partendo da
un prelievo venoso di 60 ml, pud es-
sere attivato e modellato 2 membra-
na, quando viene trasferito in una ca-
psula Petri di dimensioni maggiori
(diametro di 100 mm), dal momento
che dimensioni inferiori della capsu-
la non sarebbero in grado di conte-
nere tutto il Ppp a disposizione.

Analist istopatologica

Le biopsie ossee sono state fissate
in formalina tamponata al 10%, de-
mineralizzate in acido formico al
2% per 48 ore, decalcificate in aci-
do nitrico e incluse in cera di pa-
raftina. Da ogni biopsia sono state
ricavate sezioni spesse 5 um, colo-
rate con ematossilina-eosina, osser-
vate e fotografate al microscopio
ottico (Nikorn).

Sono stati allestit1 vetrini, esaminati
con un analizzatore di immagine,
per effettuare una valutazione isto-
morfometrica.

RISULTATI

Dalle conte piastriniche basali del
CP e del Ppp, eseguite su 15 pazien-
ti (tabella 2) mediante sistema ema-
tologico automatico, si evince che
il gel ottenuto da CP presenta una
concentrazione piastrinica incre-
mentata in media di 4 volte rispet-
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6 Rappresentazione schematica del-
la fase vascolare della coagulasione

(tratta da Madon et al.??)

to al sangue intero (CP/basale =
400%), mentre quello derivante dal-
I'impiego di Prp risulta essere de-
pauperato soltanto del 30% delle
piastrine totali (Ppp/basale = 70%).
In figura 5 vengono riportate le
densita piastriniche che sono state
riscontrate all’osservazione al mi-
croscopio ottico dopo colorazione
May Grunwald/Giemsa, relative a
strisci di sangue periferico intero e
citocentrifugati allestiti a partire da
CP e Ppp dello stesso paziente.

Nel Ppp s1 puo osservare, come
comprovato dalle conte sopra citate,
un modesto incremento della con-
centrazione piastrinica rispetto a
quanto osservato nello striscio di
sangue periferico intero; sufficien-
te, tuttavia, per la preparazione di
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un gel da modellare a seconda delle
necessita cliniche. Il calcio glucona-
to e 1l botropase, quando aggiunti al
CP, attivano le piastrine in esso con-
tenute ¢ iniziano 1l processo di coa-
gulazione, caratterizzato dalla con-
versione del fibrinogeno in fibrina
(higura 6) che risulta nella formazio-
ne di un gel clinicamente utile per
migliorare la manipolazione ¢ I'et-
ficacia di particolari innesti di osso
autologo o di sostituti.

L'analisi istologica delle biopsie os-
see, effettuate a distanza di 5 mesi
dalla chirurgia (figura 7), e gli stu-
di istomorfometrici eseguiti sui
vetrini allestiti a partire dalle sud-
dette biopsie (figure 8-10), sem-
brano evidenziare che, guando
viene impiegata una miscela di in-

¢ Osso lamellare maturo. Si notino 1 sistemi haversiani
completi: colorazione ematossilina-cosina, 160x

nesto 0sso autologo-gel piastrinico
(figura 2) e/o matrice ossea di sin-
tesi-gel piastrinico (figura 3), s1 os-
serva, da un lato, un aumento del
tasso di velocitd di formazione del-
l'osso e, dall’altro, un incremento
della densita ossea.

Quando I'attivazione del gel piastri-
nico viene effettuata in capsule Pe-
tri, & possibile plasmarlo a membra-
na (figura 11).

A gelificazione avvenuta, la mem-
brana puo essere scollata dalle pare-
t1 della capsula (figura 12), in modo
da poter recuperare il liquido in ec-
cesso da essa trasudato (figura 13),
che viene immediatamente utilizza-
to per I'attivazione del Ppp, raccolto
in un’altra capsula Petri di dimen-
sioni maggiori (figura 14).
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Area medio delle spicole ossee neorormate (mmél 73
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8 Paziente 1. Studio istomorfometrico eseguito sul velri-
no e tessuto osseo neoformato, osservabile a distanza di
5 mesi dall applicazione; colorazione ematossilina-eo-

sina, 160x

DISCUSSIONE
k. CONCLUSIONI

[ meccanismi e il potenziale di for-
IN3ZI0N€E € r1parazione 0ssea sono
stat1 delucidati rapidamente duran-
te gli ultimi dieci anni.
Nonostante rimangano aperte an-
cora molte problematiche, e per ora
chiaro che numerose citochine e
GFs polipeptidici giocano un ruolo
essenziale i questi processi cosi
complessi.

E ormai universalmente riconosciu-
to che GFs e Bmps, fattori trascri-
zionali che regolano la proliferazio-
ne e la differenziazione delle cellule

mesenchimali, svolgono un ruolo di
primaria importanza nel rimodella-
mento, nella rigenerazione e nelle
fasi di guarigione sia dei tessuti mol-
i sia di quelli duri!®!%-20,

1 gel piastrinico, rivelandosi un bio-
prodotto ricchissimo di GFs, tavo-
risce, accelerandoli, 1 normali pro-
cessi sia di guarigione sia di rigene-
razione tissutali.

[ recenti risultati ottenuti da diverse
sperimentazioni cliniche hanno in-
dotto a credere che I'impiego di un
solo GF non sia sufticiente per ri-
solvere tutti 1 problemi connessi ai
processi di riparazione ma, al con-

trario, si ritiene che una rete com-
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9 Paziente 2. Studio istomorfometrico eseguito sul vetri-
no e tessuto osseo neoformato, osservabile a distanza di
3 mest dall’ applicazione; colorazione ematossilina-eo-

stne, 160x

plessa di GFs, citochine e altri me-
diator1 biologici debbano essere
usati piu specificamente per ottene-
re una guarigione completa delle
ferite e una rigenerazione rapida ed
efficace?!.

In questo articolo vengono ripor-
tati 1 correnti progressi nella prepa-
razione del gel piastrinico,

Come riportato in letteratura®?,
questo biomateriale, usato in svaria-
te applicazioni con apparente suc-
cesso clinico, € una modificazione
autologa della colla di fibrina.

Da circa un anno, nel nostro labo-
ratorio, € stato messo a punto un
protocollo riproducibile e standar-
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dizzato, che permette di preparare
rapidamente € con un costo conte-
nuto il gel piastrinico che, al mo-
mento, viene usato in combinazio-
ne con procedure chirurgiche abla-
tive della regione maxillofacciale,
per ricostruzioni mandibolari e in
aggiunta a procedure finalizzate al
posizionamento di impianti osteoin-
tegratl.

Recentemente, abbiamo adottato
una procedura che prevede la pre-
parazione di membrane di piastri-
ne, ottenute modellando 1l gel for-
matosi, attivandolo con una misce-

la calcio gluconato/botropase sia
CP s1a Prp.

1) Paziente 3. Studio istomorfometrico eseguito sul ve-
trino e tessuto osseo neoformato, osservabile a distanza
di 5 mesi dall’ applicazione; colorazione ematossilina-

Ovviamente, la possibilita di poter
plasmare il gel piastrinico, consen-
tendo una sua piu ampia applicazio-
ne clinica, € da considerarsi assolu-
tamente positiva.

E, tuttavia, importante tenere pre-
sente che la somiglianza delle
membrane di piastrine con quelle
del commercio st ferma pero solo
alla forma, dal momento che le
classiche membrane tanto in uso in
chirurgia orale producono 1l fa-
mosissimo «effetto barrierar, men-
tre le membrane di piastrine non
sono altro che un tappeto di GFs
autologhi.

Ora, 'opportunita di disporre di un
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11 Gel piastrinico modellato a membrana

12 Membrana i cui bordi sono stati scollati dalle pareti

13 Recupero dell’essudato prodotto
cealla membrana

tessuto ricco di tali fattori, che si
puo agevolmente maneggiare e per
la sua consistenza addirittura sutu-
rare, apre prospettive inedite nella
terapia rigenerativa, che attualmen-
te trova grande riscontro in odon-
toiatria.
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Inoltre, I'opportunita di poter utiliz-
zare sia CP sia PPP permette, da un
lato, di effettuare un prelievo sempre
piu contenuto di sangue intero, ri-
ducendo ancora di pit la morbilita
del paziente, dall’altro, di utilizzare
tutte le piastrine presenti nel san-

14 Prp durante la fase di attivazione

gue processato e, verosimilmente,
poter disporre di una maggiore
quantitd di GFs.

Pertanto, questi studi sono stati fina-
lizzati ad apportare delle evoluzioni
alla tecnologia di preparazione del
gel piastrinico, riuscendo a modella-
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re 2 membrane questo gel attivato e
a utilizzare anche quella frazione di
plasma meno arricchita di prastrine,
ma ugualmente utile nell incremen-
tare il processo di rigenerazione.
[noltre, si rende noto che risultati
sperimentali alquanto promettent,
ottenuti anche nel trattamento del-
le ulcere diabetiche e vascolari, me-
diante I'impiego del gel piastrinico
modellato a membrane con la tec-
nica da nol messa a punto, non pos-
sono che incoraggiarci ad approfon-
dire questo studio.

E, pertanto, possibile che le evolu-
zioni della tecnica del gel piastrini-
co possano essere applicate con suc-
cesso anche ad altre discipline della
medicina.

Considerando i risultati incorag-
giantl raggiunti finora, nasce inevi-
tabilmente l'esigenza di compren-
dere il meccanismo fisiologico alla
base del potenziale di guarigione e
di rigenerazione, proprio del gel di
piastrine.

Corrispondenza a: dottoressa Maria C. Sacchi
Laboratorio di Ematologia,

Dipartimento di Ematologin e Medicina Trasfusionale,
Azienda Ospedatiern «85. Antonio e Biagio ¢ C. Amgos
Via Venezia 16, 13100 Alessandria
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