ACCELERAZIONE DEI PROCESSI

_di cicatrizzazione tissutale con un nuovo
biomateriale: la fibrina ricca di piastrine (PRF)

di M. Del Corso, J. Choukroun, A. Simonpieri, P. Zampetti, V. Bucci Sabbatini

I PRF (Platelet-Rich Fibrin) appartiene ad una nuova generazione di concentrati piastrinici e abbina una tecni-

RIASSUNTO

seno e nella chirurgia parodontale.

INTRODUZIONE

smatica denominata fibrinogeno. Tale molecola,

presente nel plasma, gioca un ruolo fondamen-
tale nel processo di aggregazione piastrinica e nelle
reazioni di coagulazione. Proteina solubile, il fibrino-
geno & trasformato in fibrina insolubile ad opera della
trombina. Limpiego della fibrina quale materiale
osteoinduttivo, come mezzo di compattamento del
materiale d'innesto e come elemento d'innesto in sé
€ gia stato riportato in letteratura®™, La fibrina assu-
me, inoltre, un ruolo fondamentale nei processi di
emostasi, cicatrizzazione ed angiogenesi.

L a fibrina & la forma attivata di una molecola pla-
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ca di produzione semplificata ad una assenza di manipolazione biochimica del sangue (eparina, EDTA, trom-
bina bovina, cloruro di calcio...). La fibrina cosi ottenuta contiene una quantita significativamente elevata di
citochine piastriniche, che risultano imbrigliate all'interno delle maglie del prodotto. Limpiego del PRF negli |
innesti ossei facilita i processi postchirurgici di cicatrizzazione accelerando I'integrazione e il imodellamento |
del materiale innestato. L'impiego della membrana di PRF trova un valido impiego nella chirurgia riparativa del

Dopo il divieto di commercializzazione negli Stati Uniti
(1978) delle colle di fibrina, a causa del pericolo di dif-
fusione dell’epatite, molti sforzi sono stati impiegati
per sviluppare protocolli di creazione molecolare di
fibrina autologa e di aggregati piastrinici con diverse
tecniche di manipolazione del sangue®®. Diversi auto-
ri"># inoltre, hanno sottolineato I'importanza dei fat-
tori di crescita intrinsechi alla fibrina autologa, in qua-
lita di adiuvanti e amplificatori dei processi di ripara-
zione tissutale, inclusi la proliferazione cellulare, la
chemctassi, la differenziazione cellulare e la sintesi
della matrice extracellulare.

Messa a punto da Choukroun et al.”" la tecnica di

Figg. 1A - La centrifuga per oftenere la Fibrina Ricca di Piastrine (PRF). 1B - Separazioni delle differenti frazioni

plasmatiche in un gradiente di densita. Si noti, nel mezzo, il coagulo densa di fibrina attivata contenente Je piastrine.
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Figg. 2A - Il coagulo di fibrina viene prelevato steriimente dalla provetta. 2B - La membrana di fibrina autologa pronta per

'uso clinico.

preparazione del PRF (Fibrina Ricca di Piastrine) & gia
nota da qualche anno in Francia ed implica una sola
centrifugazione del sangue del paziente, senza alcu-
na aggiunta di sostanze coagulanti. Vengono in tal
maniera superate le restrizioni legate alla reinfusione
sanguigna e alle manipolazioni delle provette di pre-
lievo, come accade negli emoderivati.

®

Plasma
acellulare

Coagulo
di fibrina - ; ;
Fig. 3 - La centrifugazione del
sangue totale, immediatamente
dopo il prelievo, permette la
costituzione di un coagulo di
fibrina strutturato e resistente
all'interno del plasma acellulare,
che si estende fino allo strato piu
superficiale delle emazie.
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ALl E METODI

Il protocollo di realizzazione del PRF é relativamente
semplice: il prelievo di sangue & realizzato in provette
prive di anticoagulante che vengone immediatamen-
te centrifugate. L'assenza di anticoagulanti permette
I'attivazione della cascata fisiologica della coagulazio-
ne. Il fibrinogeno, concentrato all'inizio nella parte alta
della provetta, verra progressivamente trasformato in
fibrina dalla trombina circolante.

Si ottiene, dunque, un coagulo di fibrina che contiene
la totalita delle piastrine e dei leucociti (Fig. 1 nella
pagina precedente) %%, || coagulo di fibrina autologa
viene successivamente trasformato in membrane per
i diversi impieghi clinici. (Fig. 2)

La dimostrazione del potenziale osteoinduttivo dei
fattori di crescita ha spinto i clinici a sviluppare tecni-
che di concentrazione di tali fattori per migliorare qua-
litativamente i processi di rigenerazione tissutale e di
guarigione.

Diversi studi scientifici hanno focalizzato I'attenzione
sul plasma arricchito di piastrine (PRP), sviluppando
diversi protocolli di produzione del concentrato pia-
strinico. Il PRP autologo, generalmente ottenuto dopo

Fig. 4 - Quantificazione del PDGF-BB ottenuta con I'ELISA test.
Fig. 5 - Quantificazione del TGFbeta-1 ottenuta con I' ELISA test

Fig. 6 - Quantificazione del IGF-1 ottenuta con I'ELISA test.
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due centrifugazioni, & un derivato naturale del sangue
del paziente, ottenuto con I'aggiunta di calcio e trom-
bina che attivano la cascata della coagulazione. I
PRP & considerato come un plasma-derivato ed &
possibile la sua conservazione per qualche giorno ad
una temperatura di -19C°.

Il PRF (Fig. 8) appartiene ad una nuova generazione
di concentrati piastrinici ricavati senza manipolazione
biochimica del sangue (eparina, EDTA, trombina bovi-
na, cloruro di calcio...) e pud essere considerato
come un cicatrizzante autologo.

La preparazione awviene per singola centrifugazione
del sangue del paziente e il suo impiego deve essere
contestuale alla preparazione poiché non & possibile
la conservazione®*®, Una tappa fondamentale nello
studio delle proprieta del PRF & stata la valutazione
del dosaggio delle citochine (TGFb-1, PDGFs, IGF-1)
contenute nella porzione plasmatica acellulare della
provetta centrifugata con il protocollo PRF attraverso
lz metodica Elisa (Quantikine, R&D Systems,
Minneapolis, USA)

I valori ottenuti sono stati confrontati con quelli dei dif-
ferenti protocolli di fabbricazione del Plasma Ricco in
Piastrine. Le medie sono state riportate su istogram-
mi ed analizzate statisticamente. (Figg. 4-6) L'analisi
comparativa dei valori ha dimostratc come, nella tec-
nica del PRF, le citochine risultino significativamente
assenti nel plasma acellulare e nell’'essudato fibrinico,
rimanendo massivamente imbrigliate all'interno delle
maglie di fibrina, in intimo contatto con queste. In par-
ticolare, i valori plasmatici (PPP) dell'lGF-1 risultano
significativamente inferiori a quelli che si ritrovano

nella porzione plasmatica dei differenti preparati di
PRP. Analisi istomorfometriche di innesti ossei
mescolati al PRF sono state realizzate in diversi labo-
ratori*® ed hanno dimostrato una grande quantita di
tessuto osteoide nell’area di innesto dopo un tempo
di maturazione dell'innesto di soli 4 mesi. |l dato isto-
logico & verosimilmente legato alle modalita di produ-
zione del PRF in cui I'assenza di anticoagulanti indu-
ce un’attivazione massiva piastrinica rinforzata dalla
presenza di una fase minerale sulle pareti della pro-
vetta (polvere di vetro residuale).

L'imbrigliamento delle citochine intrinseche nel PRF
garantisce una loro durata di vita accresciuta: le cito-
chine non saranno liberate ed utilizzate che al
momento del rimodellamento della matrice cicatrizia-
le (effetto a pit lungo termine).

Cid comporta anche un effetto stimolante per la cica-
trizzazione, poiché i fattori di crescita colpiranno il loro
bersaglio al momento in cui le cellule saranno sul sito
cicatriziale,

La rete di fibrina formata con il protocollo PRF pre-
senta un’organizzazione tridimensionale particolar-
mente omogsnea, piu ancora di quella del coagulo di
fibrina ottenuto in-vivo®.

L'architettura di questa matrice risulta alquanto elasti-
ca e particolarmente favorevole alla migrazione cellu-
lare ed alla ritenzione delle molecole in soluzione. Il
modo di gelificazione fibrinica &, infatti, diverso a
seconda del protocollo di produzione: nella metodica
PRP, la polimerizzazione della fibrina avviene molto
velocemente ad opera della trombina bovina e del
cloruro di calcio aggiunti; ne risulta una trama di fibri-
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Fig. 7 - Differenza tra I'architettura molecolare della fibrina prodotta con la tecnica del PRP (a) e del PRF (b). Si noti la
differenza di elasticita tra le due strutture.

Fig. 8 - Modellizzazione teorica di un coagulo di PRF: si notano citochine estrinseche in soluzione ma soprattutto
intrinseche, ovvero connesse intimamente alle fibrille df fibrina nel corso della loro lenta polimerizzazione.

Figg. 9, 10, 11 - Un alveolo postestrattivo & riempito con bio-oss e frammenti di PRF. La membrana di PRF ricopre il sito
ricevente, La cicatrizzazione a soli 8 giorni.

Figg. 12, 13 - La perforazione della
membrana sinusale viene corretta con
l'adattamento di una membrana in PRF.

Figg. 14, 15, 16 - Fenestrazione e scollamento della membrana df Schneider; innesto di materiale biocompatibile
(Gen-Os, OsteoBiol, Torino) mescolato a PRF secondo specifico protocollo; copertura dell'innesto con una
membrana di PRF.

Figg. 17, 18, 19 - In chirurgia parodontale, la membrana di PRF accelera | processi di cicatrizzazione: le immagini
dimostrano la guarigione di un innesto connettivale e PRF a distanza di 8 giorni dall'intervento.
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CONCLUSIONI

L'attivita biologica della fibrina giustifica il potere cica-
triziale importante del PRF. La lenta modalita di poli-
merizzazione del coagulo conferisce alla membrana
di PRF un'architettura fisiologica particolarmente
favorevole al sostegno della cicatrizzazione. Ad un’a-
nalisi immunoistochimica, inoltre, risulta che la moda-
lita di polimerizzazione lenta della fibrina durante la
formazione del PRF permette I'incorporazione intrin-
seca delle citochine piastriniche all'interno della trama
del composto. Questo fatto implica la liberazione pro-
gressiva delle citochine durante la degradazione della
fibrina, al contrario di quanto awiene con altre tipolo-
gie di concentrazioni piastriniche.

Il PRF & utilizzato come adiuvante dei processi di
cicatrizzazione, nella chirurgia muco-gengivale, nella
chirurgia pre-protesica e negli innesti ossei. | risultati
istologici molto interessanti si accompagnano ad un
aumento quantitativo dell'osso rigenerato e ad una
riduzione dei tempi di guarigione tissutale.

La facilita di esecuzione della tecnica preparatoria,
I'assenza di manipolazioni ulteriori del sangue e I'im-
possibilita di conservazione della membrana sono gli
elementi di sicurezza del protocollo PRF che potreb-
be rappresentare la soluzione alle diverse problemati-
che medico-legali legate alla complessita dei vecchi
protocolli di preparazione del PRP. @
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