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Riassunto

Scopo. Lipotesi & che I'uso di fibrina ricca di leucociti e piastrine avanzata (A-PRF) nell’osteomie-
lite da ulcera su piede diabetico, consenta il recupero da questa grave patologia. In questo studio,
I'obiettivo era di standardizzare I'utilizzo di PRF in pazienti con osteomielite, per utilizzare questo
concentrato piastrinico di seconda generazione, come facilitatore della guarigione.

Metodi. Gli autori hanno prodotto e utilizzato ai fini preliminari membrane A-PRF (1300 g x 8 min)
da sangue periferico in 7 pazienti (tutti diabetici) con osteomielite e lesioni cutanee da almeno 6
mesi. Le membrane, insieme al liquido surnatante derivato dalla compressione, sono state inserite
nella lesione cutanea fino all’osso dopo uno sbrigliamento chirurgico. E stata analizzata I'evoluzione
delle lesioni nel tempo.

Risultati. Tutti i sette pazienti hanno avuto positivita al test Probe-to-Bone, la RMN ha rilevato ispes-
simento cortico-periosteale e/o0 focolai di osteolisi della cortico-spongiosa in adiacenza all’ulcera.
Batteri Gram-positivi sono stati trovati nei nostri pazienti nel 52% dei casi. Cocci Gram+, come S.
Aureus (15,6%), S. p-emolitico (12,1%), S. Viridans (7,1%) e Bacilli Gram- come Pseudomonas
(10,6%), Proteus (7,8%), Enterobacter (5,7%) sono presenti. La Candida Albicans & presente nel
2,8%. 'emocromo non mostrava alterazioni importanti. Ad oggi, le lesioni cutanee sono guarite in 6
dei sette pazienti trattati (un paziente da pit di cinque anni) senza segni di infezione, né di recidive.
Conclusioni. | risultati ottenuti sui nostri pazienti suggeriscono che le membrane PRF potrebbero in
futuro diventare un’opzione terapeutica in questa patologia di difficile trattamento.

Parole chiave: osteomiglite, buffy coat, livello dei fattori di crescita, fibrina ricca di piastrine, concentrato di
trombociti

Summary

Background. Hypothesis is that the use of Advanced Platelet-Rich Fibrina (A-PRF) in ulcer
osteomyelitis on diabetic foot, allows recovery from this serious disease. In this study, the goal was
to stanaardize the use of PRF in patients with osteomyelitis, to use this second-generation platelet
concentrate, as a facilitator of healing.
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Methods. Authors produced and used peripheral blood A-PRF (1300 g x 8 min) membranes in 7 patients (all diabetic) with osteomyelitis and skin
lesions for at least 6 months. Membranes, together with the supernatant liquid derived from compression, were inserted into the skin lesion down
to the bone after surgical debridement. Evolution of the lesions over time was analyzea.

Results. All seven patients had a positive Probe-to-Bone test, MRI detected cortico- periosteal thickening and/or foci of cortico-cancellous
osteolysis adjacent to the ulcer. Gram-positive bacteria were found in 52% of cases: Cocci Gram +, such as S. Aureus (15.6%), S. p-haemolytic
(12.1%), S. Viriaans (7.1%), and Bacilli Gram- such as Pseudomonas (10.6%), Proteus (7.8%), Enterobacter (5.7 %) are present. Candida Albicans
is present in 2.8%. Blood count showed no major changes.

To date, skin lesions have healed in 6 of the seven patients treated (one patient for more than five years) with no signs of infection or recurrence.
Conclusions. The results obtained on our patients suggest that PRF membranes could in the future become a therapeutic option in this difficult

freatment condition.

Key words: osteomyelitis, buffy coat, growth factor level, platelet-rich fibrin, thrombocyte concentrate

Introduzione

La fibrina ricca di piastrine (PRF) di Choukroun ' & un con-
centrato piastrinico di seconda generazione, praticamen-
te un superamento del PRP (Plasma ricco di piastrine), €,
quindi, un nuovo passo nel concetto terapeutico di gel
piastrinico con una preparazione semplificata e piccole
modifiche biochimiche artificiali. A differenza di altri con-
centrati piastrinici, questa tecnica non richiede anticoagu-
lanti, trombina o qualsiasi altro agente gelificante, il che
rende il sangue non piu di un centrifugato naturale senza
additivi. PRF pud essere preparato, infatti, semplicemente
stimolando la via intrinseca della coagulazione senza I'a-
iuto di anticoagulanti o fattori di coagulazione 2. Sebbe-
ne le piastrine € le citochine leucocitarie giochino un ruolo
importante nella biologia di questo biomateriale, la matri-
ce fibrinica di supporto costituisce certamente il fattore
decisivo del reale potenziale terapeutico del L-PRF. Entro
pochi minuti, 'assenza di un anticoagulante consente I'at-
tivazione della maggior parte delle piastrine contenute nel
campione per innescare la cascata della coagulazione.
’osteomielite (OM) si riferisce specificamente all’'infezione
del midollo osseo in contrasto con l'osteite in cui il perio-
stio o la superficie corticale si infetta attraverso una ferita o
un’ulcera penetrante. Nonostante queste differenze, le due
sono clinicamente diagnosticate o trattate in modo molto
simile. Molto & stato scritto sulla diagnosi di OM nel corso
degli anni e, cosa piu importante, su come complichi le ul-
cere del piede diabetico (DFU). L'OM che complica il piede
diabetico deriva quasi sempre da una ferita contigua o da
un’ulcera del piede °. L'incidenza mondiale € da 1:1.000
a 1:20.000 abitanti, in Italia 19.000 casi/anno, in Europa
100.000 casi/anno. Il rapporto Maschi:Femmine € 2:1.

Le infezioni delle ossa e delle articolazioni sono doloro-
se per i pazienti e frustranti per loro e per i sanitari che
li curano. Gli alti tassi di successo della terapia antibioti-
ca avutasi nella maggior parte delle malattie infettive non
sono ancora stati raggiunti in questa patologia. | vari tipi
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di questa patologia includono, in ordine decrescente di
frequenza: OM secondaria ad un focolaio contiguo di in-
fezione (dopo trauma, intervento chirurgico o inserimento
di una protesi articolare); quella secondaria all’insufficienza
vascolare (nelle infezioni del piede diabetico); ed infine la
OM di origine ematogena e richiedono differenti strate-
gie terapeutiche mediche e chirurgiche. 'OM cronica &
associata alla necrosi avascolare dell’osso ed alla forma-
zione del sequestro (0sso morto) e I'approccio chirurgico
€ necessario per la cura oltre alla terapia antibiotica. Al
contrario, I'OM acuta pud rispondere ai soli antibiotici. In
generale, € necessario un approccio multidisciplinare per
un risultato di successo, che coinvolga le competenze di
chirurgia ortopedica, malattie infettive e chirurgia plastica,
cosi come di chirurgia vascolare, in particolare per i casi
complessi con perdita dei tessuti molli 4°.

L'utilizzo dei concentrati piastrinici di seconda generazio-
ne nella DFU con OM non era noto agli Autori fino a tem-
pi recenti ed & stato adottato da essi per la prima volta
(2018) ©.

In questo studio vengono descritti i risultati ottenuti su set-
te pazienti portatori di ostemielite cronica da DFU degli arti
inferiori.

Materiali e metodi

Preparazione di PRF

Sono stati raccolti campioni di sangue con il consenso
informato di tutti i sette volontari indagati. Tutte le proce-
dure di coinvolgimento dei partecipanti in questo studio
sono state eseguite in conformita con gli standard etici
del comitato di ricerca istituzionale e/o nazionale e con la
Dichiarazione di Helsinki del 1964 ed i suoi emendamenti
successivi. Il Comitato Etico ha rinunciato ad una richiesta
etica per questo studio poiché il sangue non ¢ stato usato
come una fonte identificabile ” (Researchregistry: n° 5927).
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| fattori che influenzano la formazione e la struttura del co-
agulo di fibrina includono fattori genetici, fattori acquisi-
ti (come una concentrazione anormale di trombina e del
fattore XllI nel plasma, il flusso sanguigno, I'attivazione
piastrinica, lo stress ossidativo, I'iperglicemia, I'iperomoci-
steinemia, i farmaci e il fumo di sigaretta) ed altri parametri
(come microgravita, pH, temperatura) 7#. E stato confer-
mato che tutti i donatori sono portatori di osteomielite cro-
nica da ulcera diabetica delle estremita inferiori.

Il CBC (Conta Cellulare Ematica) dei donatori € stato anche
studiato prima di iniziare gli esperimenti per confermare
I'intervallo standard del conteggio delle cellule ematiche.
Al fine di classificare quantitativamente e seguire il decor-

Tabella I. Caratteristiche del paziente.

G. Giuliano et al.

so clinico della riparazione, € stato stabilito un punteggio
di gravita della ferita osservando la ferita € segnando le
diverse variabili cliniche, anatomiche dei pazienti (Wound
Severity Score Tabb. I-IV).

Il sangue € stato raccolto in provette di vetro per A-PRF
(Advanced PRF) senza anticoagulante né un gel separatore
(provette per A-PRF Vacutainer per siero 9,0 ml), per la pro-
duzione di coaguli e membrane PRF. Il sangue ¢ stato rac-
colto rapidamente con un ago nelle provette (22” di valore
medio, inferiore a 25” per provetta) e immediatamente (en-
tro 1 min) centrifugato secondo la descrizione ad una tem-
peratura superiore a 21°C (tra 21° e 30°C). Usando il L-PRF
Wound Box, il processo di compressione della membrana

N° Eta Sesso Durata Comor- DDY Dimensione Sede Tempo Follow-up Risultato Punteg-
soggetto ammis-  bidita della ferita della ditrat-  (giorni) gio di
sione (cm) ferita tamento gravita
(giorni) LxWxH totale
1 68 M 103 PAD, Os- 25 2Xx2x5 Terzo 40 1825 Chiusura 25
teomelite inferiore sponta-
gamba nea
sinistra
2 71 F 64 PAD,Os- 40 1x1x2 Piede 25 365 Chiusura 24
teomelite, destro V° sponta-
HTN dito nea
3 63 F 56 PAD,Os- 24 2x2x2 Pianta 32 180 Chiusura 40
teomelite, piede sponta-
ESRD destro nea de-
Cesso per
CAD
4 60 M 46 PAD,Os- 20 1x3x5 Piede 27 120 Chiusura 15
teomelite, sinistro sponta-
HTN Ve dito nea
5 66 M 45 PAD,Os- 15 1x2x5 Piede 33 211 Chiusura 20
teomelite, destro I° sponta-
ESRD dito nea
6 58 M 94 PAD, Os- 23 1x1x5 Pianta 33 388 Chiusura 35
teomelite, piede sponta-
HTN sinistro nea
7 70 M 86 PAD, Os- 35 2Xx2x5 Pianta 30 905 Chiusura 23
teomelite, piede sponta-
HTN destro nea
Media 65,14  5/2 70,57 26,0 1,4x1,8x4,1 31,43 570,6 26,0
+ + + + + + +
D.S. 4,61 22,88 8,0 4,5 566,4 8,0

*il miglioramento & definito come recupero degli arti entro un anno e mezzo, ma senza chiusura della ferita. DDY: anno di diagnosi del diabete; PAD: Arteriopatia periferica; ESRD:

malattia renale allo stadio terminale; HTN: ipertensione; CAD: Malattia Coronarica Arteriosa.
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Tabella Il. Punteggio totale della ferita - Parametri generali della ferita.

Nessuna Lieve Marcata Total
Eritema perilesionale 0 2 5 7
Edema perilesionale 1 2 4 7
Purulenza della ferita 0 3 4 7
Fibrina della ferita 0 2 5 7
Edema violaceo 1 2 4 7
Edema rosso 0 3 4 7
Granulazione della ferita 0 0 0 7
Tabella Ill. Punteggio totale della ferita — Considerazioni anatomiche.
Osso esposto Score Tendine Score Dorsale Posteriore
esposto Pulsazione pedidia  Score  Pulsazione tibiale ~ Score

Si 10 Si 0-1+ 5 0-1+ 5
No 0 No 2+ 2 2+ 2

3-4+ 0 3-4+ 0

Tabella IV. Punteggio totale della ferita - Misurazioni della ferita.

Dimensione Score Profondita Score Indeterminato  Score Durata Score
(cm2) (mm)
<1 0 <5 0 <2 3 < 8 settimane 0
1-2 1 5-10 3 2-5 5 8 settimane-6 mesi 1
2-5 3 10-20 7 >5 8 6 mesi-1 anno 2
5-10 6 > 20 10 2-3 anni 5
10-30 8 5-10 anni 7
> 30 10 10 anni 9

nei coaguli viene eseguito attraverso una leggera e omo-
genea compressione, € la membrana finale rimane sempre
omogeneamente bagnata e imbevuta di siero.

La tecnica di produzione del PRF & molto semplice ed ha
richiesto solo un campione ematico e una centrifuga da
tavolo appositamente progettata per questa applicazione
(DUO Quattro per PRF) &9,

Il protocollo seguito & il seguente: i campioni di sangue
vengono raccolti in provette di vetro da 9 mL, senza an-
ticoagulante o gel di separazione, e vengono immedia-
tamente centrifugati secondo il seguente programma:
accelerazione di 30 sec, 8 min a 1300 rpm (189 g), 36
sec di decelerazione e arresto. Dopo la centrifugazione,
tre parti sono localizzate nel tubo: i globuli rossi sul fondo,
un coagulo di fibrina che rappresenta il PRF nel mezzo ¢ |l

GIOT

plasma acellulare nella parte superiore. Si estrae il coagulo
di fibrina dalla provetta con una pinza sterile ed eliminan-
do il coagulo rosso dalla sua estremita inferiore si ottiene
il PRF. Il successo di questa tecnica dipende interamen-
te dalla facilita di raccolta del sangue e dalla velocita di
trasferimento nella centrifuga '°. Lintero processo deve
essere sempre effettuato in modo sterile, perché i fattori
di crescita contenuti stimolano la rigenerazione dei tessuti
e, quindi, probabilmente, anche quella dei batteri. Questo
metodo delicato evita I'estrazione e la perdita di una quan-
tita significativa di fattori di crescita. | PRF-Box presenti sul
mercato sono disponibili in una varieta di forme ed eserci-
tano, attraverso la piastra di compressione, diverse pres-
sioni in base al peso, dando origine a una membrana di
spessore, larghezza e lunghezza variabili. Il Wound L-PRF
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Box progettato dagli Autori '° & costituito da un contenito-
re metallico di 17,5 x 7,6 x 2 cm contenente una piastra
di acciaio perforata di 150 x 68 x 1,5 mm. Esiste una
seconda piastra in acciaio che funge da compressore,
150 x 68 x 1,5 mm, con un peso di 148 grammi. Questa
seconda piastra sagomata ad U esercita una pressione di
142,437 Pa/cm?. In questo studio, la compressione per

G. Giuliano et al.

produrre le membrane & stata esercitata sul coagulo per
2 minuti. Ogni membrana & separata in tre aree di ugua-
le dimensione: prossimale (testa), centro (corpo) e distale
(coda) attraverso un taglio con bisturisterile.

E stata utilizzata solo la parte prossimale della membra-
na °1° g, solo se necessario, la parte centrale (Fig. 1).

Con la procedura di preparazione del PRF, la coagulazione

Figura 1. Advanced-PRF (A-PRF). Distribuzione di piastrine e leucociti in matrici preparate usando provette in vetro per A-PRF+ a bassa
centrifugazione (1300 rpm, 8 minuti). Sezioni delle 10 x regioni della testa (A), corpo (B, C) e la coda (D), macchiata di ematossilina/eosina.
Le frecce indicano la direzione della forza centrifuga. | margini superiori della membrana PRF, a cui sono attaccate le cellule del sangue e
le proteine del siero, rappresentano la regione di fronte la parete interna della provetta.
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del sangue inizia appena dopo il prelievo istantaneamente
quando viene a contatto con la superficie di vetro della
provetta, per via della mancanza di anticoagulante. Se il
tempo richiesto per la raccolta di sangue e I'inizio della
centrifugazione (vari rpm, g/min) € estremamente prolun-
gato, la polimerizzazione della fibrina & cosi diffusa che
sara ottenuta solo una piccola parte del coagulo senza
consistenza (PRF-like). Di conseguenza, la raccolta del
sangue deve essere facile e rapida, seguita da una centri-
fugazione immediata ed € un prerequisito nelle specifiche
dell'output della PRF. E formulato per produrre una mem-
brana spessa circa 3 mm (3,08 + 0,5) '°, omogeneamen-
te idratata e con un essudato ricco di piastrine, leucociti,
vitronectina e fibronectina, espressi nel reticolo di fibrina
che si forma, nonché di cellule staminali ematopoietiche
CD34+ ', |l fibrinogeno & inizialmente concentrato nella
parte superiore della provetta, fino a causare la formazione
della trombina autologa circolante che lo trasforma nella
rete di fibrina. Il risultato € un coagulo di fibrina contenente
le piastrine situate al centro, proprio tra o strato inferiore
di globuli rossi e la parte superiore acellulare plasmatica.
Il coagulo di PRF cosi ottenuto viene poi posizionato sulla
griglia nella scatola metallica del Wound L-PRF Box e co-
perto con il coperchio compressore. La scatola L-PRF &
progettata per la produzione di membrane a spessore co-
stante che rimangono idratate per diverse ore e consente
il recupero del’essudato sierico espresso dai coaguli di
fibrina, questo & ricco di proteine (vitronectina e fibronec-
tina) 7. Il coagulo L-PRF sembra essere responsabile di
un lento rilascio di fattori di crescita e glicoproteine dalla
matrice (> 7 dd fino a 28 dd) 8. Le proteine adesive: fibri-

| concentrati piastrinici di seconda generazione nella terapia del’osteomielite cronica:
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nogeno (Fg), fibronectina (Fn), vitronectina (Vn) e trombo-
spondina-1 (TSP-1) sono abbondanti nella struttura fibri-
nosa. Tra i fattori di crescita immagazzinati nelle piastrine
e che sono essenziali per la riparazione delle ferite, vi sono
PDGF, con -AB e -C; sono anche presenti come VEGF-A,
TGF-p1, EGF (Fig. 2), FGF-2, HGF e il fattore di crescita
insulino-simile-1 (IGF-1).

Analizzando tre citochine proinfiammatorie (IL-14, IL-6,
TNF-a), una citochina infammatoria (IL-4) € un promoto-
re dell’angiogenesi (VEGF), e stato dimostrato che il PRF
potrebbe essere anche un punto cruciale nella modula-
zione immunitaria con abilita nel controllo dell’infiamma-
zione e nella proliferazione delle cellule staminali adulte,
incluse le cellule progenitrici CD34+, MSC (cellule stami-
nali mesenchimali), progenitrici di SMCs (cellule musco-
lari lisce) e progenitrici endoteliali &''. La multipotenza di
questi tipi di cellule staminali e la loro capacita di aumen-
tare la riparazione del tessuto vascolare e dovuta ai mec-
canismi paracrini, li rendono anche veicoli terapeutici in
medicina rigenerativa. Inoltre, i danni ai tessuti generano
forti segnali chemoattraenti per le cellule staminali, for-
nendo la base per la loro attivita rigenerativa. Le piastrine
regolano il reclutamento di cellule staminali adulte verso
le cellule ferite e pud dunque essere un meccanismo So-
stanziale nell’esecuzione di risposte cellulari rigenerative.
Le piastrine attivate rilasciano HGF e sono state descritte
promuovere 'assunzione di MSC nelle cellule endoteliali
di arteria umana. La proliferazione delle cellule staminali
umane (hMSCs) € proporzionale alla concentrazione pia-
strinica nel A-PRF.

PRF

‘ 9 450
8 400
| 7 350
| 6 300
5 250
S &
|~ a 200
| 150
2 100
‘ 1 50

oh 1 2 3 4 5 L] T 8 L] 10
| Day
=~ TGF-Betal ngiml == VEGF pgiml ~=EGF pgimi

A-PRF+

Day
— TGF.Betal ngiml  — VEGF poimi

— EGF pgimi

Figura 2. Diversa concentrazione dei fattori di crescita TGF-p1, VEGF, EGF nel tempo prodotta da L-PRF e A-PRF. Analisi statistica dei rilasci
del fattore di crescita per punti temporali come media + deviazione standard per PRF e A-PRF+. VEGF, TGF-B1 rilasciato, EGF rilasciato (da

Crisci et al., 2020, mod.) 2324,
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Analisi ematochimiche

Sono stati prelevati anche campioni di sangue da ciascun
paziente per eseguire un esame emocromocitometrico
(CBQ,) utilizzando le provette K3E con 5.4 mg di EDTA (Va-
cuMed). In accordo con studi precedenti &' tre campioni
di sangue sono stati prelevati dalla vena brachiale sinistra
di ciascun paziente attraverso un ago da 18 gauge, due
per la produzione di PRF e uno per il conteggio ematico
cellulare. Gli esami sono stati eseguiti con un contatore di
cellule Cell Dyn 3500 R (ABBOTT). La valutazione diagno-
stica del’OM nei pazienti studiati &€ stata effettuata prima
attraverso il metodo Probe-to-Bone (PTB) e poi attraverso
una risonanza magnetica e una coltura di cellule ossee per
I’evidenza microbiologica.

Procedura di innesto di A-PRF

Ciascuno dei sette pazienti dopo una preparazione ap-
propriata (sospensione da almeno 7 giorni dei farmaci
anticoagulanti e sostituzione con eparina a basso peso
molecolare per via sottocutanea) ¢ stato sottoposto a de-
bridement chirurgico, in anestesia sub aracnoidea, in sala
operatoria, con rimozione di tessuti non vitali e possibili
frammenti ossei sul fondo della lesione, anche per ese-
guire i test di coltura batterica pianificati. Non sono stati
utilizzati farmaci vasodilatatori periferici (iloprost, alprosta-
dil). Dopo la disinfezione della lesione chirurgica con una
miscela al 50% di perossido di idrogeno e iodopovidone
e appropriato controllo del’emostasi con elettrocauterio,
A- PRF & stato preparato sotto forma di membrane dopo
compressione del coagulo per 2 minuti. Il surnatante de-
rivato dalla spremitura & stato raccolto dal Wound L-PRF
Box con una siringa sterile da 10 cc ed € stato inserito con
cura nella lesione cutanea fino all’osso insieme al fram-
mento di PRF costituente il terzo prossimale della mem-
brana A-PRF ©™". Prima dell'innesto di PRF la lesione &
stata lavata con perossido di idrogeno poiché il sanguina-
mento attivo impedisce I'azione dei fattori di crescita. La
medicazione e stata eseguita con garza grassa, garza ste-
rile, cotone germanico e bendaggio elastico adesivo. La
terapia farmacologica post-chirurgica e stata con levoflo-
xacina 500 mg cp, 1 cp al giorno per 5 giorni ed eparina a
basso peso molecolare (enoxaparina sodica) per 7 giorni,
in aggiunta ai farmaci che ogni singolo paziente assume
regolarmente per le altre patologie. Sulla base dei risulta-
ti della coltura e dell’antibiogramma, sono stati aggiunti
antibiotici specifici per uso generale per 15 giorni. La pri-
ma medicazione & stata eseguita dopo 7 giorni. | pazienti
sono stati esaminati ogni settimana ambulatorialmente
fino alla guarigione. Se non ci fossero segni di guarigione
della ferita, laPRF sarebbe riapplicata 5 settimane piu tardi.
Tutti i residui di PRF sono stati rimossi con acqua e garza
sterile alla prima applicazione. | pazienti hanno continuato

258

G. Giuliano et al.

con una medicazione rifatta tra le sessioni di PRF come
era stato utilizzato in precedenza.
Per due pazienti € stato necessario eseguire la procedura
una seconda volta dopo 40 giorni.

Severity Score della ferita

Un punteggio della gravita della ferita & stato assegnato in
base alla situazione clinica, anatomica, e misurando la feri-
ta e le variabili del paziente. | punteggi sono stati assegnati
arbitrariamente e ponderati utilizzando I’esperienza clinica
tradizionale sulla guarigione delle ferite. Questi parametri
generali della ferita sono elencati nella Tabella Il. Conside-
razioni anatomiche come la presenza di 0sso esposto o
tendine, la posizione della ferita, e la qualita degli impulsi
dell’arteria pedidia e della tibiale posteriore (e la posizione
rispetto alla ferita) sono stati registrati e ottenuti (Tab. llI).
Le ferite sono state misurate per determinare la superficie
totale della ferita, la profondita e I'estensione dello scolla-
mento. La misurazione della superficie della ferita € stata
determinata fotografando la ferita e confrontandola con
una striscia graduata al milimetro e poi analizzata con un
software di misurazione (IC Measure 2.0.0.133), repertito
gratuitamente sul Web.

Tre misurazioni sono state fatte e la superficie finale era la
media tra le tre misurazioni. La durata della ferita & stata de-
terminata dalla storia del paziente. | punteggi assegnati a
queste varie misurazioni della ferita si trovano nella Tabella IV.
Sono stati registrati i punteggi iniziali e successivi della feri-
ta e tabulati ad ogni visita clinica da due clinici ricercatori e
da infermieri specialisti nella guarigione delle ferite. Queste
determinazioni sono state periodicamente controllate dal
proponente investigatore.

Il Severity Score della ferita & riportato in Tabella | per ogni
paziente.

Definizione di successo della guarigione

La comparsa di nuovo epitelio di copertura € stata con-
siderata come indice di avvenuta guarigione della ferita.
Questo e stato determinato visivamente durante la va-
lutazione della ferita effettuata nel corso del programma
di follow-up di routine. Ad ogni visita sono state prese le
misure e le fotografie della ferita per documentare lo stato
di avanzamento. Il risultato del trattamento & basato sulla
variazione percentuale della superficie e volume, calco-
lato come misurazione meno misurazione al giorno della
valutazione iniziale diviso per la misurazione iniziale (IDR)
(Fig. 3).

Risultati

Gli autori hanno prodotto e utilizzato membrane A-PRF
create da sangue periferico, in pazienti con osteomielite,
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EstTO (cr)-EstTX (em?)
Index Daily Reepithelization {IDR)= X
EStTO {cm?)

EstTi{em® )= Arca Extension at Time 0

EstTXiem®)= Area Extension at Time X

= days since the start of therapy

EXCELLENT=IDR-0.037 Repair at 100%; MEDIOCRE=IDR-0.019 Repair < of 50%;
GOOD =IDR-0.019 Repair ~ 50%; INSUFFICIENT=IDR- 0,004 Repair-of 10%s;

PEGGIORATED = IRG-0.004 Extension by 100

Figura 3. Indice ri-epitelizzazione giornaliera (IDR).

con lesioni cutanee dei piedi per almeno 6 mesi. Le mem-
brane, insieme al liquido derivato dalla compressione del
Wound L-PRF Box, sono state inserite nella lesione cuta-
nea, fino all’osso, dopo lo sbrigliamento chirurgico. Le-
voluzione delle lesioni € stata successivamente analizzata
nel tempo.

| risultati ottenuti con questa tecnica sono riportati in Ta-
bella |, insieme alle caratteristiche globali dei pazienti trat-
tati.

L’eta media dei pazienti trattati € 65,14 anni + 4,61, con
un rapporto maschi/femmine di 5/2, tutti i pazienti erano
portatori di Osteomielite Cronica ed Arteriopatia Cronica
Ostruttiva in Malattia Diabetica non Insulino-dipendente
diagnosticata da 26,00 anni = 8,0 in media. La durata
media della patologia osteomielitica era di 70,57 gior-
ni £ 22,88. Il punteggio medio del severity score dei pa-
zienti trattati € stato di 26,0 + 8,0 (Tab. ).

Tutti i pazienti hanno mostrato positivita al test PTB, e la
Risonanza Magnetica Nucleare ha mostrato un ispessi-
mento cortico-periostale e/o osteolisi con focolai della
cortico- spugnosa, adiacente all’ulcera. Era anche pre-
sente osteonecrosi con severa frammentazione ed erosio-
ne a carico delle ossa (Figg. 4-6).

| batteri Gram-positivi sono stati trovati nei nostri pazienti
nel 52% dei casi. Tra gli agenti trovati vi sono cocci Gram-
positivicome S. aureus (15,6%), Streptococchi f-emoalitici
(12,1%), S. viridans (7,1%) e bacilli Gram-negativi come
Pseudomonas (10,6%), Proteus (7,8%), Enterobacter
(6,7%). La candida era presente nel 2,8% dei casi.

Il tempo medio del trattamento dopo I'innesto di PRF &
stato di 31,43 giorni + 4,5. |l follow-up medio ad oggi € di
570,6 giorni + 566,4.

Discussione

A tutt’oggi, le lesioni osteomielitiche cutanee sono gua-
rite in tutti i pazienti trattati (solo un paziente dopo due
anni dall’'intervento & deceduto per cause cardiache, ma
la lesione era gia completamente guarita), senza segni di
infezione o ricadute. In uno dei pazienti (n. 1) stiamo os-
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servando a distanza di cinque anni dalla cicatrizzazione
della lesione cutanea una certa ricrescita ossea (Fig. 4F).
L'uso di PRF nel trattamento delle lesioni cutanee del pie-
de da parte degli autori pud aver contribuito ad ottenere i
risultati riportati, con uno sforzo moderato in termini di tec-
nica chirurgica, e costi economici per la struttura sanitaria
in cui i pazienti sono stati trattati. Inoltre, anche il rischio
chirurgico a cui il paziente & sottoposto & basso.

Il trattamento della DFU e correlato a un onere finanziario
significativo e il costo aumenta con la permanenza pro-
lungata e la necessita di un intervento chirurgico. La pre-
senza di osteomielite quindi, € un fattore critico per costi
elevati, maggiore durata della degenza, uso di antibiotici a
lungo termine e necessita di amputazione. Inoltre, tra tutti
i fattori che influenzano la qualita delle cicatrici, quello che
sembra avere il maggiore impatto € il tempo che ci vuo-
le per guarire una ferita . Un’ampia letteratura sostiene
I’affermazione che la guarigione della ferita entro 21 giorni
riduce al minimo le cicatrici. Pertanto, una delle principali
aree di ricerca sulle ustioni e sulla guarigione delle ferite
e quella di chiarire la fisiopatologia del processo di guari-
gione di una ferita, accorciando i tempi di chiusura della
ferita stessa, i fattori di rischio legati al processo cicatriziale
e la conversione di queste conoscenze in soluzioni tera-
peutiche. L'uso del PRF nella guarigione della ferita come
acceleratore della riparazione della ferita sembra giustifi-
carne l'uso. L'inclusione dei leucociti nel PRF deve essere
attentamente valutata in particolare quando il biomateriale
viene utilizzato per la riparazione della ferita e quando la
formazione della cicatrice & una delle principali preoccu-
pazioni.

Un punto da considerare ¢ I'inclusione dei leucociti. L'o-
pinione di Marx et al. (1998) ' secondo cui il tasso di
concentrazione ideale delle piastrine era 3-4 volte nelle
preparazioni del PRP suggerisce la necessita di evita-
re non solo piastrine altamente concentrate, ma anche
I'inclusione dei leucociti. Fino ad oggi, questo & stato
un argomento di dibattito: alcuni ricercatori, tra i qua-
li gli Autori, sostengono che i leucociti dovrebbero es-
sere inclusi per facilitare lo sbrigliamento delle ferite, la
guarigione delle ferite e la successiva rigenerazione dei
tessuti, mentre alcuni sono preoccupati per 'inaspettata
esacerbazione dell’infiammazione . Pertanto, altre do-
mande ed ulteriori indagini, saranno necessarie al fine di
giungere a conclusioni.

In questo studio tutti e sette i pazienti hanno eseguito il test
“Probe-To-Bone” con esito positivo, la RMN ha rilevato
ispessimento cortico-periosteale e/o punti focali di oste-
olisi cortico-spongiosa con ridotta intensita del segnale
nell’adiacenza dell’'ulcera cutanea. Sono stati riscontrati
inoltre edema dovuto a inflammazione settica e ascessi
dei tessuti molli (Tab. IV). Nei nostri pazienti, come accade
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A-B: RMN 04.2018

C-D RMN 04.2019

E-F RMN 07.2020

G. Giuliano et al.

Figura 4. Paziente n. 1. In A-C-D-E-F, RMN in vari momenti nell’evoluzione della ferita fino alla guarigione, stabile dopo cinque anni. Alla
RNM ultima si apprezza anche una certa ricrescita ossea (da Crisci et al., 2020, mod.) 5%,

frequentemente nelle lesioni croniche, sono stati trovati di-
versi germi contemporaneamente: i batteri sono i patogeni
di pit comune riscontro, ma sono state identificate anche
infezioni fungine.

Il trattamento dell’osteomielite cronica € attualmente costi-
tuito da trattamento chirurgico, antibioticoterapia, ossige-
noterapia iperbarica (OTl), stimolazione antibatterica attiva
(ITSB). II trattamento chirurgico € il punto fondamentale
della terapia 6. 'obiettivo € la rimozione dell'infezione ed
il ripristino funzionale del segmento osseo in trattamento.
Con le procedure chirurgiche fino ad ora adottate per la te-
rapia dell’ osteomielite la possibilita di eradicare I'infezione &
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quella di asportare 'osso e tutti i tessuti limitrofi interessati
fino ad arrivare al tessuto vitale sano. Talvolta pud perd ba-
stare una piccola asportazione che non compromette né
la stabilita né la funzione dell’arto trattato, ma in molti casi
dopo la rimozione dell’osso infetto si rende necessaria una
idonea ricostruzione chirurgica. Insieme ai tessuti infetti &
altresi opportuno rimuovere tutti i mezzi di sintesi interna
(placche, viti, chiodi, cambre, ecc.) presenti nell’area infetta,
e ricorrere a una nuova stabilizzazione mediante fissazione
esterna. Tutte le tecniche chirurgiche esistenti possono of-
frire ottimi risultati, ma a fronte di trattamenti estremamente
lunghi ed impegnativi, e ad un rischio di complicanze e falli-
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Figura 5. Paziente n. 4. In A situazione radiografia del V dito, B: Condizioni intraoperatorie; C: Innesto di L-PRF profondamente nella lesione;
D: evoluzione della ferita fino alla guarigione dopo 4 mesi ed un solo innesto di PRF; E: RNM al 16/07/2020 a guarigione ottenuta (da Crisci

et al., 2020, mod.) 224,

menti non trascurabile. L'utilizzazione di A-PRF nelle lesioni
osteomielitiche da noi trattate hanno dato i risultati riportati
con un impegno moderato in termini di tecnica chirurgica
ed economico per la struttura sanitaria dove viene operato
il paziente. Inoltre, & basso anche il rischio chirurgico a cui
viene sottoposto il paziente (i nostri pazienti sono stati trat-
tati tutti in anestesia sub-aracnoidea). Inoltre, I'effetto del
PREF sulle cellule ossee non puo essere dovuto all’azione di
un singolo fattore di crescita, ma agli effetti sinergici di vari
fattori di crescita piastrinici.

Ulteriori studi clinici, istologici e statistici sono richiesti per
comprendere i vantaggi di questa nuova tecnica. Tuttavia,
non si puod ignorare che poiché ottenuto da un campione
di sangue autologo, il PRF prodotto € scarso e solo un
volume limitato pud essere utilizzato. Questo fatto limita
I'utilizzazione sistematica di PRF in grosse lesioni osteo-
mielitiche. Anche se le potenziali applicazioni di PRF sono
quindi ampie, € necessaria un’accurata conoscenza del
funzionamento del biomateriale, la sua biologia, I'efficien-
za ed i limiti, per ottimizzare il suo utilizzo nella pratica cli-
nicaquotidiana.
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Conclusioni

Nel complesso, il A-PRF & meccanicamente resistente, in
grado di sopportare carichi, ha una capacita di due volte
di stirarsi sotto tensione e mantiene le suture chirurgiche
in modo da poter suturare due o piu membrane tra loro
con punti chirurgici (si deforma in modo significativo prima
della lacerazione; modulo:0.2 MPa; sforzo:140%; energia
alla rottura:3.2 N.mm) 20, | a membrana ha mostrato
una resistenza alla rottura equivalente a quella necessaria
arompere un’aorta intatta ed € molto maggiore rispetto ai
tradizionali coaguli di PRP 2'.

L obiettivo era quello di istituzionalizzare I'utilizzo di PRF in
pazienti con osteomielite, per utilizzare questo concentra-
to piastrinico di seconda eta, incoraggiando le forme di
guarigione. Usando il A-PRF in casi di OM da ulcera su
piede diabetico miglioreremo sicuramente la nostra com-
prensione sulla guarigione delle ferite, in particolare nella
terapia rigenerativa delle lesioni cutanee croniche.

| risultati ottenuti in questi sette casi suggeriscono che le
membrane PRF possono diventare in futuro un’opzione
terapeutica in questa patologia di difficile trattamento. A
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Figura 6. Paziente n. 5. In A e B situazione RMN del I° dito, C: Condizioni intraoperatorie; D: Innesto di L-PRF profondamente nella lesione;
E, F, G: evoluzione della ferita fino alla guarigione dopo 6 mesi ed un solo innesto di PRF (da Crisci et al., 2020, mod.) 232,

partire da questa esperienza, intendiamo eseguire uno
studio randomizzato per confermare I'effetto clinico di A-
PRF e dei derivati, come i-PRF, anche in funzione della
sua azione antibatterica. | motivi importanti per spiegare
la probabile variabilita che si pud osservare nei risultati,
potrebbero essere attribuiti ai tipi di concentrati piastrinici
utilizzati (PRP, PRF) che possono differire nella forma (gel
o liguido), nonché nella concentrazione di piastrine, nel
contenuto di leucociti, nella densita della rete fibrina, nella
modalita di attivazione che pud verificarsi naturalmente per
contatto conitessuti o pud essere indotta dalla trombina o
dal cloruro di calcio.

Gli Autori suggeriscono di utilizzare formulazioni conte-
nenti leucociti e piastrine in combinazione dopo I'interven-
to chirurgico di debridement per ridurre la carica batterica
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(uccidendo i batteri e inibendo la formazione del biofilm), e
stimolare la guarigione.

Anche se i Concentrati Piastrinici di seconda generazione
(PC) hanno effetti deboli sulla sola rigenerazione tissutale,
questi biomateriali possono essere in grado di massimiz-
zare I'efficacia di una primaria o iniziale terapia, come in-
terventi chirurgici o farmaci, osservando un potenziamen-
to della risposta del sistema immunitario agli antigeni .
La terapia PC pud anche essere considerata una “terapia
sostitutiva”.

In entrambi i casi, i PC forniscono gli elementi necessari
per la rigenerazione dei tessuti, inclusi i fattori di crescita
e i materiali per ponteggi, che non possono essere forniti
direttamente da interventi chirurgici o farmaci.

Gli Autori sperano che questo lavoro sia una delle basi
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per studi futuri per esplorare ulteriormente il contributo di
leucociti nella preparazione di PRF per ottenere una pre-
parazione ottimale sia per combattere le infezioni che per
promuovere efficacemente la guarigione delle ferite in par-
ticolare in casi di osteomielite cronica.
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