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La rigenerazione è il fine ultimo nel campo dell’ingegneria tissutale multidisciplinare, insieme al mi-
glioramento o alla sostituzione, in modo prevedibile, di tessuti danneggiati o mancanti, un even-
to che si presenta in una moltitudine di condizioni, tra cui traumi, malattie e invecchiamento. Per 
garantire un’ampia disponibilità di diverse tecniche di ingegneria tissutale in campo clinico, queste 
devono essere modificate e adattate per renderle accessibili e relativamente facili da applicare nella 
routine clinica quotidiana. La Platelet Rich Fibrin (PRF) di Choukroun e i suoi derivati sono stati 
implementati in una vasta gamma di campi medici, come un concentrato soprannaturale di fattori 
di crescita autologhi, in grado di simulare la rigenerazione dei tessuti. Le piastrine sono state trova-
te all’interno dei coaguli di sangue, nella sua interezza, in tutti i suoi diversi gruppi, anche se all’in-
terno del gruppo A-PRF, la conta delle piastrine è maggiore nella porzione distale, distale al Buffy 
Coat (BC), rispetto al L-PRF. I linfociti T e B, le cellule staminali e i monociti sono stati trovati vi-
cino al BC. La diminuzione del numero di rotazioni e l’aumento della durata della centrifugazio-
ne nel gruppo A-PRF porta a una maggiore conta di neutrofili nella porzione distale dei coaguli. In 
conclusione, i risultati dello studio hanno evidenziato gli effetti positivi del PRF e dei suoi derivati 
(A-PRF, i-PRF) nella guarigione delle ferite, dopo la terapia rigenerativa.
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PREFAZIONE

È stato con grande piacere che ho accettato l’invito del Dr. Crisci a presenta-
re questo testo sulla terapia rigenerativa delle lesioni, invitare qualcuno a pre-
sentare il proprio lavoro è sempre uno dei più grandi atti di affetto e stima e 
quindi prima di tutto il mio ringraziamento per questo onore.

È un testo che si caratterizza per la facilità di lettura, la completezza di 
presentazione delle tecniche di diagnosi e trattamento, l’ordine nelle diver-
se esposizioni. È chiaro dall’indice che questo è un testo scritto da un clini-
co per i clinici.

Non manca la valutazione delle ultime tecniche, delle basi di ricerca e dei 
nuovi concetti terapeutici, alcuni dei quali sono ancora in fase sperimenta-
le tutti finalizzati all’applicazione pratica, con lo scopo di aiutare i pazienti.

Iniziative come questa sono tra le migliori risposte che, chi lavora nel cam-
po, può dare.

Un vademecum a disposizione di medici, specialisti e non; vengono dati 
gli strumenti per operare a 360 gradi sulla problematica incentrata sulla cosid-
detta terapia rigenerativa. La lettura è semplice ma ricca di contenuti, coniu-
gando bene l’alta scienza con la pratica clinica, porta a semplificare il lavoro 
di chi si avvicina come nuovo operatore e offre spunti a chi ha familiarità con 
la pratica di questa arte.

Condividere il proprio sapere, la propria esperienza è, credo, una delle 
opere più meritorie tra le più meritorie che si possano fare. Auguro ai lettori 
una proficua lettura e agli Autori il giusto e meritato successo.

Ad Majora

Mario Capunzo
Professore Ordinario di Igiene Università di Salerno
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capitolo i

COINVOLGIMENTO DELLA FIBRINA RICCA  
DI PIASTRINE E LEUCOCITI (L-PRF)

COME CONCENTRATI PIASTRINICI DI SECONDA GENERAZIONE  
NELLA RIPARAZIONE DEI TESSUTI E NEL RECUPERO OSSEO

1.1. Introduzione

La fibrina ricca di leucociti e piastrine (L-PRF) è un concentrato piastrinico 
di seconda generazione, che è una miscela 3-D autogena di Fibrina Ricca di 
Piastrine ottenuta dal sangue del paziente e utilizzata clinicamente per accele-
rare la guarigione dei tessuti e il recupero osseo. L-PRF ha preferenze su PRP 
e PRGF (Plasma ricco di piastrine e Fattori di crescita derivati da piastrine) 
in quanto ha la struttura solida della fibrina e non richiede alcuna alterazione 
biochimica attraverso l’aggiunta di trombina bovina o anticoagulanti. Come 
risultato delle sue proprietà naturali del sistema fibrinico, gli elementi di cre-
scita possono mantenere la loro azione per un periodo generalmente più lun-
go e far avanzare i tessuti. Le piastrine possono assumere un altro ruolo nella 
fissazione dei tessuti e nel rimodellamento vascolare, oltre ad essere un ruo-
lo dinamico nella risposta infiammatoria e immunitaria. Un numero signifi-
cativo di queste sostanze viene accumulato e messo via in granuli piastrini-
ci effettivamente evidenziati al microscopio elettronico a scansione (SEM) e 
con colorazione in immunofluorescenza. Le fibre sottili contenute nell’HPC 
(concentrato di piastrine umane) potrebbero essere identificate con l’elevata 
centralizzazione iniziale delle piastrine nell’HPC. Le proteine della colla fibri-
nica sono piuttosto abbondanti sul reticolo della fibrina: Fibrinogeno (Fg), fi-
bronectina (Fn), vitronectina (Vn), trombospondina-1 (TSP-1). 

La fibronectina (Fn) accetta di guarire le ferite e favorisce la migrazione 
mitogenica del fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF). Tra i fat-
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tori di crescita (FG), fondamentali per la guarigione della ferita, contiamo il 
PDGF, in particolare PDGF-AB e PDGF-C (isoforme predominanti nel-
le piastrine); diversi elementi incorporano il fattore di crescita vaso-endote-
liale (VEGF), fondamentalmente il VEGF-A, fattore di crescita trasformante 
1 (TGF-1), fattore di crescita essenziale dei fibroblasti (bFGF), della famiglia 
FGF-2; fattore di crescita epidermica (EGF), fattore di crescita degli epato-
citi (HGF) e fattore di crescita insulino-simile 1 (IGF-1). Gli individui del-
la famiglia TGF si notano per quanto riguarda la cicatrizzazione delle ferite 
e la disposizione delle cicatrici. Tenendo un ruolo dominante nella guarigio-
ne, le piastrine sono una ricca fonte di citochine e chemochine. Un modello è 
RANTES, una chemochina immagazzinata sull’endotelio a causa di uno stru-
mento subordinato alla P-selectin-platelet-subordinato. Le piastrine sono la 
sorgente degli inibitori tissutali delle metalloproteinasi (TIMP 1-4) che si tro-
vano anche nei granuli e nelle vescicole dello strato citoplasmatico. Le Metal-
loproteinasi (MMP) sono presenti in un gruppo di enzimi la cui capacità fon-
damentale è lo svilimento delle proteine della rete extracellulare, ad esempio 
collagene, fibronectina, elastina e proteoglicani. 

I coaguli di fibrina ricca di piastrine possono essere considerati come un 
deposito bioattivo. Un’elevato ematocrito o una bassa conta piastrinica po-
trebbe essere un componente limitante, e si prevede che un’ulteriore analisi 
consentirà di stabilire una media piastrinica ideale del materiale da utilizzare 
nella metodologia. La coagulazione PRF è ottenuta mediante un caratteristi-
co processo di polimerizzazione, durante la centrifugazione, e il disegno della 
fibrina comune è a tutti gli effetti responsabile di un moderato rilascio di gli-
coproteine GF e di rete (≥7 giorni). I coaguli di PRF sono utilizzati diretta-
mente per riempire i pozzetti in plastica e nelle mediazioni di procedura me-
dica generale. Sebbene le GF piastriniche diffondano un ruolo fondamentale 
nella scienza delle PRF, il design della fibrina, le sostanze contenenti leucociti 
e la vicinanza delle cellule staminali sono tre parametri fondamentali.

1.2. Materiali e tecniche

Preparazione di L-PRF: nella convenzione di produzione della PRF il sangue 
viene prontamente centrifugato entro 2 minuti dal prelievo, a seguito delle 
consecutive progressive centrifugazioni: 30” di velocità crescente, 2’ a 2700 
rpm, 4’ a 2400 rpm, 3’ a 3000 rpm, e 36” di decelerazione e arresto. Il prodot-
to finale è costituito da tre strati: PPP (plasma povero di piastrine nella parte 
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Figura 1. Diversi tipi di concentrati piastrinici umani (HPC): PRP (plasma ricco di piastrine); 
PRF (fibrina ricca di piastrine); P-PRP (plasma ricco di piastrine pure); L-PRP (plasma ricco di 
leucociti e piastrine); P-PRF (fibrina ricca di piastrine pure); L-PRF (fibrina ricca di leucociti e 
piastrine); i-PRF (fibrina ricca di piastrine iniettabili); A-PRF (fibrina ricca di piastrine avanzata).

Figura 2. Funzioni delle piastrine nella medicina rigenerativa.

Figura 3. Visualizzazione dell’immagine SEM: 1 lo strato ricco di fibrina (5.000 x ingrandimen-
to); 2 una zona di piastrine arricchite con vari gradi di attivazione (.1.500 x ingrandimento); 3 buf-
fy coat con numerosi leucociti e 4 la base dei globuli rossi (2.000 x ingrandimento).

	

	

Fig.1	Diversi	tipi	di	concentrati	piastrinici	umani	(HPC):	PRP	(plasma	ricco	di	piastrine);	PRF	(fibrina	ricca	di	
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leucociti	e	4	la	base	dei	globuli	rossi	(2.000	x	ingrandimento).	
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superiore), PRF (coagulo centrale) e globuli rossi (RBC) alla base. I coaguli di 
PRF si accumulano e i coaguli rossi vengono eliminati con la guida delle for-
bici, senza danni macroscopici al valore della struttura di PRF. Il fibrinogeno 
è dapprima concentrato al centro e nella parte superiore della provetta, che si 
trova al centro dei globuli rossi (RBC) alla base e nel plasma povero di piastri-
ne (PPP) nella parte superiore. La pressione del coagulo con metodi di pres-
sione (L-PRF box) rinvigorisce essenzialmente la moltiplicazione cellulare e la 
neovascolarizzazione. Le parti centrali della PRF contengono piastrine, enor-
memente racchiuse all’interno della rete in fibrina. La realizzazione correttiva 
di questo tipo di strategia è del tutto dipendente dal tempo intermedio tra il 
prelievo di sangue e la sua centrifugazione, che dovrebbe essere portato avan-
ti nel più breve tempo concepibile, così come sulla preparazione della tempe-
ratura e il tipo di provetta utilizzata. 

Impatti della PRF nella progettazione dei tessuti: il confinamento del-
le piastrine all’interno del gel PRF è stato ispezionato mediante immuno-
colorazione e con la guida del microscopio elettronico a scansione. Inoltre, 
i fattori ottenuti dalle piastrine avviano e controllano l’espansione e la mi-
grazione di diversi tipi di cellule, che sono associate alla fissazione dei tessu-
ti, simili alle cellule muscolari lisce (SMC) e alle cellule mesenchimali im-
mature (MSC). Piastrine attivate rilasciano un intero spettro di chemochine 
e fanno avanzare l’assimilazione, la presa e l’espansione delle microcellule 
di base adulte, comprese le cellule staminali positive CD-34, le CSM, i ge-
neratori di SMC e le cellule staminali endoteliali. Le piastrine gestiscono 
l’arruolamento di microcellule acerbe adulte verso le cellule danneggiate e 
potrebbero di conseguenza stabilire uno strumento di base per le forme cel-

Figura 4. Diverse fasi di preparazione della PRF.
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lulari rigenerative. Le piastrine messe in attivazione rilasciano HGF e sono 
state collegate all’ingresso delle CSM attraverso le cellule endoteliali, alline-
ando le vie di approvvigionamento umano. L’espansione delle cellule stami-
nali mesenchimali umane (hMSCs) corrisponde alla concentrazione di pia-
strine all’interno di concentrati di PRF.

In questo senso, la base di una convenzione standard per la preparazione 
delle PRF era di vitale importanza, soddisfacendo i criteri di requisito: 

— i fattori di crescita contenenti piastrine dovrebbero essere protetti per 
animare le cellule ospiti; 

— le piastrine dovrebbero essere riposte all’interno dell’opera in fibrina 
con un danno o un’implementazione trascurabile; 

— il lavoro con fibrina tridimensionale deve essere utilizzato come strut-
tura che comprende le cellule ospiti. 

Il siero tenuto in PRF potrebbe contenere livelli elevati di GFs, rilasciati dal-
le piastrine, che sono abbastanza dinamiche durante le fasi di centrifugazione; 
non abbiamo cercato di schiacciare tutto il plasma con una pressione totale dei 
coaguli PRF. La propensione del C-PRF a contenere livelli di fattori di cresci-
ta più elevati (PRF compresso attraverso una pressione metallica), in contrasto 
con G (PRF compattato con un panno), potrebbe essere seguìto di nuovo a GF 
contenenti piastrine (PDGF-AA, PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB). 

I risultati potrebbero essere dovuti alla fibrina, dal momento che il lavo-
ro con la fibrina potrebbe legittimamente ingerire GFs o potrebbe impiglia-
re l’albumina nel siero o l’eparina, di conseguenza per implicazione che tiene 
i GFs. È praticamente inimmaginabile per il conteggio e la gestione delle pia-
strine prevedere nella preparazione PRF prima dell’utilizzo clinico. Un tas-
so di trasferimento più elevato è stato osservato per L-PRF in contrasto con 
L-PRP il terzo, settimo e quattordicesimo giorno. Anche il trasferimento di 

Tabella 1. Numero di leucociti, RBC e piastrine nel sangue intero (gruppo di controllo) e co-
aguli rossi dopo la raccolta della membrana PRF (gruppo di test). 

Leukocytes/µl RBC/µl Platelets/µl

Mean Range Mean Range Mean Range

Controll 6.900 6.100-7.800 5.19 (106) 5.01-5.52 (106) 2.66 (105) 2.18-3.09 (105)

Group 1 3.500 3.000-3.800 5.89 (106) 5.75-6.08 (106) 6.000 4.000-8000

Group 2 3.600 3.300-4.000 5.84 (106) 5.78-5.91 (106) 7.000 6.000-9000
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Figura 5. Immagine al microscopio S.E.M. Hitachi Tabletop Microscopio da tavolo TM3000 
di L-PRF. A sinistra: Maglia di fibra (ingrandimento 600x); a destra: piastrina attivata (in-
grandimento 4000x).

HUVECs è arrivato al suo apice il terzo, settimo e quattordicesimo giorno per 
la preparazione della PRF. 

1.3. Studi preclinici

Per scopi di bioingegneria, la fibrina è un substrato prezioso ed è un noto idro-
gel nella costruzione di tessuti e farmaci rigenerativi. L-PRF è un preparato che 
contiene leucociti, e con un elevato spessore nel lavoro della fibrina. Questi pro-
dotti esistono come gel nativi, e non possono essere infusi o utilizzati come abi-
tuale stick di fibrina. La fibrina crea una breve struttura presso il sito di adesio-
ne, tuttavia, le sue fibre non hanno effetto o pressione, e ha un basso controllo 
dei relativi fattori di crescita. PDGF e TGF-β1 sono i fattori di crescita più ab-
bondanti, contenuti negli α-granuli delle piastrine e vengono rilasciati all’inter-
no dello spazio extracellulare, dopo l’attivazione delle piastrine. 

L-PRF mostra un’incredibile maneggevolezza, i singoli coaguli L-PRF 
possono essere trasformati in film di vario spessore e misure, grazie alla nuo-
va “L-PRF Wound Box” (figura 7); l’unione di almeno due strati è preziosa 
per realizzare un film bioattivo di misure maggiori, per coprire e incornicia-
re unioni maggiori. 
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Figura 6. Le tre regioni C-PRF e l’osservazione della distribuzione piastrinica O.M. sulla su-
perficie della membrana. Il C-PRF è stato suddiviso in tre regioni: La regione 1 adiacente al 
coagulo rosso (RBC), la regione 2 è la parte centrale e la regione 3 è la parte distale del coagu-
lo rosso. La distribuzione delle piastrine è stata osservata nelle regioni 1 (A-D-D-E), 2 (B-F) e 
3 (C-G). Le piastrine sono a concentrazioni più elevate nella regione 1 e a concentrazioni più 
basse nella regione 3. (da Crisci A. et al. 2017) Membrana L-PRF Ø min dopo compressione 
(colorazione ematossilina eosina). (A) III prossimale 25× fibrina a forma di globuli bianchi; 
(B) media III 60× fibrina a forma di eritrociti; (C) III distale 60× fibrina a forma di eritroci-
ti; (D) III prossimale 25× eritrociti-fibrina; (E) III prossimale 60× fibrina a destra, i linfociti 
centrali, eritrociti e neutrofili granulociti a sinistra; (F) media III 25× pattern di fibrina; (G) 
III distale 60× pattern fibrina; (H) striscio di coagulo rosso 40× presenza di monociti in un 
tappeto di globuli rossi; (I) striscio di coagulo rosso 40× presenza di globuli rossi, monociti e 
piastrine; (J) striscio di coagulo rosso 100× presenza di piastrine in un tappeto di globuli ros-
si (colorazione: May-Grǔnwald-Giemsa).
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Figura 8. La migrazione di MSC e HUVEC è mostrata in risposta ai fattori rilasciati da 
L-PRF, L-PRP e coaguli di sangue (BC). La migrazione di MSC e HUVEC è stata valutata 
in camere di Boyden con mezzi raccolti dopo 8 ore e 1, 3, 7, 14 e 28 giorni di L-PRP, L-PRF 
e coaguli di sangue rispetto ai terreni contenenti FBS al 10 % e ha espresso come girare. I dati 
sono presentati come media ± SD da un triplo di 11 campioni. La valutazione statistica è sta-
ta effettuata utilizzando l’ANOVA a due vie ripetute e il test post hoc Bonferroni. Sono indi-
cate differenze significative per la migrazione di CSM e HUVEC tra i concentrati piastrinici 
in momenti diversi: * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001. 

Figura 7. L-PRF Wound Box.
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1.4. L-PRF in vitro

L-PRF in vitro, L-PRF e P-PRP (Pure Platelet Rich Plasma) (PRFG-inte-
rest) sono state pensate le parti in gel, attraverso la valutazione degli elemen-
ti di crescita moderata e il rilascio di molecole della matrice. Queste due fa-
miglie di gel sono state seminate su un terreno di crescita per 7 giorni, e la 
resa moderata di 3 fattori chiave di crescita (TGF-β1, PDGF-AB, VEGF) e 
3 proteine di coagulazione e 3 proteine della matrice. I leucociti trovati in 
L-PRF non sono solo cellule infiammatorie, in quanto si mostrano ostili an-
che agli impatti dei nocicettori, attraverso l’arrivo di varie chemochine, ci-
tochine calmanti. Le vere PRF sono costantemente autologhe e non omo-
loghe. Gli essudati PRF sottostanti (ricchi di variabili di crescita e proteine 
sieriche) sono raccolti nel contenitore e i PRF sono messi via in una condi-
zione siero-umidificate. Questa è una tecnica convincente in una prospet-
tiva naturale. 

Un altro dispositivo che abbiamo provato in L-PRF coaguli e strati pron-
tezza e strategia di istituzionalizzazione è L-PRF Wound Box in questo le 
coagulazioni PRF possono essere trasformate in film. Questo dispositivo ga-
rantisce la conservazione del coagulo in condizioni umide e sterili per 60 
minuti, e permette il rilascio incompleto dei fattori di crescita. Utilizzando 
il PRF Box, la pressione di coagulazione nello strato viene aiutata attraver-
so una leggera pressione, lenta ed omogenea, e il film successivo rimane co-
stantemente bagnato in modo omogeneo e inzuppato dal siero. 

Un sistema di prelievo non istituzionalizzato, lento e carente, provoca 
una piccola massa di fibrina simile alla PRF, con polimerizzazione insicura 
della fibrina (con conseguenti scarse proprietà meccaniche) e un fattore di 
crescita oscuro e non riproducibile. 

1.5. Limitazioni della PRF

Piastrine, fibrina e leucociti agiscono normalmente in modo sinergico per 
favorire la guarigione delle lesioni e il recupero dei tessuti, e l’intensificazio-
ne di questo impatto di coagulazione/recupero su un sito attento o una fe-
rita è il punto di lavoro del concentrato piastrinico disposto con precisione. 

I limiti riscontrati nel contesto clinico e nell’utilizzo di questi prodot-
ti includono: 
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Figura 9. Variazioni nel tempo della TSP-1 e della fibronectina. L-PRF a confronto con 
PRGF (Plasma ricco di fattori di crescita = P-PRP).

Figura 10. Variazioni nel tempo di TGF-1/PDGF-AB. L-PRF a confronto con PRGF e 
i-PRF.
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— poiché la PRF è un prodotto autologo, una necessità in espansione per 
l’accessibilità dei biomateriali è difficilmente realizzabile. Successivamen-
te, il suo utilizzo in chirurgia deve essere fermamente controllato. 

— la PRF contiene cellule immunitarie circolanti, proprio come le mole-
cole antigeniche che ne impediscono l’utilizzo come materiale allogeni-
co; inoltre, si deve considerare un rischio minore per la trasmissione di 
malattie infettive.

I problemi legati alla fissazione piastrinica sono inesistenti, in quanto tut-
te le piastrine prelevate per l’esame del sangue vengono attivate e coordinate 
all’interno della matrice fibrinica della coagulazione. Il TGF-β1 viene espanso 
quantitativamente in PRF a rilascio moderato, in contrasto con il PRF a rila-
scio rapido. Non vi è alcuna distinzione apprezzabile nell’ingegneria PRF che 
utilizza vari tipi di provette. 

1.6. Indagine su piastrine e leucociti

Quasi tutte le piastrine (>97%) mancavano all’interno dei contenitori di pro-
va della raccolta esaminata dopo l’estrazione dello strato di PRF. La manca-

Figura 11. Variazioni nel tempo del VEGF. L-PRF a confronto con PRGF e i-PRF.



24  La rigenerazione dei tessuti con fibrina ricca di piastrine 

ta presenza di contrasti tra le due raccolte di prova (p>0,05) sembra dimostra-
re che la pressione di coagulazione non influisce sull’arrivo immaginabile di 
corpi cellulari catturati all’interno della struttura della fibrina. Nelle raccolte 
di test, la concentrazione dei linfociti è complessivamente più bassa, mentre 
la fissazione dei granulociti è maggiore (p<0,01), a differenza di una raccolta 
di controllo. In conclusione, il volume medio delle piastrine (MPV) è dimi-
nuito sensibilmente tra le raccolte di test e le raccolte di controllo (p<0,01); è 
sceso da 9 µ3 (range: 8-11 µ3) nel sangue intero a 4,7 µ3 (range: 4,5-5,8 µ3) nel-
le raccolte di test. Questa meraviglia potrebbe essere dovuta agli incrementi 
di osmolarità del plasma all’interno delle provette dopo l’attivazione nel cor-
so della coagulazione. 

Figura 12. Aspetto di ciascun concentrato al momento della preparazione (giorno 0), dopo il 
terzo e il ventottesimo giorno.

Tabella 2.

Membrane O min Membrane 60 min Between Membrane L·PRF 0-60 min 2 (%)

Type No./ml % No./ml % t-test* x2 

RBC 21,6012 0.0028% 193,966 0.0025% P= 0.000 S P= 0.266 NS

WBC 5,111.15 99.24% 5,036.86 97.80% P= 0.007 NS P= 0.993 NS

PLT 105,801 99.00% 97153 91.00% P= 0.002 S P= 1.000 NS
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Tabella 3. Formula leucocitaria stabilizzata nel sangue intero (gruppo di controllo) e coaguli 
rossi dopo la raccolta della membrana PRF (gruppo di prova).

Whole blood (%) Group 1(%) Group 2 (%)

Cell type Mean Range Mean Range Mean Range

Neutrophils 51.8 49.7-53.2 72.1 66.1-77.1 66.4 60.9-71.4

Eosinophils 2.9 2.3-3.1 6.1 3.4-8.8 5.1 3.9-6.1

Basophils 0.5 0.3-0.8 0.1 0.0-0.3 0.4 0.1-0.9

Lymphocytes 37.7 35.1-39.2 17.5 15.0-20.4 24.8 21.4-28.0

Monocytes 7.1 6.8-7.6 4.2 1.1-7.6 3.3 2.5-5.0

Total (Mean)/µl 6.900 (100%) 3.500 (100%) 3.600 (100%)

1.7. Indagine sulla distribuzione degli elementi del sangue:

L’esame istomorfometrico è stato eseguito utilizzando una lente di ingrandi-
mento ottico con amplificazione 100x all out. Un oculare di 10 mm, con re-
ticolo a 100 divisioni, è stato utilizzato per quantificare il livello di inclusione 
della lunghezza assoluta all’interno di ogni evento di uno strato cellulare, in 
ogni area. Con la colorazione tricromica di Masson (regolata da Godman), i 
totali piastrinici si trovano in blu scuro, ma gli RBC sono efficacemente rico-
nosciuti, poiché sono ricolorati in rosso. In questa associazione, è difficile ri-
conoscere gli elementi cellulari contenuti. I più importanti spessori di piastri-
ne e leucociti sono stati trovati nel millimetro principale del coagulo giallo, 
al limite con il coagulo rosso. Questo risultato ha un effetto clinico gigante-
sco in quanto il numero di leucociti inseriti all’interno della pellicola è consi-
derevole, e i piccoli linfociti sono particolarmente abili nella linea guida del-
le risposte infiammatorie. Su queste linee guida, il segmento più utile, sotto 
un’attenta prospettiva, è la parte centrale biancastra della membrana. Pertan-
to, è importante salvare un piccolo strato di RBC al limite del coagulo PRF, 
che contiene il peso delle piastrine e dei leucociti. 

�1.8. In conclusione: 

Come indicato dall’esame, il lavoro della regione delle membrane PRF con il 
più importante miglioramento immaginabile delle piastrine è quello di realiz-
zare un sistema standard per la preparazione delle PRF come materiale da in-
nesto per il rigenerazione dei tessuti. È difficile controllare la qualità dei ma-
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teriali di origine umana, in quanto la preparazione delle PRF, ed è essenziale 
per applicare i più importanti controlli di qualità immaginabili, tenere d’oc-
chio la preparazione delle PRF prima della loro applicazione clinica. I bio-
materiali possono essere utilizzati come dispositivi a rilascio controllato, che 
terranno conto del trasporto supportato o addirittura su richiesta di queste 
sostanze miste con fattori di crescita. Ulteriori indagini cliniche, istologiche 
e statistiche sono necessarie per comprendere i vantaggi di questo nuovo me-
todo di concentrazione piastrinica. Nonostante ciò, non possiamo chiarire il 
modo in cui, quando acquisito da un esame del sangue autologo, la PRF pro-
dotta è scarsa e può essere utilizzata solo in un volume limitato ed è una re-
strizione per l’utilizzo metodico della PRF nelle utilizzazioni di chirurgia ge-
nerale. Poiché i modelli di migrazione stimolati dal surnatante della coltura di 
concentrato piastrinico non contrastano tra i due tipi di cellule, la migrazione 
di MSCs e HUVECs più fondata è stata vista come una risposta alla L-PRF. 
L’insieme di quanto sopra significa che L-PRF potrebbe essere utile come bio-
materiale di guarigione, e come caratteristica contro l’agente emorragico da 
utilizzare nei siti medici e chirurgici.
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capitolo ii

DETERMINAZIONE DELLA RIGENERAZIONE DEI TESSUTI 
DA CONCENTRATI RICCHI DI PIASTRINE (L-PRF, PRP) 

COINVOLGONO NEL CONTROLLO DELL’APOPTOSI

2.1. Introduzione

Il corpo umano è più che attrezzato per il recupero e la guarigione stessa quan-
do il danno è da una prospettiva minore. La Fibrina Ricca di Piastrine (PRF), 
a volte citata come Leucocyte-PRF e Pure-PRF, è il ciclo più recente e all’avan-
guardia di una strategia di riparazione profondamente radicata. La fibrina ha 
vita cellulare ed è uno dei più importanti e non proprio come i segmenti carat-
teristici che migliorano la disposizione del nuovo reticolo extracellulare. La fi-
brina ricca di piastrine deriva da una piccola quantità di sangue del paziente che 
viene centrifugato e preparato per isolare le piastrine da cellule rosse e leucociti 
e strutturano la premessa di una complessa membrana a matrice fibrinica. Nel 
momento in cui uno strato di matrice PRF viene applicato su una ferita, le pia-
strine vengono messe in attività rilasciando alcune proteine rigenerative con un 
potenziale veramente utile. Il trattamento con Fibrina Ricca di Piastrine (PRF) 
è triplo e i benefici includono, le proteine rigenerative e i fattori di crescita se-
creti dalle piastrine attivate accelerano il regolare processo di guarigione del cor-
po. Il coagulo PRF incornicia una potente rete di fibrina con un impressionan-
te design tridimensionale. Valutando la presenza di fattori di crescita piastrinici 
della fibrina ricca di piastrine, gli enzimi attaccati agli immunosorbenti analiz-
zano la polimerizzazione della fibrina durante l’elaborazione della PRF. Con l’a-
iuto di cellule progenitrici, le piastrine per circa il 97% e i leucociti vengono tra-
sferiti nel coagulo indicando una particolare circolazione tridimensionale e nella 
riduzione dell’apoptosi cellulare e la sopravvivenza che sono sperimentalmente 
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significativi. Nella riparazione tissutale, i componenti piastrinici non sono suf-
ficientemente compresi, e sono presenti in questa indagine. Il PRP confrontato 
con quello della produzione di PRF e i punti centrali sono confrontati e com-
prendono: nessun controllo dei componenti biochimici del sangue; produzione 
semplificata e meno costosa; nessuna informazione sull’uso di anticoagulanti e 
trombina bovina; guarigione accelerata a causa di una moderata polimerizzazio-
ne; riposizionamento e moltiplicazione cellulare più accentuata; la PRF influi-
sce positivamente sulla struttura cellulare insensibile; la PRF aiuta l’emostasi. I 
fattori di crescita secreti dalle piastrine L-PRF, in particolare TGF-1β, stimola-
no e controllano la moltiplicazione e il movimento di diversi tipi di cellule as-
sociate alla riparazione dei tessuti, ad esempio le cellule muscolari lisce (SMC) 
e le cellule staminali mesenchimali (MSC). La PRF è un caratteristico bioma-
teriale a base di fibrina ricavato da sangue senza anticoagulante che si raccoglie 
senza contraffazioni biochimiche che permette di acquisire film di fibrina po-
tenziati con piastrine e fattori di crescita. Le prove scientifiche raccomandano il 
ruolo potenziale della PRF nel recupero e nella progettazione dei tessuti. L’an-
giogenesi, allo stesso modo di altre procedure fisiologiche, si basa su un’armo-
nia tra il segno stimolante e l’inibitorio. A causa dell’incitamento, ad esempio, 
nell’angiogenesi tumorale e, l’inutile sviluppo di malattie delle strutture vasco-
lari induce la disposizione di cellule del sangue che sono immature, precarie e 
regolarmente presenti nelle cellule del sangue.

2.2. Riparazione del tessuto con piastrine

Il danno tissutale provoca l’arrivo di particelle flagging che innescano l’ar-
ruolamento e l’attivazione delle cellule infiammatorie. Accompagnando la ri-
sposta immunitaria e potenziando la ricostruzione dei tessuti, l’organismo 
dall’attacco degli agenti patogeni gestisce l’evacuazione delle sezioni cellulari 
e dei tessuti danneggiati. La procedura infiammatoria attraverso una portata 
espansiva di recettori di strato e go-betweens dissolvibili, che vengono scari-
cati sull’impatto di emanazione piastrinica. Gli impedimenti della rottura dei 
tessuti durante il danno, inoltre, potenziano l’intrusione di microrganismi e 
potrebbero incitare malattie tissutali. Di conseguenza, la guarigione dei tessu-
ti è il passo più significativo per la regolazione e l’inizio della risposta immu-
nitaria contro gli agenti patogeni che attaccano.

Trattamento di trombocitopenia, o occasioni drenanti e per ristabilire l’o-
meostasi con le piastrine di regola sono utilizzati. La guarigione della feri-
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ta è indistintamente associata al disturbo e richiede una bella combinazione 
di coincidenza tra il controllo del movimento cellulare, l’affiliazione e la ri-
progettazione della struttura extracellulare, la neovascolarizzazione, la cresci-
ta cellulare, la divisione e l’angiogenesi. Le piastrine sono ad un livello di base 
impegnate con la riparazione e il recupero dei tessuti danneggiati e la prote-
zione del lavoro d’organo dimostrato clinicamente e per via esplorativa. Du-
rante le ferite tissutali, per esempio, ferite causate da traumi o ischemia dei 
tessuti umani, per esempio, nel tessuto morto del miocardio o nell’ictus cere-
brale, la struttura del coagulo e le reazioni immunitarie vengono avviate pre-
cocemente, iniziando il processo di guarigione della ferita. Il plasma ricco di 
piastrine e PRF è cresciuto nell’utilizzo dinamicamente nella guarigione della 
ferita dove le piastrine secernono vari fattori di crescita come citochine, che-
mochine, fattore di crescita epatocitario (HGF) e il trattamento PRP è stato 
esteso all’espansione delicata dei tessuti unendo il PRP con l’unità di grasso 
sottocutaneo e sono stati presi in considerazione per alcuni risultati clinici po-
sitivi, preliminari che sostengono l’utilizzo del PRP unito con il grasso nel de-
licato aumento del tessuto, rimangono limitati. Da allora sono stati condotti 
solo un paio di studi essenziali e indagini precliniche sugli animali. In pazienti 
con disturbi epatici cronici, la trasfusione piastrinica ha migliorato particolari 
parametri di capacità epatica, anche se sono state osservate occasioni sfavore-
voli identificate con la trasfusione piastrinica. Le piastrine secernono le varia-
bili che controllano la moltiplicazione e il movimento di diversi tipi di cellule 
associate alla riparazione tissutale, ad esempio le CSM, i fattori di crescita ri-
combinanti che vengono secreti dalle piastrine autologhe aiutano la guarigio-
ne negli arti inferiori delle ulcere diabetiche croniche. Studi in vitro condot-
ti con uno strato di Platelet Rich Plasma Puro sono stati esaminati attraverso 
la valutazione dell’arrivo moderato di componenti di crescita e molecole del-
la matrice. I componenti chiave dei fattori di crescita (TGF-β1, VEGF, PD-
GF-AB) e 3 proteine del coagulo: trombospondina-1, (Fn) (Vitronectin) sono 
stati valutati in via sperimentale più volte. 

Nel trattamento dell’osteomielite, dell’ulcera del piede diabetico si utiliz-
zano la L-PRF e il gel piastrinico, permettendo la guarigione da questa gra-
ve infezione ed è un’altra progressione. Per migliorare la continuità del gras-
so trapiantato il PRP è prodotto come il nuovo reticolo. Per centrifugazione 
a due giri, il PRP derivato dal sangue intero che contiene diversi componenti 
della crescita e particelle di legame nei granuli di α-granuli è progressivamen-
te sicuro e i fattori di crescita ricombinanti o cellule staminali sono più pra-
tici nel trattamento clinico rispetto ad altri farmaci che sono convincenti nel 
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recupero osseo, nella riparazione delle ferite e nel miglioramento delle lesioni 
muscoloscheletriche. Nel campo della fisiopatologia epatica, è stata fatta una 
chiara comprensione delle componenti piastriniche e dei controlli relativi alla 
fissazione dei tessuti. Trombocitopenia e ridotta attività piastrinica nei topi; 
trombopoietina stimola trombocitosi per causare un forte assortimento di 
piastrine nelle sinusoidi del fegato e il riconoscimento della duplicazione de-
gli epatociti non molto tempo dopo l’epatectomia, dimostrano che le piastri-
ne si aspettano un ruolo chiave nella scelta dell’equilibrio tissutale tra i danni 
della riparazione tissutale. 

Figura 1. Meccanismi che regolano la riparazione tissutale mediata dalle piastrine.

2.3. �Recupero delle cellule piastriniche e delle cellule progenitrici e la sua 
interazione

Le piastrine attivate secernono chemochine e favoriscono l’espansione delle 
cellule staminali adulte. Il trapianto intramuscolare, intracoronarico o intra-
venoso di CSM è stato fatto per infarto del miocardio, dove le cellule si muo-
vono verso il cuore danneggiato e ristabiliscono essenzialmente la capacità 
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cardiovascolare. Oltre alla lesione del tessuto si produce nelle cellule stamina-
li un solido segno chemio attraente, dando la premessa per la loro azione ri-
generativa. Le Piastrine controllano l’arruolamento di cellule staminali adulte 
alle cellule danneggiate. Lungo queste linee, può essere una misura significa-
tiva nelle reazioni cellulari rigenerative. Il fattore di crescita noto come HGF, 
viene somministrato dopo l’infarto del miocardio e con le proprietà antiapop-
totiche, ad azione immunosoppressiva e proangiogenetica, applica proprietà 
cardioprotettive. Dopo l’infarto miocardico di prova, l’organizzazione della 
SDF1-GPVI ha applicato enormi impatti cardioprotettivi, facendo avanzare il 
movimento positivo del CXCR4 dei progenitori dal midollo osseo, rafforzan-
do la separazione endoteliale della sopravvivenza cellulare di salvaguardia, e 
scoprendo gli impatti proangiogenici. Accanto all’HGF, un altro significativo 
intermediario impegnato nel trattamento con cellule staminali, dopo infarto 
del miocardio è l’arruolamento del midollo osseo progenitore in ossa dopo in-
fusione endovenosa di cellule per via endovenosa in un modello murino dove 
viene gestito anche l’SDF-1. Negli studi di studi clinici, le cellule progenitri-
ci di CD34-positive hanno risposto fondamentalmente per essere impegna-
te nella guarigione del miocardio e il recupero, giungendo alla conservazione 
della capacità cardiovascolare. Cellule CD-34 positive messe in attività da pia-
strine che secernono SDF-1 sostengono l’arruolamento di cellule progenitri-
ci nel trombo dei vasi sanguigni e le cellule si isolano attraverso cellule proge-
nitrici endoteliali invivo. 

2.4. �La sopravvivenza cellulare e l’apoptosi dalle piastrine: sistemi di re-
cupero dei tessuti

 
L’apoptosi e la sopravvivenza cellulare sono bilanciate e controllate dalle pia-
strine, il che è significativo per il destino della lesione tissutale. La via signifi-
cativa dell’apoptosi extracellulare include le sostanze del fattore di necrosi tu-
morale (TNF) che sono le cellule morte che controllano l’apoptosi. Nei topi, 
le piastrine con sepsi stimolata da apoptosi è stato sperimentato attraverso un 
sistema autonomo di componenti piastriniche da CD4-positivo. Nel siste-
ma nervoso centrale (SNC), la fosforilazione di Akt causata da microparti-
celle piastriniche, legata all’espansione cellulare, alla sopravvivenza e all’isola-
mento delle neurocellule e all’intervento di Akt hanno migliorato il recupero 
endoteliale. Le cellule necrotiche secernono HMGB1, una proteina moleco-
lare in ritardo durante la lesione dei tessuti o effettivamente emessa dalle cel-
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lule immunitarie naturali, che si distingue come un segnale di avviso che in-
nesca una reazione insensibile e dirige la morte della cellula e la sopravvivenza, 
come mostrato per le cellule malate, condizionata al redox HMGB1. L’HM-
GB1 endogeno presente nelle piastrine, che viene inviato all’area della superfi-
cie cellulare dopo l’emanazione, e fornisce all’HMGB1 un concorrente per la 
gestione del bilancio mortalità/sopravvivenza delle piastrine. Il tipo di circo-
lazione locale e il potere di articolazione dei recettori di superficie e delle cel-
lule bersaglio caratterizzano la conseguenza dell’apoptosi e contro gli elemen-
ti delle piastrine. 

2.5. In conclusione

Come per gli studi, le piastrine controllano componenti complessi di ripara-
zione tissutale. Come le cellule possono essere distrutte attraverso l’inizio di 
apoptosi e morte cellulare, a cui solo particolari cellule, per esempio, quelle 
del muscolo cardiaco e tessuto sensoriale. Dall’avanzamento embrionale, l’a-
poptosi è una morte cellulare programmata insieme alla necrosi e assume un 
ruolo chiave nella trasformazione e controlla tutta la presenza dell’organismo 
all’inizio. Meccanismi antiapoptotici possono essere eseguiti da meccanismi 
piastrinici, spostando l’equalizzazione alla sopravvivenza cellulare e la ripara-
zione tissutale e secernono mediatori con azione antiapoptotica che sostengo-
no il segno della sopravvivenza cellulare. Questo dirige l’arruolamento di cel-
lule adulte non sviluppate in lesioni cellulari. Si tratta quindi di un sistema 
significativo nelle reazioni cellulari rigenerative. Le piastrine sono inoltre se-
crete dopo l’attuazione dell’HGF e sono state descritte per far avanzare l’as-
sorbimento di CSM nelle cellule endoteliali condotte dell’uomo. I punti fo-
cali offerti da L-PRF rispetto a L-PRP contengono la secrezione di TGF-β1 
generalmente in misure più elevate, un sostegno, l’arrivo a lungo termine dei 
fattori di crescita analizzati, e l’arruolamento più fondato di ricollocazione 
cellulare. Altri esami esplorativi e clinici devono essere diretti a dare una com-
prensione superiore del discorso opposto in mezzo alle piastrine che aiutano 
a controllare la guarigione del tessuto, descritto da procedure, per esempio, 
l’arruolamento di cellule rigenerative e la regolazione della morte cellulare o la 
sua sopravvivenza. L’utilizzo di materiali organici e trattamento del sangue è 
anche una questione legale per quanto riguarda i test logici, come l’utilizzo di 
elementi che non sono per il coordinamento delle trasfusioni di sangue, come 
pazienti, centri di ricerca, ospedali e industrie farmaceutiche. Nonostante il 
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fatto che da un punto di vista legale uno specialista che viene approvato per 
infusione i.v è approvato anche per la somministrazione di PRF. Inoltre, per 
linea guida comunitaria, a quel punto con la legge del legittimo le sostanze 
incluse non sono presenti in L-PRF, è tutt’altro che una trasfusione di sangue 
tuttavia rientra nel caso di reinfusione le cellule. Queste nuove conoscenze ci 
aiuteranno a scoprire alternative migliori e più utili che finiscono per incorag-
giare il recupero e la riparazione dei danni ai tessuti e agli organi. Le piastri-
ne secernono citochine, fattori di crescita e chemochine, per esempio, HGF 
e SDF-1 che controllano il reclutamento, la moltiplicazione e diverse cellule 
che sono principalmente impegnate nella guarigione delle ferite. Le piastrine 
sembrano essere un punto focale del sistema che neutralizza la degradazione 
tissutale e l’intrusione di patogeni e il loro ruolo nella ricostruzione tissuta-
le nella guarigione dall’accettazione dell’apoptosi e l’arruolamento delle cel-
lule progenitrici al supporto della verticalità vascolare. Una vasta gamma di 
ricerche di base, metodologie traslazionali ed esami clinici sono ancora neces-
sari per migliorare la nostra comprensione dei sistemi di base su come le pia-
strine regolano l’evoluzione e il recupero dalle infezioni, in modo da utilizza-
re queste informazioni per un trattamento mirato. In stato redox il segnale di 
minaccia è HMGB1 che è stato inviato alla superficie cellulare dalle piastrine 
per l’iniziazione a dirigere la morte cellulare e il danno all’interno della cellu-
la nelle cellule tumorali contingenti. Le piastrine gestiscono anche l’angioge-
nesi nei tessuti danneggiati.
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capitolo iii

VALUTAZIONE DEI CONCENTRATI DI SECONDA GENERAZIONE  
DI PRF NELLA CHIRURGIA CUTANEA DEL PIEDE

3.1. Introduzione

3.1.1. Fibrina ricca di Piastrine (PRF)

Piastrine ricche di fibrina (PRF) è una concentrazione piastrinica di seconda ge-
nerazione, che comporta un rapido meccanismo di guarigione della ferita attra-
verso l’influenza dell’angiogenesi, dell’immunità e dell’espansione epiteliale. Le 
citochine leucocitarie e le interazioni complesse della fibrina giocano un ruolo 
importante nella rigenerazione. La ferita potrebbe essere cronica se non guarisce 
in modo preciso e in buona forma, o se la procedura di guarigione non ha inte-
grità strutturale. La guarigione della ferita cronica avviene attraverso procedure 
simili a una ferita acuta, ma per questa situazione, più tessuto di granulazione in 
genere si forma, con fibrosi esuberante che provoca la costrizione della cicatri-
ce e la perdita di capacità. La guarigione della ferita include un percorso clinico 
impressionante di occasioni, richieste e complesse, tra cui numerosi tipi di cellu-
le, che sono guidate dall’arrivo di sostanze in mezzi solubili e di sostanze pronte 
a colpire queste cellule che creano un circolo vizioso e le bloccano ai tessuti dan-
neggiati. Le piastrine hanno dimostrato di essere cellule significative che dirigo-
no le fasi dell’emostasi attraverso l’impedimento vascolare e incoraggiano la cre-
scita del coagulo di fibrina. Ci si rende conto che sono inoltre responsabili della 
messa in atto e dell’arrivo di biomolecole significative, tra cui proteine piastri-
niche esplicite, fattori di crescita, compresi i fattori di crescita piastrino-simili 
(PDGF), fattori di coagulazione, chimici di legame, citochine e fattori angioge-
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ni, pronti a rinvigorire la moltiplicazione e l’attivazione di cellule impegnate in 
forme di guarigione delle ferite, tra cui fibroblasti, neutrofili, macrofagi e cellule 
staminali che sono comprese. Nonostante l’uso diffuso di concentrati piastrini-
ci umani (HPC), come il plasma ricco di piastrine (PRP), uno dei lati negativi 
rivelati è l’utilizzo di fattori anticoagulanti che possono ritardare le normali fasi 
di guarigione della ferita. I macrofagi sono cellule aggiuntive ottenute da ascen-
denti mieloidi e sono considerati come uno dei tipi di cellule associate all’emis-
sione del fattore di crescita durante la guarigione della ferita, incluso il fattore di 
crescita trasformante β (TGF-β), PDGF e Vascular-Endothelial growth factor 
(VEGF). Queste cellule, insieme ai neutrofili e alle piastrine, sono attori fonda-
mentali nella guarigione delle ferite e, in relazione ai fattori di crescita emessi, 
possono favorire il recupero dei tessuti, la disposizione di nuovi vasi sanguigni 
(angiogenesi) e la prevenzione delle malattie (attività antimicrobica). 

Figura 1. Piastrine concentrate (HPC). PRP, 
ricco di piastrine; PRF fibrina ricca di piastrine.

Figura 2. Centrifuga clinica PRF-
DUO.

3.2. L-PRF e i suoi derivati nella guarigione delle ferite croniche del piede

3.2.1. L-PRF

Nell’area longitudinale del coagulo L-PRF, creato osservando la convenzio-
ne standard di centrifugazione (30” di velocità crescente, 2’ a 2700 rpm, 4’ a 
2400 rpm, 3’ a 3000 rpm e 36” di decelerazione e cattura) si trova uno spesso 
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coagulo di fibrina con uno spazio inter-fibroso insignificante. Le cellule sono 
viste insieme all’intero coagulo, indipendentemente dal fatto che siano ridot-
te nelle parti distali del coagulo PRF. 

3.2.2. Advanced-PRF

I coaguli PRF formati con la convenzione di centrifugazione Advanced-PRF 
(A-PRF), nei suoi segni di variazione A-PRF+ (1300 rpm, 8 minuti) e A-PRF 
Liquid (1300 rpm, 5 minuti), mostravano una struttura più libera, con un’e-
spansione tra lo spazio filamentoso e un più alto numero di cellule all’interno 
del coagulo ricco di fibrina. 

3.2.3. Piano PRF iniettabile (i-PRF)

La crescita di un dispositivo iniettabile PRF (chiamato i-PRF) [11,12] (centri-
fugato a 700 rpm [60g] per 3 minuti) e dei suoi derivati i-PRF M (700 rpm 
per 4 minuti) e i-PRF+ (700 rpm per 5 minuti) (figura 3) è, stata ricercata con 
l’aspettativa di fornire un concentrato piastrinico al medico che ha dimostra-
to semplicità d’uso in una forma fluida, da utilizzare da solo o efficacemen-
te unito con diversi biomateriali. Sfruttando una velocità di centrifugazione 
sempre più lenta, è concepibile osservare un esteso conteggio di cellule rige-
nerative con un esteso raggruppamento di fattori di crescita, in contrasto con 
altri dettagli di PRF ottenuti a velocità di centrifugazione più elevate. Questo 

Figura 3. Tipi di concentrato piastrinico ottenibile con la Centrifuga Clinica PRF-DUO.
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tipo di concentrato può eventualmente migliorare l’angiogenesi comunican-
do la rete enzimatica metalloproteinasi-9. Quindi, l’incorporazione neutrofi-
la nello strato di PRF, con l’utilizzo di A-PRF, può essere considerata se l’an-
giogenesi è uno dei punti da tenere in considerazione. 

3.3. PRF di vari tipi ed effetti sul rilascio dei fattori di crescita

È stato per qualche tempo visto che PRF secerne una progressione dei fatto-
ri di crescita per il microambiente. Il TGF-β ha un’ampia vitalità di oltre 30 
componenti, noti come agenti fibrogeni, e il TGF-β1 è il più rappresentato 
nelle pubblicazioni. Si tratta di un trigger noto di diversi tipi di espansione 
cellulare, compresi gli osteoblasti, e comprende lo specifico della fibrogenesi 
più dominante tra tutte le citochine. Assume un ruolo cospicuo nella combi-
nazione tra il reticolo, simile al collagene-1, e fibronectina, sia da osteoblasti e 
fibroblasti. Il VEGF è il fattore di crescita più dominante nell’angiogenesi tis-
sutale. Essa influisce efficacemente sulla riprogettazione dei tessuti e il conso-
lidamento del VEGF in diversi biomateriali ossei ha mostrato un’espansione 
nella nuova crescita ossea, richiamando in questo modo l’attenzione sugli ef-

Figura 4. Advanced-PRF (A-PRF) scansione totale di un coagulo di fibrina lungo il suo asse 
longitudinale (colorazione Masson-Goldner). RBC rappresenta la frazione di globuli rossi. 
Il buffy coat (BC) è la zona di trasformazione tra la frazione di RBC e il coagulo di fibrina e 
FC rappresenta il coagulo di fibrina. Le tre barre all’interno della scansione e le frecce mo-
strano i primi piani delle rispettive aree. Le frecce rosse segnano le cellule che sono intrappo-
late all’interno della rete di fibrina.
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fetti rapidi e sorprendenti del VEGF. I fattori di crescita insulino-simili (IGF) 
sono un controllore positivo di espansione e separazione per la maggior parte 
dei tipi di cellule mesenchimali, in quanto agenti di sicurezza cellulare. Come 
indicato da alcune indagini, le proprietà della PRF, che può aggiungere al suo 
effetto l’azione antimicrobica. 

3.4. �Impatti della PRF sulla guarigione delle ferite cutanee del piede e 
sull’angiogenesi in vivo

I fattori di crescita dei tessuti e in particolare la PRF e i suoi derivati sono sta-
ti presi in particolare considerazione per quanto riguarda la guarigione e l’an-
giogenesi delle ferite tissutali delicate in diversi modelli di animali. In nume-
rose metodologie di ricostruzione, l’utilizzo della PRF è stato essenzialmente 
associato alla utilizzazione proficua nelle ulcere alle gambe, che di recente si 
sono dimostrate difficili da guarire, comprese le ulcere del piede diabetico, le 
ulcere venose e le ulcere da arteriopatie degli arti inferiori. In questo esame, lo 
scopo era quello di istituzionalizzare l’utilizzo di L-PRF in pazienti con oste-
omielite, per utilizzare questo concentrato piastrinico di seconda generazio-
ne, incoraggiando le forme di guarigione. Gli strati, insieme al fluido derivato 
dalla pressione del Wound L-PRF Box, sono stati inseriti nella piaga cuta-
nea, in profondità, dopo un attento sbrigliamento. Tutti i pazienti hanno di-
mostrato positività al test Probe-to-Bone, e la Risonanza Magnetica Nucleare 
ha indicato un ispessimento cortico-periosteo e inoltre focolai di osteolisi del 
cortico-spugnoso, vicino all’ulcera. Le cellule microbiche gram-positive sono 
state trovate nei nostri pazienti nel 52% dei casi.
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Figura 5. Patogenesi delle ulcere cuta-
nee del piede diabetico

Figura 6. Deiscenza post-chirurgica dopo la ricostruzione del tendine di Achille (A) trattato 
con L-PRF (B) dopo sette giorni dalla terapia (C) e una guarigione completa (D).
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3.5. Discussione

Le proprietà rigenerative della L-PRF e dei suoi derivati (A-PRF, i-PRF) (fi-
gura 1) come coadiuvante attento ha ottenuto una considerazione eminente 
fin da quando il materiale è stato presentato nella prima parte del millennio. 
Ancora una volta, non c’è alcuna prova ragionevole per chiarire la capacità an-
timicrobica di questo biomateriale, che contrasta sia fondamentalmente che 
naturalmente con altre strutture HPC. A-PRF come griglia cellulare semina-
ta su fibrina, che contiene diverse cellule, tra cui piastrine, linfociti (B e T), 
monociti, cellule staminali e granulociti neutrofili, che possono secernere una 
progressione dei fattori di crescita. Ognuna di queste distinzioni può avere un 
risultato significativo sui singoli effetti calmanti e antimicrobici. Questi risul-
tati sono stabili con quelli ottenuti da indagini passate, valutando le proprietà 
antimicrobiche di altri dispositivi HPC. Poiché l’A-PRF mostra proprietà an-
timicrobiche, è necessario stabilire se questo movimento è fondamentalmente 
maggiore di un intero coagulo di sangue. La ricerca futura dovrebbe indaga-
re la gamma antimicrobica di A-PRF e di tutti i derivati di L-PRF e far emer-
gere la probabilità che possa fungere da substrato per incoraggiare la crescita 
di microbi esplicita. 

Figura 7. L-PRF coaguli, uti-
lizzati su una ferita cutanea alla 
gamba.
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Figura 8. Uso di Leukocyte Platelet (L-PRF) Rich Fibrin nell’ulcera del piede diabetico con 
osteomielite. (A, C, D, E) Diversi momenti di guarigione della ferita, stabili dopo due anni; (B) 
NMR del paziente con la lesione ossea. Stesso paziente dopo 6 anni dalla terapia con L-PRF. Il 
riscontro delle NRM dimostra una rigenerazione ossea della lesione (da Crisci et al. 2018) [16].

Nello specifico, per lo specialista, ricordiamo che lo Staphylococcus Au-
reus è uno dei principali driver delle contaminazioni nosocomiali procurate, 
malattie corrispondenti a gadget riparativi interni e malattie di lesioni aperte. 
Una ricerca significativa è oggi incentrata sui farmaci a contaminazione eletti-
va S. Aureus, per ridurre il pericolo di scegliere ceppi sicuri anti-infezione. La 
Candida albicans è la specie più abitualmente contagiosa confinata nel micro-
bioma. L’impedenza di reazione invulnerabile può consentire a queste crescite 
abili di dare contaminazione. A-PRF ha una maggiore capacità di frenare con-
tinuamente la crescita di C. Albicans, in contrasto con un intero coagulo di 
sangue. Inoltre, C. Albicans è meno impotente alle parti antimicrobiche delle 
piastrine e ha visto come i peptidi antimicrobici delle piastrine umane fosse-
ro più dominanti contro le cellule microscopiche rispetto ai parassiti. A-PRF 
mostra il potenziale di reprimere più degno di nota Streptococcus mutans in 
contrasto con i comuni coaguli di sangue. Tuttavia, poiché nessun altro HPC 
è stato provato contro questa forma di vita, la componente di contenimento 
e del suo potenziale clinico richiede ulteriori esami. 
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Nonostante le conseguenze di esami diversi che l’A-PRF mostri un movi-
mento antimicrobico, sono possibili alcuni impedimenti. Nel primo caso, la 
valutazione in vitro non emula una circostanza clinica in cui l’A-PRF verreb-
be utilizzata in una situazione, circondata da tessuti che rispondono ad un’oc-
casione attenta. In questa situazione, l’A-PRF può associarsi con poche cellu-
le e citochine, impegnate in procedure di guarigione della ferita e può regolare 
la sottostante reazione insensibile e le fasi di guarigione. Il reticolo di fibrina 
incorniciato nella loro forma PRF in pazienti anziani è stato risolto in modo 
ancora più convenzionale, in contrasto con la struttura di fibrina modella-
ta in pazienti più giovani. La grandezza di questa rivelazione dovrebbe anco-
ra essere risolta. I tipi di cellule, il numero di cellule e la fissazione della parte 
plasmatica contrastano all’interno di ogni coagulo e tra i singoli coaguli; ogni 
cerchio di esempio non può essere indistinguibile da un altro. Uno dei pro-
blemi da valutare è che non esiste ancora un modo reale per decidere se il ma-
teriale provato sia battericida o batteriostatico. In questo contesto, il nostro 
gruppo di ricerca sta lavorando in questo periodo. I lati negativi messi in un 
punto sicuro, la tecnica di dispersione delle piastre ha dimostrato abbastanza 
per mostrare che l’A-PRF, similmente a tutti gli altri derivati dell’L-PRF, mo-
stra un movimento antimicrobico. 

Figura 10. Paziente con Ulcera Diabetica con osteomielite da 2 anni. Risultato dopo una 
sola applicazione di A-PRF come terapia.
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3.6. In conclusione

Secondo l’indagine, la Fibrina ricca di piastrine (PRF) è una concentra-
zione piastrinica di seconda generazione, che comporta un meccanismo di 
guarigione rapida della ferita che influenza l’angiogenesi, l’immunità e la 
proliferazione epiteliale. Dal punto di vista della progettazione tissutale, 
è affascinante sottolineare che nessun esame si è concentrato sulla qualità 
della PRF, la natura inflessibile e la versatilità, nonostante il suo utilizzo 
clinico. L’utilizzo della PRF mostra un vantaggio rispetto ai farmaci tradi-
zionali durante il periodo di recupero del tessuto malato, poiché secerno-
no diversi fattori di sviluppo dei polipeptidi. Nonostante l’evidenza della 
posizione clinica favorevole di questi dispositivi, la prova del loro impat-
to positivo è ancora carente. Vi è quindi la necessità di ulteriori studi sul 
loro ampio utilizzo. Quindi, un’intrigante possibilità futura è quella di 
descrivere più facilmente le sue proprietà biomateriali, e la ricerca futura 
dovrebbe concentrarsi su quegli elementi che possono migliorare ulterior-
mente le sue qualità, per le sue diverse applicazioni biomediche. Il lavoro 
che guarda al futuro, concentrandosi sull’uso della PRF come coadiuvante 
nei trattamenti rigenerativi tissutali delicati, configurerebbe indagini ade-
guate, con i controlli necessari, per valutare ulteriormente la capacità ri-
generativa della PRF nella guarigione di tessuti delicati, in particolare per 
quanto riguarda la guarigione delle ferite del piede. L’utilizzo dell’A-PRF 
nella pratica clinica ha dimostrato uno straordinario potenziale per mi-
gliorare la guarigione e per migliorare i risultati accurati, in quanto si ri-
empie come una struttura autologa, pronta ad avere cellule e miscele bio-
attive. Comunque sia, la capacità antimicrobica di questo materiale è stata 
illustrata, e può essere una proprietà significativa, che si aggiunge alle oc-
casioni di guarigione clinicamente apprese, velocizzate e non complicate. 
A seguito degli effetti di questo fenomeno si evince che l’A-PRF appare, 
in ogni caso, un movimento antimicrobico contro S. Aureus, S. mutans, 
Enterococcus faecalis e C. Albicans. Inoltre, la gamma e la potenza come 
agenti antimicrobici non sono esattamente quelli di un antimicrobico at-
tento (antimicrobico esplicito). È fondamentale, in questo modo, per de-
terminare l’intera gamma della sua azione antimicrobica in vitro, il suo 
interesse in vivo e l’impatto delle qualità del paziente sul suo movimen-
to organico. Inoltre, il potenziale clinico come veicolo organizzativo per i 
farmaci specifici nelle destinazioni contaminate dovrebbe essere studiato. 
Gli esami futuri dovrebbero costruire la mutabilità silenziosa e le misura-
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zioni di esempio per tutte le indagini basate sull’HPC. Ulteriori indagini 
cliniche, istologiche e misurabili sono necessarie per apprezzare i benefi-
ci di questa nuova procedura. In ogni caso, non sarebbe trascurabile che, 
una volta ottenuti da esami autologhi del sangue, l’L-PRF e i suoi deriva-
ti hanno un volume ridotto e possono essere utilizzati solo in quantità li-
mitata. Questo limita l’utilizzo metodico della PRF nelle piaghe cutanee. 
Indipendentemente dal fatto che vi siano o meno abbondanti potenzia-
li utilizzi della PRF, sono necessarie informazioni approfondite su questo 
biomateriale, così come informazioni sulla sua scienza, sulla sua vitalità e 
sui punti di taglio, per migliorare ulteriormente la sua utilizzazione nel-
la pratica ordinaria.
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capitolo iv

QUANTIFICAZIONE DELLE PIASTRINE E DEI LEUCOCITI  
NEI CONCENTRATI PIASTRINICI SOLIDI DEL SANGUE

4.1. Introduzione

Il campo multidisciplinare dell’ingegneria tissutale mira a riparare, rigenerare 
o ripristinare in modo prevedibile i tessuti danneggiati. 

Sviluppato da Choukroun (2001), il PRF (fibrina ricca di piastrine) ha una 
tecnica semplice, veloce, economica e “ad accesso libero” che si traduce nella 
formazione di un coagulo di fibrina ricca di piastrine e leucociti intrappola-
ti in esso. Il L-PRF differisce da altre forme di Concentrati Piastrinici (HPC) 
poiché il suo protocollo di produzione sfrutta le proprietà della coagulazione 
inerenti al sangue intero senza la necessità di modifiche biochimiche. Quin-
di nega l’uso di additivi come anticoagulanti, trombina, cloruro di calcio o 
conservanti sintetici. Il protocollo originale PRF richiede che il sangue veno-
so venga prelevato dal paziente e depositato in provette di vetro asciutto da 
10 ml. Il coagulo PRF è intrinsecamente carico con piastrine, leucociti e fat-
tori di crescita. Questi fattori di crescita iniziano a liberarsi dalla matrice PRF 
entro 5-10 minuti dalla formazione del coagulo e continuano ad essere libera-
ti per 60-100 ore (Dohan Ehrenfest DM, et al. 2012) [1]. Schär et al. (2015)[2] 
ha mostrato un rilascio costante di fattori di crescita e cellule staminali attive 
per un periodo di 28 giorni. Ciò indica che il coagulo PRF è un serbatoio di 
cellule inattive e attive in grado di interagire con le cellule e le molecole native 
del sito in cui è applicato. A-PRF™ (PRF avanzato) ha uno sviluppo relativa-
mente recente (2013) basato su un’ipotesi che afferma che una riduzione della 
forza di centrifugazione relativa (forza G), riducendo la velocità di centrifuga-
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zione, aumenterebbe il numero di leucociti (in particolare neutrofili e macro-
fagi) all’interno della matrice PRF (LSCC Concetto di Centrifugazione a Bas-
sa Velocità) (Ghanaati et al., 2014 [3]; Kobayashi et al., 2016) [4].

Choukroun (2014) [5] afferma che A-PRF™ è stato sviluppato principal-
mente nel tentativo di includere i monociti all’interno della rete di fibrina 
poiché queste cellule svolgono un ruolo essenziale nella crescita delle ossa, dei 
vasi sanguigni e nella produzione di due chemiochine, quella del fattore di 
crescita dell’endotelio vascolare (VEGF) e quello della proteina morfogeni-
ca dell’osso (BMP-2). Ghanaati et al. (2014) [3] hanno studiato questo concet-
to e hanno scoperto che A-PRF™ contiene significativamente più granuloci-
ti neutrofili e una loro distribuzione più ampia nel coagulo di fibrina rispetto 
a L-PRF. Il gruppo ha anche scoperto che, istologicamente, la distribuzio-
ne piastrinica è più omogenea in tutto il coagulo A-PRF™ rispetto al coagu-
lo L-PRF. È stato dimostrato inoltre che A-PRF™ rilascia quantità totali si-
gnificativamente maggiori di fattori di crescita rispetto a L-PRF preparato a 
2700 rpm (325G) per 12 minuti (Kobayashi et al., 2016) [4]. Il protocollo di 
elaborazione di A-PRF ™ sembra, però, essersi evoluto all’interno della lette-
ratura. Studi precedenti mostrano un protocollo di centrifugazione di 1500 
rpm (252G) per 14 minuti (Ghanaati et al., 2014 [3]; Kobayashi et al., 2016) 

[4], mentre studi più recenti hanno utilizzato una velocità di centrifugazione 
di 1300 rpm (189G) per 14 minuti per la produzione di A-PRF™ e 1300 rpm 
(189G) per 8 minuti per produrre A-PRF+. L’attuale protocollo di elabora-
zione A-PRF™ prevede l’uso di una nuova centrifuga preprogrammata (PRF 
DUO, PROCESS © per PRF, Nizza, Francia), un kit per la raccolta del san-
gue standardizzato e una provetta a vuoto brevettata da 10 ml in vetro. La cen-
trifuga DUO è in grado di produrre il classico L-PRF, A-PRF™ e per ultimo 
anche i-PRF™ (iniettabile PRF™). 

Il numero delle piastrine è una quantità, ma è stato accettato come uno dei 
principali indici per garantire la qualità delle piastrine presenti (Marx, 2001) 
[6]. Tuttavia, fino agli studi attuali, c’è mancanza di un metodo per la deter-
minazione accurata della conta piastrinica nei vari tipi di gel. 

Tra la maggior parte dei clinici studiosi della terapia rigenerativa tissuta-
le, è stato generalmente accettato che le piastrine sono altamente concentrate 
nel buffy coat e sono difficilmente presenti in altre frazioni vicine, in parti-
colare nella frazione dei globuli rossi (RBC), dopo il frazionamento attra-
verso la centrifugazione.

Questo concetto non si applica alla valutazione dell’efficacia delle concen-
trazioni piastriniche in campioni liquidi, i quali possono essere quantificati con 
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un semplice emocromo, ma è specialmente esteso alla valutazione della con-
ta piastrinica in concentrati piastrinici solidi auto-compressi [A-PRF, L-PRF, 
PRP e fattori di crescita concentrati (CSFG)]. Poiché le piastrine non hanno 
nuclei, il loro conteggio non può essere determinato attraverso il contenuto di 
DNA. Pertanto, per determinare il conteggio delle piastrine nei coaguli di fibri-
na, al momento viene applicato un calcolo attraverso il “metodo di sottrazione” 
(Dohan Ehrenfest, D.M. et al. 2010 [7]; Crisci A. et al. 2017 [8]) o “di simula-
zione” (Watanabe, T. et al. 2017) [9] (tabella 1). 

Secondo il metodo di sottrazione, la conta piastrinica contenuta nei co-
aguli di fibrina viene effettuata sottraendo in numero di piastrine contenu-
te nell’essudato del coagulo (Surface post-compression), nel siero supernatante 
(PPP) e nella frazione di globuli rossi (cioè il trombo rosso) da quelle presen-
ti nel campione di sangue intero iniziale. Tuttavia, questo metodo non con-
sidera la possibilità della presenza di piastrine nella frazione RBC o la pos-
sibile perdita e il danneggiamento delle piastrine durante l’elaborazione per 
il conteggio delle cellule. 

Nonostante l’uso clinico di PRF negli ultimi 15 anni nessuna ricerca fino 
ad oggi è riuscita a quantificare in modo diretto, semplice ed efficace il nu-
mero di piastrine e leucociti presenti in questo e negli altri concentrati pia-
strinici, in modo da metterlo in relazione al loro potenziale rigenerativo. La 
presenza di leucociti ha inoltre un grande impatto sulla biologia della gua-
rigione delle ferite, non solo per il rilascio aggiuntivo di fattori di crescita e 
le loro implicazioni nella difesa immunitaria antibatterica, ma anche perché 
sono i regolatori chiave che controllano la guarigione delle ferite, attraverso la 
regolazione dei fattori di crescita locali. 

La ricerca di base futura dovrebbe infatti concentrarsi specificamente sul 
contributo di queste cellule in specifici sistemi di knock-down/knock-in delle 
cellule per determinare i ruoli funzionali di ciascun tipo cellulare nel processo 
di guarigione della ferita quando viene utilizzato il PRF. Quindi, in teoria, il 
concetto di sviluppare nuovi protocolli modificati di PRF per aumentare ul-
teriormente il numero di globuli bianchi porterebbe, in linea di principio, ad 
aumentare la capacità di riparazione della ferita. Ciò nondimeno, una miglio-
re comprensione dei singoli ruoli delle varie cellule trovate nel PRF potrebbe 
rivelarsi una scoperta importante per lo sviluppo di queste tecnologie, e por-
terebbe a cambiamenti moderni dei loro protocolli e ad aumentare ulterior-
mente il loro potenziale rigenerativo.

Per facilitare la realizzazione di ispezioni individuali di qualità, Kitamura 
Y. et al. (2018) [10] hanno sviluppato un metodo per determinare direttamen-
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te la conta piastrinica e di leucociti in una matrice di PRF insolubile utiliz-
zando la procedura di digestione con tessuto-Plasminogeno Attivatore (t-PA 
Alteplase) (GRTPA®; Mitsubishi Tanabe Pharma Corp., Osaka, Giappone) 
(figura 1). Tuttavia, con questo metodo è difficile valutare le singole matri-
ci di PRF in modo tempestivo in ambito clinico. Al contrario, però, un’effi-
cace standardizzazione della preparazione e dell’applicazione pratica pur non 
garantendo la qualità delle singole matrici di PRF, si prevede che possa mi-
nimizzare efficacemente la variabilità e massimizzi l’efficacia negli stessi cam-
pioni di sangue, coerentemente con altri tipi di protocolli di preparazione di 
concentrati piastrinici. I principali vantaggi del metodo proposto da Kitamu-
ra et al. sono: (1) alta precisione, (2) semplice procedura, (3) non abilità tec-
nica e (4) nessuna limitazione ai tipi di matrice di fibrina, mentre i principali 
svantaggi sono: (1) lunghi tempi di completamento, (2) costo del reagente (t-
PA), (3) requisiti dell’incubatore e (4) le provette aggiuntive necessarie per l’a-
nalisi dei fattori di crescita.

Pertanto, in questo studio gli Autori partendo, dai risultati ottenuti nel la-
voro di Kitamura hanno voluto elaborare un sistema più semplice e poco co-
stoso per calcolare il numero preciso di piastrine e leucociti presenti nel PRF, 
rispetto a quello presente nel sangue intero, partendo sia dal “metodo di sot-
trazione” che da un semplice “esame emocromocitometrico”.

Figura 1. Confronto tra la conta di Piastrine, di Leucociti e di Eritrociti con i vari metodi.
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4.2. Materiale e Metodi

Partendo dallo studio di Kitamura Y. et al. (2018) [10] (figura 1), gli A.A. han-
no voluto:

1. Valutare lo scostamento percentuale tra la conta con t-PA e i valori di 
PLT e WBC ottenuti con il “metodo di sottrazione”, per cui addizio-
nando o sottraendo la differenza percentuale calcolata, al valore ottenu-
to con il metodo si sottrazione, si ipotizza di ottenere il valore deriva-
to con metodo t-PA. 
Il procedimento per la conta con “metodo di sottrazione” è eseguito 
come descritto da Watanabe et al. (2017) [9] secondo l’equazione:

PLT/WBC in A-PRF e L-PRF =PLT/WBC 
nel sangue intero-[(PLT/WBC nel coagulo rosso) - (PLT/WBC nel siero sopra il 

coagulo di PRF) - (PLT/WBC nel sopranatante dopo compressione del coagulo PRF)]

2. Valutare lo scostamento percentuale tra la conta con t-PA e i valori di 
PLT e WBC ottenuti con un emocromo (W.B.), per cui addizionan-
do o sottraendo la differenza percentuale calcolata, al valore ottenuto 
con un esame emocromocitometrico, si può avere il valore ottenuto con 
metodo per conta con t-PA. 
L’esame emocromocitometrico di base è eseguito utilizzando provette 
con EDTA K3E 5,4 mg (VacuMed) e condotto con un Contaglobuli 
Cell Dyn 3500 R (Abbott Laboratories; Abbott Park, IL, USA).

La validità e la precisione delle misurazioni è stata valutata attraverso il Co-
efficiente di Variazione, considerando validi i valori se esso è <2% su almeno 
tre misurazioni.

L’ipotesi zero (HØ) formulata è che non vi è differenza statisticamente si-
gnificativa tra i valori misurati con “metodo t-PA” e i valori col “metodo di 
sottrazione” ± X% e tra i valori misurati con il “metodo t-PA” e i valori mi-
surati con il “metodo per emocromo” (W.B.) ± X%, sia per PLT che WBC. 

Formalmente:

HØ: t-PA = Met.Sottr.(PLT) (WBC) ± X%; t-PA=W.B. (PLT) (WBC) ± X%
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La relazione tra le variabili è stata valutata effettuato il calcolo del Coeffi-
ciente di Correlazione di Pearson-Bravis tra t-PA e Met.Sottr. ± X% e tra t-PA 
e W.B. ± X%, sia per PLT che WBC, nel PRF solido.

Il grado di concordanza osservato nel Coefficiente di Correlazione è sta-
to generalmente classificato come: moderato se il coefficiente r è compreso 
tra 0,65 e 0,8, buono se il valore è compreso tra 0,8 e 0,9 e ottimo se è >0,9. 
Come intervallo di Significatività Statistica viene utilizzato un Intervallo di 
Confidenza al 95%. 

Per verificare l’ipotesi zero (HØ) viene utilizzato il test della Varianza ad un 
criterio (ANOVA) tra t-PA e Met.Sottr. ± X% e tra t-PA e W.B. ± X% per 
PLT e WBC nel L-PRF e in altri tipi di Concentrato Piastrinico (PC) solidi 
autocomprimibili, successivamente sono stati utilizzati altri due test di signi-
ficatività: il test-t parametrico di Student e il Chi-quadro (χ2). 

I dati grezzi rilevati con metodo di conta con t-PA, sono stati forniti dal 
gruppo di lavoro dell’Università di Niigata, Giappone. Da questi si è proce-
duto all’Analisi Statistica e ai Confronti col “metodo per sottrazione” e con il 
“metodo per emocromo” [4].

Questo calcolo permetterà di giustificare statisticamete l’uso di Met.Sottr. 
± X% e W.B. ± X% al posto di t-PA nella valutazione della conta di piastrine 
e di leucociti nel L-PRF e nei vari tipi di HPC solidi, però con differenze che 
sono statisticamente significative tra loro (p≤0,000). 

4.3. Analisi statistiche

I risultati sono stati calcolati come Media±Deviazione Standard (SD) e va-
lutati per differenze significative in ogni momento con l’analisi di Varianza 
a senso unico (ANOVA), il test parametrico di Student e il χ2, utilizzando il 
software di Statistica per Discipline Biomediche di Santon A.Glatz Ed. 2007 
Versione 6.0. 

Le differenze sono state considerate con valori di p inferiori a 0.05 (*) come 
significative e valori di p inferiori a 0,01 (**), 0,001 (***) e (p < 0,0001 ****) 
come altamente significative.

Si è proceduto a calcolare anche la significatività con i test di Wilcoxon e 
Friedman quando si sono avuti risultati con una Bassa Correlazione al test di 
Pearson-Bravis.



iv.  Quantificazione delle piastrine e dei leucociti nei concentrati piastrinici solidi del sangue   59

Figura 2. Confronto tra i metodi di conteggio delle piastrine e dei globuli bianchi (simula-
zione vs. sottrazione vs. digestione). (A, B) Conta piastrine e WBC in fibrina ricca di piastri-
ne (coaguli PRF e le corrispondenti frazioni preparate da campioni di sangue intero (N=11-
6). (C, D) La relazione tra e WBC conta nei coaguli di PRF e le dimensioni dei trombi rossi 
(piccolo vs. grande) (N=5-10). (da Kitamura Y. et al., 2018 modificato).

4.4. Risultati

I dati forniti dalla Division of Oral Bioengineering, Institute of Medicine 
and Dentistry, Niigata University, Japan, sono riportati nelle Tabelle 2, 3, 4 
e sono stati analizzati statisticamente. È stata calcolata la deviazione percen-
tuale tra i valori ottenuti dall’emocromo (W.B.) e quelli dello stesso pazien-
te ottenuti con digestione con t-PA. Il valore ottenuto per PLT è una devia-
zione percentuale media pari a -10.85±26.01%. Poiché i risultati dei valori di 
t-PA per alcuni sono risultati superiori al valore di W.B., questi valori (in ros-
so) sono stati esclusi da un secondo calcolo per la deviazione percentuale, ot-
tenendo una deviazione media di -27,30±15,82%. 
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Il valore ottenuto per WBC è una deviazione percentuale media di 
-22,74±30,73%. Poiché, anche in questo caso, sono risultati per alcuni valo-
ri di t-PA superiori al valore di W.B., questi valori (in rosso) sono stati esclu-
si dal calcolo della deviazione percentuale ottenendo una deviazione media di 
-38,82±16,03%. 

Abbiamo effettuato il confronto tra t-PA e W.B.-10,85% e W.B.-27,3% per 
PLT e tra t-PA e W.B.-27,74% e W.B.-38,82% per WBC, effettuando i Coef-
ficienti di Correlazione di Pearson-Bravis (Tabelle 7 e 8). 

Confrontando il metodo t-PA e l’emocromo -% di scostamento per PLT, 
abbiamo ottenuto che sottraendo il 10,85% ai valori di W.B. abbiamo: test 
t-Student=0,98 (Differenza Statisticamente Non Significativa) (NS); χ2=1,000; 
ANOVA: 4,128 p=0,97 (NS); Coefficiente di Correlazione: r=0,573; p=0,065; 
che significa Bassa Concordanza tra i valori con Differenza St.N.S.*. 

Sottraendo, invece, il 27,3% ai valori di W.B.: t-Student=0,75 (NS); χ2=0,005 
(Differenza Statisticamente Significativa) (S); ANOVA: 115,4 p=0,75 (NS). 

Coefficiente di Correlazione: r=0,745; p=0,054; che significa Moderata 
Concordanza tra i valori (NS)*. 

Se assumiamo, però, una significatività di 0,001***, i valori di differenza 
tra t-PA e W.B.-27,3% risultano tutti Statisticamente Non Significativi. Perciò 
si può utilizzare il valore di W.B. di PLT -27,3% per ottenere i valori di con-
ta per t-PA con sufficente appropriatezza statistica. 

Confrontando il metodo t-PA e l’emocromo -% di scostamento per WBC, 
abbiamo ottenuto che sottraendo il 22,74% ai valori di WB: t-Student=0,96 
(NS); χ2=0.000 (S); ANOVA: 23,69 p=0,96 (NS); Coefficiente di Correlazio-
ne: r=0,269; p=0,423; che significa Bassa Concordanza tra i valori (NS)*. 

Sottraendo, invece, il 38,82% ai valori di WB abbiamo: t-Student=0,98 
(NS); χ2=0,000 (NS); ANOVA: 1,84 p=0,98 (NS); 

Coefficiente di Correlazione: r=0,695; p=0,055; che significa Moderata 
Concordanza tra i valori (NS)*. 

Se assumiamo una significatività di 0.05*, i valori di differenza tra t-PA 
e W.B.-38.82% risultano Non Significativi con una Concordanza Moderata. 
Perciò si può utilizzare il valore di W.B. di WBC -38.82% per ottenere i valo-
ri di conta per t-PA con sufficente appropriatezza statistica.

L’esame a coppie di Wilcoxon tra t-PA e W.B.-38,82% è W=-2,0 p>0,054 
(NS); Test di Friedman p=1,000 (NS); 

Sono stati successivamente eseguiti sugli stessi pazienti (Kitamura et al. 
2018) [10] altri test per la conta con t-PA, W.B. e col Metodo di Sottrazione, 
i quali vengono riportati in Tabelle 3 e 4.
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Confrontando il metodo t-PA e l’emocromo -% di scostamento per PLT, 
abbiamo ottenuto che sottraendo il 20.43±21.44% ai valori di WB si riscontra: 
t-Student=0.83 (NS); χ2=0.000 (S); ANOVA: 155.9 p=0.83(NS); 

Coefficiente di Correlazione: r=0.92; p=0.000; il che significa Ottima 
Concordanza (S)****(tabella 2A). 

Confrontando il metodo t-PA e l’emocromo -% di scostamento per PLT, 
abbiamo ottenuto che sottraendo il 20,43±21,44% ai valori di WB si riscontra: 
t-Student=0,83 (NS); χ2=0,000 (S); ANOVA: 155,9 p=0,83(NS); 

Coefficiente di Correlazione: r=0,92; p=0,000; il che significa Ottima 
Concordanza (S)****(tabella 3). 

Confrontando, invece, il metodo t-PA e il Metodo di Sottrazione -% di 
scostamento per PLT, abbiamo ottenuto che riducendo del 19,69±21,88% i va-
lori ottenuti con Met.di Sottrazione si ha: t-Student=0,85 (NS); χ2=0,000 (S); 
ANOVA: 110,7 p=0,85 (NS); Coefficiente di Correlazione: r=0,92; p=0,000; il 
che significa un’Ottima Concordanza (S)****(tabella 3) (figura 2). Per il cal-
colo di PLT le differenze tra t-PA e W.B.-20,43% e t-PA e Met.Sottr.-19,69% 
si equivalgono. In tutti i casi il t-test e ANOVA dimostrano differenze stati-
sticamente Non Significative, mentre il χ2 dimostra differenze statisticamen-
te Significative insieme al Coefficiente di Correlazione. Se assumiamo, però, 
una significatività di 0,0001**** i valori di differenza risultano Non Significa-
tivi con una Concordanza Ottima. 

Poiché sono risultati valori di t-PA per alcuni superiori al valore di W.B., 
questi valori (in rosso) sono stati esclusi dal calcolo della deviazione percen-
tuale ottenendo una deviazione media di -25,09±20,42%. 

Confrontando il metodo t-PA e l’emocromo -% di scostamento per PLT, 
abbiamo ottenuto che sottraendo il 25,09±20,42% ai valori di WB: t-Stu-
dent=0,874 (NS); χ2=0,000 (S); ANOVA: 64,91 p=0,87(NS); Coefficiente di 
Correlazione: r=0,94; p=0,000; che significa Ottima Concordanza (S)**** 
(tabella 3). 

Confrontando, invece, il metodo t-PA e il Metodo di Sottrazione -% di 
scostamento per PLT, abbiamo ottenuto che riducendo del 24,31±21,02% ai 
valori del Met.di Sottrazione: t-Student=0,88 (NS); χ2=0,000 (S); ANOVA: 
52,4 p=0,89 (NS); Coefficiente di Correlazione: r=0,91; p=0,000; che signi-
fica Ottima Concordanza (S)**** (tabella 3). Per il calcolo di PLT le diffe-
renze tra t-PA e W.B.-25,09% e t-PA e Met.Sottr.-24,31% si equivalgono. In 
tutti i casi il t-test e ANOVA dimostrano differenze statisticamente Non Si-
gnificative, mentre il χ2 dimostra differenze statisticamente Significative insie-
me al Coefficiente di Correlazione. Se assumiamo, però, una significatività di 
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0,0001 **** i valori di differenza risultano Non Significativi con una Concor-
danza Ottima. 

Confrontando, inoltre, il metodo t-PA e l’emocromo -% di scostamento 
per WBC, abbiamo ottenuto che sottraendo il 45,9±16,67% ai valori di WB: 
t-Student=0,68 (NS); χ2=0,000 (S); ANOVA: 3344,0 p=0,59 (NS); Coeffi-
ciente di Correlazione: r=0,73; p=0,007; che significa Moderata Concordan-
za (S)*** (tabella 4).

Confrontando il metodo t-PA e il Metodo di Sottrazione -% di scosta-
mento per WBC, abbiamo ottenuto che riducendo del 34,35±16,67% ai valori 
del Met.di Sottrazione: t-Student=0,84 (NS); χ2=0,000 (S); ANOVA: 1413,0 
p=0,73(NS); Coefficiente di Correlazione: r=0,88; p=0,000; che significa Buo-
na Concordanza (S)****(tabella 4) (figura 2). Per il calcolo di WBC le dif-
ferenze tra t-PA e W.B.-45,9% e t-PA e Met.Sottr.-34,3% si equivalgono. In 
tutti i casi il t-test e ANOVA dimostrano differenze statisticamente Non Si-
gnificative, mentre il χ2 dimostra differenze statisticamente Significative insie-
me al Coefficiente di Correlazione. Se assumiamo, però, una significatività di 
0,001 *** i valori di differenza tra t-PA e WB-45,9% per WBC risultano Non 
Significativi con una Concordanza Moderata. Se, invece, assumiamo una si-
gnificatività di 0,0001 **** i valori di differenza tra t-PA e sottrazione-34,35% 
per WBC risultano Non Significativi con una Concordanza Buona.

Per questo confronto l’esame a coppie di Wilcoxon tra t-PA e W.B.-45,9% 
è risultato W=16,0 p>0,052 (NS); Test di Friedman p=0,564 (NS). 

Successivamente abbiamo sommato i valori ottenuti nelle Tabelle 2, 3 e 4 
esclusivamente per i valori di confronto tra t-PA e W.B. e i risultati ottenuti 
sembrerebbero i più validi Statisticamente (t-PA e WB-15,12±24,87% per PLT 
e tra t-PA e WB-34,12±28,2% per WBC) (tabella 9). 

Confrontando il metodo t-PA e l’emocromo -% di scostamento per PLT 
(tabella 9), abbiamo ottenuto che sottraendo il 15,12% ai valori di WB: t-Stu-
dent=0,93 (NS); χ2=0,000 (S); ANOVA: 10,45 p=0,953 (NS)*; Coefficiente 
di Correlazione: r=0,766; p=0,000, con Buona Concordanza tra i valori (S). 
Il t-test e ANOVA dimostrano differenze statisticamente Non Significative, 
mentre il χ2 dimostra differenze statisticamente Significative insieme al Coef-
ficiente di Correlazione. Se assumiamo una significatività di 0,0001 **** i va-
lori di differenza tra t-PA e W.B.-15,12% risultano tutti Non Significativi (fi-
gura 2) (tabelle 5, 7 e 10). Ciò significa che si può utilizzare il valore di WB di 
PLT - il 15,12% per ottenere i valori di conta per t-PA con sufficiente accura-
tezza statistica. 
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Confrontando il metodo t-PA e l’emocromo -% di scostamento per WBC 
(tabella 9), abbiamo ottenuto che sottraendo il 34,12% ai valori di WB: t-Stu-
dent=0,88 (NS); χ2=0,000; (S); ANOVA: 217,6 p=0,88 (NS)*; Coefficiente di 
Correlazione: r=0,47; p=0,022; che significa Scarsa Concordanza tra i valori 
(S). Il t-test e ANOVA e il Coefficiente di Correlazione dimostrano differen-
ze statisticamente Non Significative, mentre il χ2 dimostra differenze statisti-
camente Significative. Se assumiamo una significatività di 0,0001**** i valori 
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Tabella 5. Test di Significatività. Confidence Interval:95% per PLT.

Tabella 6. Test di Significatività. Confidence Interval:95% per WBC.

Tabella 7. Coefficiente di Correlazione per PLT.
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Tabella 8. Coefficiente di Correlazione per WBC.

Tabella 9. Confronto tra Metodo per conta con digestione t-PA ed Emocromo per WBC e PLT.

WBC conta x10^5/CGF PLT conta x10^7/CGF 

t-PA-di-
gerito

W.B. 
ematico

W.B-
t-PA

W.B.
-34,12±28.2%

t-PA-dige-
rito

W.B. 
ematico

W.B-t-
PA

W.B.
-15,12±24.87%

136.50 355.60 61.61 234.27 108.60 157.48 31.04 133.67

242.60 331.80 26.88 218.59 107.10 89.27 -19.97 75.77

314.00 400.00 21.50 263.52 91.10 100.80 9.62 85.56

310.00 376.00 17.55 247.71 90.20 116.80 22.77 99.14

312.00 583.20 46.50 384.21 132.80 261.63 49.24 222.07

184.00 287.00 35.89 189.08 81.70 152.60 46.46 129.53

112.20 249.80 55.08 164.57 126.20 141.75 10.97 120.32

431.80 342.00 -26.26 225.31 217.80 190.76 -14.17 161.92

451.50 343.20 -31.56 226.10 251.10 197.34 -27.24 167.50

205.00 378.00 45.77 249.03 76.30 96.60 21.01 81.99

401.30 337.50 -18.90 222.35 217.10 171.00 -26.96 145.14

112.20 350.00 67.94 230.58 126.20 155.00 18.58 131.56

136.50 426.30 67.98 280.85 108.60 132.50 18.04 112.47

242.60 380.00 36.16 250.34 107.10 117.80 9.08 99.99

401.30 667.30 39.86 439.62 217.10 228.40 4.95 193.87

431.80 616.00 29.90 405.82 217.80 245.60 11.32 208.47

451.50 592.80 23.84 390.54 251.10 248.50 -1.05 210.93

312.00 563.20 44.60 371.04 132.80 126.70 -4.81 107.54

314.00 410.80 23.56 270.64 91.10 104.60 12.91 88.78

184.00 420.80 56.27 277.22 81.70 100.70 18.87 85.47

126.50 385.40 67.18 253.90 34.10 108.20 68.48 91.84

205.00 469.20 56.31 309.11 76.30 136.60 44.14 115.95

290.40 462.00 37.14 304.37 80.40 144.90 44.51 122.99

274.29 422.95 34.12 278.64 Mean
±D.S

131.49 153.28 15.12 130.11

115.31 110.75 28.20 72.96 63.45 52.26 24.87 44.36
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di differenza tra t-PA e W.B.-34,12% risultano tutti Non Significativi. Poiché 
il confronto tra il metodo t-PA e W.B.-34,12% per WBC ha una Bassa Corre-
lazione al Coefficiente di Correlazione (r=0,47; p=0,022) con Differenza Sta-
tisticamente Significativa (figura 2) (tabelle 6, 8 e 10), si è proceduto a calco-
lare la significatività con i test di Wilcoxon e Friedman tra i valori di t-PA e 
W.B.-34,12%, W.B.-45,9% e W.B.-38,82%.

Sulla base del confronto con i test di Wilcoxon e Friedman si considera va-
lido Statisticamente il calcolo di W.B.-34,12% per WBC.

Da ciò si può dedurre che si può utilizzare il valore di WB di WBC - il 34,12% 
per ottenere i valori di conta per t-PA con sufficiente accuratezza statistica. 

4.5. Discussione

I concentrati piastrinici sono mezzi sicuri, affidabili e convenienti per accele-
rare la guarigione dei tessuti e migliorare l’efficienza della riparazione dei tes-
suti dopo una lesione. 

Le piastrine, la fibrina e i leucociti contenuti in essi agiscono, naturalmen-
te, in sinergia per promuovere la guarigione delle ferite e la rigenerazione dei 
tessuti. Il concetto di concentrato piastrinico per uso chirurgico è di moltipli-
care questo effetto di coagulazione/rigenerazione su un sito chirurgico o una 
ferita.

I concentrati piastrinici, compresi L-PRF e A-PRF, sono stati utilizzati, 
infatti, per procedure rigenerative in vari campi della medicina, tra cui l’o-
dontoiatria, la chirurgia plastica ricostruttiva e la dermochirurgia, per fornire 
concentrazioni soprafisiologiche di fattori di crescita autologhi direttamente 
ai tessuti ospiti. Questi fattori di crescita hanno dimostrato di essere chemio-
tattici per vari tipi di cellule, compresi monociti, fibroblasti, cellule endotelia-
li, cellule staminali Mesenchimali (MSC) e fibroblasti, creando microambien-
ti tissutali e influenzando direttamente la proliferazione e la differenziazione 
delle cellule progenitrici (Cellule staminali CD34+). 

L’effetto benefico delle membrane PRF nella guarigione delle ferite com-
plesse può essere spiegato con l’alta concentrazione di piastrine e leucociti in-
sieme al rilascio a lungo termine di fattori di crescita specifici.

È chiaro che i coaguli di fibrina ricchi di piastrine costituiscono un serba-
toio bioattivo. Pertanto, un ematocrito alto o un basso numero di piastrine, 
possono essere un fattore limitante ed è per questo che ulteriori ricerche sono 
necessarie per stabilire il numero ottimale di piastrine per la loro utilizzazio-
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ne clinica. Le citochine prodotte dalle piastrine e dai leucociti sono, quindi, 
una parte importante nel ruolo di questo biomateriale, ma sia la matrice di fi-
brina, che gli elementi contenuti in essa, sono responsabili del reale potenzia-
mento terapeutico del PRF. 

Fino ad oggi era quasi impossibile da contare e regolare il numero di pia-
strine nelle preparazioni di PRF prima del loro utilizzo clinico, in modo da 
metterlo in relazione al risultato per ogni paziente. Pertanto, il modo clinica-
mente più efficace per controllare la qualità dei risultati, era quello di utilizza-
re la regione di PRF più vicina al coagulo di RBC [3].

Tabella 10. Risultati ottenuti tra i metodi di conta con t-PA, Sottrazione e Simulazione.

Le piastrine attivate rilasciano un’intera gamma di chemiochine e pro-
muovono l’assunzione, l’adesione e la proliferazione di cellule staminali adul-
te, incluse le cellule progenitrici CD34-positive, le MSC, le progenitrici di 
SMC, e le progenitrici endoteliali. I leucociti presenti nella PRF non sono 
solo cellule infiammatorie, in quanto essi presentano anche effetti anti-noci-
cettivi attraverso diverse chemiochine, citochine antinfiammatorie (IL-4, IL-
10, IL-13) e peptidi oppioidi (β-endorfine, dimorfina-A ecc.) e quindi possono 
promuovere una inibizione clinicamente rilevante anche del dolore patologi-
co. Le quantità rilasciate di VEGF e TGF-β1 sono prodotte dai leucociti mas-
sicciamente. È stata rilevata una correlazione significativa tra numero di pia-
strine e rilascio di TGF-β1 (p=0,005) e di PDGF-BB (p=0,04).
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Wend et al. (2017) [11] ha mostrato che una diminuzione della velocità 
di centrifugazione del PRF porta a un numero maggiore di leucociti, linfo-
citi, neutrofili, monociti e piastrine in esso, rispetto al PRF generato a RCF 
(Forza centrifuga applicata) più alta. Pertanto, la quantità di fattore di cre-
scita e il rilascio di citochine dalle matrici PRF aumenta con la diminuzio-
ne delle forze RCF. Anche l’effetto pro-angiogenico di PRF è significativa-
mente maggiore quando viene utilizzato un PRF a basso-RCF rispetto al 
PRF con RCF alto e può essere correlato alla presenza di un gran numero 
di neutrofili e neutrofili extracellulari (NET) intrappolati che vengono ri-
lasciati, è stato quindi introdotto il concetto di bassa velocità di centrifuga-
zione (LSCC).

Le limitazioni, però, riscontrate nell’uso clinico di questi concentrati pia-
strinici solidi sono quindi:

1. a causa del fatto che la PRF è un prodotto autologo, la disponibilità di 
questo biomateriale in quantità maggiore è difficoltoso. Quindi, il suo 
utilizzo in procedure chirurgiche deve essere ben controllato;

2. il PRF possiede cellule immunitarie circolanti e molecole antigeniche 
che impediscono il suo uso come materiale allogenico, pertanto, vi è un 
aumentato rischio di trasmissione di agenti infettivi;

3. il numero di cellule (piastrine, leucociti e cellule staminali) contenute 
può essere molto variabile.

A questo punto della nostra conoscenza, tra i parametri importanti da te-
nere in considerazione abbiamo quindi: la concentrazione di piastrine, la con-
centrazione dei leucociti e la proporzione tra i vari tipi di leucociti. Per quan-
to riguarda la concentrazione di piastrine, dei leucociti e la loro formula, la 
loro influenza sull’effetto clinico dei concentrati piastrinici di seconda gene-
razione, deve ancora essere studiata con attenzione, in quanto la loro presen-
za più o meno abbondante può spiegare i risultati contraddittori che si sono 
osservati nei lavori pubblicati.

In una fase suggestiva della sperimentazione abbiamo, confrontato il meto-
do di conta Piastrinica e Leucocitaria con digestione t-PA proposto da Kawa-
se [10] con quello Statistico da noi proposto nel 2019 [12] i cui valori sono ri-
portati in tabella 1 abbiamo costruito sui valori ottenuti con i due metodi poi 
la Curva ROC (Relative Operating Characteristic) per PTL e WBC per valori 
ottenuti con t-PA dig e con W.B.-15,12% per PLT e -34,12% per WBC.
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Il cut-off considerato è rappresentato dalla media t-PA per PLT (131,49) e 
per WBC (274,29) (figura 4 A-B). 

Figura 4. Curva ROC per PTL (A) e WBC (B) per valori ottenuti con t-PA dig e con W.B.-
15,12% per PLT e -34,12% per WBC. Il cut-off è rappresentato dalla media t-PA per PLT 
(131,49) e per WBC (274,29).

Su questi valori sono stati calcolati, nell’ipotesi più semplice in cui si assu-
me che il “test aureo” fornisca risultati perfettamente corrispondenti alla ve-
rità, la Sensibilità (Se), la Specificità (Sp), il Valore Predittivo positivo (VP+), 
il Valore Predittivo negativo (VP-), la Proporzione di Falsi Negativi e la Pro-
porzione dei Falsi positivi (tabella 11). Abbiamo assunto quindi come “test au-
reo” quello risultato dalla conta con t-PA dig.
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Tabella 11. Tabella di contingenza per PLT. Il “Gold Standard” è stato considerato il test 
t-PA dig. 

Test Aureo PLT (t-PA dig)

M. N.M. Tot. Fuori Scala

Pos 4 2 6 0 Se=0.80 VP+=0.66

Neg 1 13 14 0 Sp=0.86 VP-=0.92

Tot 5 15 23 3 Prop.Falsi Neg=0.2 Prop.Falsi Pos=0.13

Test PLT (WB-15.12%)

M. N.M. Tot. Fuori Scala

Pos 6 2 8 0 Se=0.75 VP+=0.75

Neg 2 13 15 0 Sp=0.86 VP-=0.86

Tot 8 15 23 0 Prop.Falsi Neg=0.25 Prop.Falsi Pos=0.13

I risultati ottenuti hanno dimostrato per PLT una Sensibilità di 0.75 
(Gold Standard=0.80), Specificità di 0.86 (Gold Standard=0.86), per WBC 
una Sensibilità di 0.47 (Gold Standard=0.80), Specificità di 0.66 (Gold Stan-
dard=0.75). Inoltre un VP+ di 0.75 (Gold Standard=0.66), VP- di 0.86 (Gold 
Standard=0.92) per PLT. Un VP+ di 0.80 (Gold Standard=0.75), VP- di 0.30 
(Gold Standard=0.81) per WBC. La Proporzione dei Falsi Negativi è di 0.25 
per PLT (Gold Standard=0.2) e di 0.53 per WBC (Gold Standard=0.2). La 
Proporzione dei Falsi Positivi è di 0.13 per PLT (Gold Standard=0.13) e di 0.33 
per WBC (Gold Standard=0.25). 

4.6. Conclusioni

In questo studio si potrà dedurre che, riducendo del 34,35% il valore della 
conta delle Piastrine col metodo di sottrazione e del 15,12% al valore dall’E-
mocromo, e del 19,69% il valore della conta del Leucociti con Metodo per 
sottrazione e del 34,12% il valore dell’emocromo, si otterrà il valore ottenu-
to col metodo della digestione con t-PA con un sistema molto più semplice. 
Da questo studio si potrà quindi validare un sistema semplice e poco costoso 
per calcolare il numero preciso di piastrine e leucociti presenti nei concentrati 
piastrinici solidi auto compressi. Il presente studio ha dimostrato che è possi-
bile infatti, quantificare il numero di cellule nei biomateriali, un sistema cel-
lulare complesso per la presenza di piastrine, leucociti, cellule staminali ecc., 
utilizzando un metodo clinico applicabile in modo rapido (max 15 minuti) e 
sicuro (Metodo Statistico) [12, 16]. 
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Con ciò si potrà valutare quindi, il livello minimo/massimo di piastrine e 
leucociti utile per avere un risultato clinico nell’utilizzo dei Concentrati Pia-
strinici di Seconda Generazione. 

Altri studi sperimentali e clinici devono essere però condotti per fornire 
una migliore comprensione della diafonia tra il numero di piastrine, di leuco-
citi e i meccanismi che controllano la riparazione dei tessuti, caratterizzati da 
processi come il reclutamento di cellule con potenziale rigenerativo e la rego-
lazione dell’apoptosi/sopravvivenza cellulare.

Questa sperimentazione indica anche che si può utilizzare il valore di 
WB di PLT - il 15,12% per ottenere i valori di conta per t-PA con sufficien-
te accuratezza statistica con una Sensibilità di 0.75 vs 0.80 ed una Specifi-
cità di 0.86 vs 0.80, quindi molto simili al “Test Aureo”. Utilizzare invece 
il valore di WB di WBC - il 34,12% ha una Sensibilità ed una Specificità di 
molto inferiore al “Gold Standard” (Sensibilità di 0.47 vs 0.80, Specificità 
di 0.66 vs 0.75).
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capitolo v

LA FIBRINA RICCA DI PIASTRINE OTTIMIZZATA CON IL CONCETTO  
DI BASSA VELOCITÀ DI CENTRIFUGAZIONE (LSCC)

RILASCIO DEI FATTORI DI CRESCITA,  
BIOCOMPATIBILITÀ E RISPOSTA CELLULARE

5.1. Introduzione

La centrifugazione è una tecnica ampiamente utilizzata per separare un mi-
scela biologica all’interno di una fase liquida. I principi di questa tecnica si 
basano sull’uso della forza centrifuga, che è una forza molto più intensa della 
gravità. Durante la centrifugazione, forze diverse interagiscono e influenzano 
le particelle in movimento all’interno del liquido, inclusa la forza centrifuga, 
la forza di gravità e la forza di trascinamento delle cellule. Questo processo si 
traduce in una migrazione delle particelle che dipende dalla loro dimensione, 
densità e massa. Perché la centrifugazione dipende dal peso e dalla densità del-
le cellule, una maggiore RCF (Forza di Centrifugazione Relativa) può essere 
il motivo per una sedimentazione della maggioranza delle piastrine nella por-
zione inferiore del coagulo secondo la formula della loro densità e dimensio-
ne, come osservato nel L-PRF. La diminuzione del RCF permette alle piastri-
ne di separarsi dai globuli rossi e diventare equamente distribuite all’interno 
della rete di fibrina. L’efficacia dei coaguli di PRF con basso numero di pia-
strine e loro distribuzione non uniforme può avere una minore influenza su-
gli esiti clinici rispetto ai coaguli con un numero di piastrine uniformemente 
distribuito e potenziato perché il coagulo applicato potrebbe avere un’attivi-
tà biologica non uniforme e quindi un ridotto rilascio dei fattori di crescita.

Le Matrici a base di PRF includono varie matrici di cellule infiammatorie, 
come piastrine e leucociti, in combinazione tra loro con varie proteine plasma-
tiche incorporate in una rete di fibrina (figura 1) [1]. I componenti delle matrici 
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a base di PRF sono noti per svolgere un ruolo importante durante il processo di 
guarigione delle ferite. Le piastrine sono le prime cellule che si riscontrano nel-
la sede di un infortunio. Oltre al loro ruolo all’interno dell’emostasi, le piastri-
ne hanno un potenziale infiammatorio, compreso il reclutamento di ulteriori 
cellule infiammatorie, come neutrofili e macrofagi, e la promozione dell’angio-
genesi e la riparazione dei tessuti [2, 3]. In questo contesto, le piastrine sono in 
grado di esprimere una serie di molecole di segnalazione biologicamente attive 
e fattori di crescita, come il fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), 
il fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF) e il fattore di crescita trasfor-
mante beta (TGF-β). Questi fattori di crescita sono essenziali per la vascolariz-
zazione e la formazione di nuovi tessuti [2, 4]. Inoltre, le piastrine contengono 
granuli con citochine, chemochine e altri mediatori infiammatori che sono rila-
sciati dopo l’aggregazione piastrinica per migliorare l’emostasi e attivare e reclu-
tare cellule nel luogo dell’infiammazione [5]. 

Uno studio sistematico condotto da Choukroun e Ghanaati (2017) ha 
dimostrato l’influenza della riduzione della forza di centrifugazione relativa 
(RCF), sul numero di leucociti e di piastrine, nonché il loro ruolo nel rila-
scio dei fattori di crescita nelle matrici fluide a base di PRF (i-PRF) seguen-
do il concetto di bassa velocità di centrifugazione (LSCC), ciò indica che la 
riduzione del valore di RCF aumenta il numero di cellule e il rilascio dei fat-
tori di crescita all’interno di matrici basate sulla PRF [6, 7]. La distribuzione 
delle piastrine nelle matrici basate su PRF, identificate con Colorazione im-
munoistochimica con anticorpi CD-61, è stata condotta da El Bagdadi e al. 
(2017) [8] (figura 2) per determinare la distribuzione piastrinica in sezioni tra-
sversali di tre matrici basate sulla PRF. La distribuzione piastrinica è stata va-
lutata in relazione alla posizione nel coagulo. Le piastrine formano accumuli 
all’interno di tutti e tre i coaguli. Il L-PRF, che è stato preparato con un alto 
RCF (2400 rpm, 708 g, per 12 min) ha mostrato un diverso schema di distri-
buzione in base alla localizzazione. Le porzioni superiori (C) e centrale (B) del 
coagulo hanno mostrato solo poche piastrine, mentre la maggior parte delle 
piastrine sono state distribuite nella parte inferiore (A) della L-PRF (figura 1). 

Al contrario, A-PRF+, che viene preparato con un ridotto RCF (1300 rpm, 
208 g, per 8 min), presenta un diverso schema di distribuzione. Le piastrine 
sono disperse all’interno di tutto il coagulo. A-PRF+ con un ridotto RCF e 
ridotto tempo di centrifugazione ha visualizzato un modello di distribuzione 
piastrinica uniforme all’interno del coagulo (figure 2, 3).

I risultati del lavoro di El Bagdadi et al. hanno rivelato un continuo rila-
scio dei fattori di crescita VEGF, TGF-β1 e EGF nel corso del tempo di stu-
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dio (figura 4) e sono state dimostrate differenze statisticamente significative 
tra i protocolli di preparazione di L-PRF e A-PRF+. 

Uno dei più potenti stimolanti l’angiogenesi è il fattore di crescita endote-
liale vascolare (VEGF). 

A-PRF+ rilascia molto più VEGF che L-PRF il giorno 7 (figura 4). Que-
sti risultati sono probabilmente legati alla struttura specifica della fibrina e al 
modello di distribuzione cellulare di A-PRF+. 

Il VEGF svolge un ruolo fondamentale nella guarigione delle ferite e nella 
rigenerazione dei tessuti promuovendo la vascolarizzazione e nuova formazione 
di vasi sanguigni [9, 10]. L’emissione potenziata di VEGF da parte di A-PRF+ 
potrebbe portare a maggiori benefici nella rigenerazione e nella vascolarizzazio-
ne e fornire così un apporto di sostanze nutritive per sostenere la guarigione del-
la ferita e migliorare il modello di rigenerazione guidata da biomateriali. Il ri-
lascio di TGF-β1 nel A-PRF+ indica i valori massimi di rilascio nel giorno 7, e 
sono significativamente più elevati se si confrontano A-PRF+ e L-PRF.

TGF-β1 è essenziale per la guarigione delle ferite [11]. Sono state, infat-
ti, osservate ferite croniche avere una minore espressione dei recettori TGF-β 
[12]. Così, le matrici PRF con un maggiore rilascio di TGF-β1, come è il caso 
di A-PRF+, potrebbero avere una maggiore influenza sulla guarigione delle le-
sioni come catalizzatore delle fasi della riparazione della ferita. Inoltre, questo 
fattore di crescita è noto per stimolare la migrazione dei fibroblasti, migliora-
re la sintesi di collagene e promuovere l’angiogenesi [12]. Tutte queste carat-
teristiche sono essenziali nel processo di rigenerazione basata su biomateria-
li. Di conseguenza, le matrici basate su PRF come ulteriore aggiunta autologa 
di cellule infiammatorie e fattori di crescita, potrebbe essere promettente nel 
campo della rigenerazione guidata dei tessuti e dell’osso (GTR e GBR), in cui 
i biomateriali dovrebbero fornire un ponteggio e sostenere la rigenerazione 
nell’area del difetto. 

Figura 1. Membrane L-PRF 0 min after compression (hematoxylin-eosin staining). (A) III 
proximal 60× fibrin on the right, the center lymphocytes, erythrocytes, and granulocytes neu-
trophils on the left; (B) average III 25× pattern of fibrin; (C) III distal 60× pattern fibrin (Cri-
sci A. et al. 2017).
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Il rilascio di EGF risulta generalmente più elevato nel gruppo A-PRF+ ri-
spetto al L-PRF. Statisticamente differenze molto significative sono state rile-
vate quando si confronta A-PRF+ con L-PRF dopo 24 ore. 

EGF è stato descritto come promotore della crescita cellulare [13], aumen-
tando la migrazione dei cheratinociti, inibendo l’apoptosi in condizioni di ipos-
sia [14], e stimolando il supporto alla riepitelizzazione e alla guarigione della pel-
le [15]. Inoltre, EGF supporta il processo di guarigione delle ferite croniche [15], 
la non guarigione delle ferite croniche e delle ulcere, che sono, per esempio, os-

Figura 2. CD-61 immunohistochemical analysis of A-PRF+ according to the different re-
gions. a1, a2 upper portion; b1, b2 middle portion; c1, c2 lower portion (a1, b1, c1 total scan 
sections; ×100 magnification, scale bar 500 μm). a2, b2, c2 Show the distribution pattern of 
platelets (yellow arrows) in higher magnification (f fibrin; b buffy coat; ×400 magnification; 
scale bar 20 μm) (El Bagdadi et al. 2017).
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servate in pazienti diabetici, sono dovute alla mancanza dei necessari fattori di 
crescita capaci di mantenere il processo di guarigione [15]. 

Vengono mostrate sezioni delle regioni (Reg.) 2, 4 e 6, colorate con HE. 
Le frecce indicano la direzione della forza centrifuga. I margini superiori del-
la membrana PRF, a cui sono attaccate le cellule del sangue e le proteine del 
siero, rappresentano la regione rivolta verso la parete interna della provetta 
(Tsujino T. et al. 2019).

Figura 3. Distribuzione piastrinica in matrice PRF preparata usando provette di vetro per 
A-PRF+ mediante centrifugazione a bassa (A: 700 rpm per 14 minuti) e alta velocità (B: 
30 s, accelerazione; 2 min, 692 × g; 4 min, 547 × g; 4 min, 592 × g; 3 min, 855 × g; 36 s, 
decelerazione). 
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Figura 4. Statistical analysis of the growth factor releases by time points as the mean ± stan-
dard deviation for PRF and A-PRF+. VEGF, TGF-β1 release, EGF release, (*p < 0.05), (***p 
< 0.0005), (****p < 0.0001). 

5.2. Discussione

Questi gruppi di pazienti possono trarre beneficio dall’applicazione di matri-
ci di PRF come sistema di somministrazione autologa di farmaci. Inoltre, la 
valutazione immunoistochimica indica uno schema di distribuzione unifor-
me delle piastrine in tutte le regioni del coagulo nel caso di A-PRF+ (figura 
2), mentre nel caso di L-PRF, la maggior parte delle piastrine sono situate nel-
la parte inferiore del coagulo (figura 1). Questi risultati sono, secondo El Ba-
gdadi et al., correlati all’LSCC (basso livello di velocità di centrifugazione), 
indicando che nella riduzione della velocità di centrifugazione, l’RCF appli-
cata aumenta il numero di cellule infiammatorie e di piastrine, nonché il ri-
lascio dei fattori di crescita rispetto alle matrici di L-PRF [1]. Queste osserva-
zioni evidenziano l’influenza della riduzione di RCF, cioè da L-PRF (708 g) 
a A-PRF+(208 g) sulla distribuzione piastrinica, correlando così come prece-
dentemente dimostrato il conteggio automatizzato delle cellule che indica un 
numero significativamente maggiore di piastrine nelle matrici PRF preparate 
con un RCF basso rispetto ad un’applicazione con alto RCF. Un preceden-
te studio immunoistochimico ex vivo di Ghaanati et al. (2014) ha dimostrato 
il modello di distribuzione nel PRF e A-PRF, che ha incluso, in aggiunta alle 
piastrine, una vasta gamma di cellule infiammatorie che fisiologicamente esi-
stono all’interno del sangue periferico, come ad esempio i leucociti, compresi 
i neutrofili, i monociti e i linfociti [1]. Queste cellule, in particolare le piastri-
ne e i granulociti neutrofili, contribuiscono alla neoangiogenesi e alla libera-
zione di VEGF [16]. Inoltre, le piastrine sono le cellule primarie secernen-
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ti EGF e TGF-β1 [17]; quindi, la presenza numerosa all’interno delle matrici 
basate sulle PRF è una possibile spiegazione per il rilascio dei fattori di cresci-
ta osservati. Queste cellule sono essenziali per la guarigione delle ferite e la ri-
generazione dei tessuti [18]. Nello studio di El Bagdadi et al. (2017), la cineti-
ca di rilascio ha mostrato un maggiore rilascio del fattore di crescita nel corso 
del tempo di studio e al massimo al giorno 7 per VEGF e TGF-β1, così come 
un aumento del rilascio del fattore di crescita a 24 ore nel caso di EGF (figura 
4). Sulla base del rilascio dei fattori di crescita e della cinetica dimostrata qui, 
si può supporre che il modello di rilascio dei fattori di crescita all’interno del-
le varie matrici basate su PRF è un rilascio attivo da cellule viventi all’interno 
dei diversi coaguli di PRF, che molto probabilmente hanno sperimentato l’a-
poptosi durante il periodo di studio, se i 10 giorni riflettono la riduzione del 
rilascio del fattore di crescita rispetto al giorno 7 in tutti i gruppi e per tutti i 
fattori di crescita. Inoltre, i leucociti e l’interazione piastrinica tramite cross-
talk cellulare sono stati descritti nella rigenerazione ossea. In questo contesto, 
l’elevato potenziale di rigenerazione di matrici avanzate a base di PRF potreb-
be essere utile in vari tipi di applicazioni cliniche, come il miglioramento del-
la rigenerazione in modelli di biomateriali in termini di GTR e GBR. Inoltre, 
biomateriali autologhi di biologizzazione che utilizzano matrici PRF-based 
possono migliorare il modello di rigenerazione in difetti di grandi dimensio-
ni, dei tessuti molli e ossei per catalizzare la guarigione della ferita e la rige-
nerazione. Lo studio eseguito da El Bagdadi et al. dimostra che l’applicazione 
dell’LSCC, diminuendo l’RCF si traduce in un significativo maggiore rilascio 
di VEGF, TGF-β1 e EGF. In particolare, il rilascio accumulato nell’arco di 10 
giorni di TGF-β1 e EGF, il rapporto tra la riduzione di RCF e il rilascio dei 
fattori di crescita (figura 4). Quindi, le membrane di A-PRF+, hanno visualiz-
zato comparabili risultati che sono stati significativamente più elevati rispetto 
alle membrane di L-PRF, che è stato preparato con un RCF più di tre volte 
superiore. Queste osservazioni sottolineano il fatto che l’applicazione del me-
todo LSCC è utile per modificare e ottimizzare le PRF solide. I vari profili di 
rilascio delle PRF valutate sulla base di matrici di PRF possono anche essere 
una conseguenza del diverso tipo di fattore di crescita che lega affinità con la 
fibrina. È stato dimostrato che i fattori di crescita, come il VEGF, hanno una 
alta affinità a legarsi al fibrinogeno e alla fibrina in modo che questi fattori 
sono rilasciati in modo sostenuto. Queste informazioni sono riflesse nei risul-
tati attuali, mostrando il rilascio del VEGF notevolmente aumentato il gior-
no 7 nel caso di A-PRF+. Per contro, il EGF è rilasciato in alta concentrazio-
ne ad un punto di tempo molto precoce (24 ore). Una spiegazione di questa 
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osservazione può essere la bassa vincolante affinità del EGF alla fibrina e al fi-
brinogeno [19]. Un’altra spegazione può essere la struttura delle matrici ba-
sate sulle PRF. A-PRF+, infatti, mostra una struttura più porosa della L-PRF 
[1]. È possibile che una struttura più porosa, come in A-PRF+, è uno dei mo-
tivi per cui si verifica un maggiore rilascio del fattore di crescita [1]. Così, ri-
mane discusso se il rilascio dei fattori di crescita sia correlato alle proprietà fi-
siche specifiche della rete fibrinica o alle cellule infiammatorie e alle piastrine 
incluse, o una combinazione di entrambi. 

I coaguli di PRF, nello studio di El Bagdadi, non sono stati compressi o 
manipolati, ma comunque hanno prodotto la grande quantità di fattori di 
crescita. 

Figura 5. A Number of leukocytes within the different experimental PRF-based matri-
ces (i-PRF). B Number of platelets within the different experimental PRF-based matrices 
(i-PRF) (Choukroun and Ghanaati, 2017).

Utilizzando specifici protocolli sperimentali di centrifugazione, che era-
no modifiche sistematiche del descritto primo PRF, Choukroun e Ghanaati 
(2017) hanno generato matrici a base di PRF fluida (i-PRF) con diverse pro-
porzioni di piastrine e leucociti. Inoltre è stata dimostrata, anche in questo 
caso, una relazione tra la riduzione del RCF e il rilascio dei fattori di cresci-
ta. I dati attuali forniscono nuove informazioni sul potenziale del processo di 
centrifugazione nel generare diversi quantità totali di cellule e diversi livelli di 
rilascio di fattori di crescita all’interno dello stesso volume di sangue, solo in 
relazione all’ammontare dell’esposizione a specifici RCF. Tre protocolli speri-
mentali sono stati stabiliti con un tempo di centrifugazione costante (8 min) 
per concentrarsi sull’impatto della RCF su varie gamme, tra cui alta, media 
o bassa nell’ambito della produzione di un i-PRF (PRF iniettabile) (figure 
5,6). L’adattamento dello spettro di RCF (710-44 g) in base al primo proto-
collo PRF descritto [7], Choukroun e Ghanaati hanno eseguito una riduzio-
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ne sistematica dell’RCF con una riduzione di quattro volte dell’RCF per ogni 
protocollo (I-III) come conseguenza del dimezzamento graduale dei giri/min. 
La conta cellulare automatizzata mediante citometria a flusso è stata esegui-
ta nello studio di Choukroun e Ghanaati, per determinare il numero totale 
di leucociti e di piastrine. I risultati hanno mostrato che la RCF in diminu-
zione fino al 16 volte meno rispetto al primo PRF descritto, ha portato ad un 
significativo aumento del numero di leucociti e piastrine all’interno del nu-
mero di giri utilizzato per generare Matrici PRF. Il primo protocollo-I (710 
g, 2400 rpm) ha mostrato il più basso numero rilevabile di leucociti e piastri-
ne nei campioni testati (figura 4). È interessante notare che la riduzione del-
la RCF nel protocollo-II (177 g, 1200 rpm) ha portato ad un risultato signifi-
cativamente più alto del numero di leucociti e piastrine rispetto al protocollo 
con 710 g. Inoltre, la seconda fase di riduzione del RCF verso il protocollo-III 
(44 g, 600 rpm) ha rivelato un ulteriore significativo aumento del numero to-
tale dei leucociti e delle piastrine, con il più alto valore rispetto a tutti gli al-
tri gruppi. Questi dati sottolineano che le riduzioni della RCF contribuiscono 
ad un chiaro e significativo aumento del numero di leucociti e delle piastrine 
nelle gamme di RCF inferiori (177-44 g) (figura 5). 

I risultati di Choukroun e Ghanaati sulla i-PRF suggeriscono che la massa, 
la dimensione e la gamma di densità dei leucociti e di piastrine richiedono un 
basso RCF, che è sufficiente per separarli dal resto dei componenti del sangue, 
pur non causando aggregazione sul fondo della provetta utilizzata (figura 6). 

I leucociti sono anche noti per essere coinvolti nella comunicazione tra i 
precursori di cellule mesenchimali per quanto riguarda la formazione delle 
ossa [13-20]. Di conseguenza, senza leucociti, una sofisticata comunicazione 
cellula-cellula per la rigenerazione dei tessuti non è possibile. Inoltre, le pia-
strine sono note per ospitare potenti fattori di crescita tra i quali i fattori di 
crescita derivati dalle piastrine (PDGF) per la rigenerazione di tessuti come 
il fattore di crescita endoteliale vascolare (VEGF) e il fattore di crescita tra-
sformante-beta (TGF-β) [21, 24], che può essere rilasciato solo dopo un’ag-
gregazione piastrinica. Inoltre, le piastrine non sono gli unici attori nella ri-
generazione tissutale, ma richiedono la presenza di leucociti per una migliore 
performance nelle loro capacità verso la rigenerazione tissutale. La riduzione 
della RCF applicata si traduce, quindi, in una chiara maggiore tendenza alla 
concentrazione dei fattori di crescita (figura 6). Così, i fattori di crescita deter-
minati quali VEGF e TGF-β1 sono stati più bassi nel protocollo a 710 g, che 
è stato preparato all’interno dell’alta gamma di RCF. Tuttavia, la riduzione 
di RCF verso la gamma media di RCF ha portato ad un significativo aumen-
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to delle concentrazioni di VEGF e TGF-β1 nel protocollo a 177 g. Un’ulte-
riore riduzione di RCF ha mostrato al più alto livello di VEGF e TGF-β1 nel 
protocollo a 44 g all’interno dello spettro inferiore di RCF. Questa osserva-
zione è stata evidenziata sia a 1 che a 24 ore (figura 6). Questi risultati sono in 
correlazione con il risultati ottenuti aumentando il numero di piastrine e leu-
cociti. In questo contesto, l’aumento della concentrazione del fattore di cre-
scita all’interno degli intervalli di RCF medio e basso è probabilmente legato 
all’aumento del numero di piastrine e leucociti, in quanto queste cellule sono 
importanti fonti di fattori di crescita. Inoltre, potrebbe essere che applicando 
un RCF elevato non si ottiene solo un numero inferiore di piastrine e leuco-
citi, ma si influenza anche la capacità di queste cellule di rilasciare i fattori di 
crescita. Di conseguenza, il miglioramento delle concentrazioni dei fattori di 
crescita all’interno delle matrici fluide a base di PRF riflette il miglioramen-
to della capacità rigenerativa delle matrici a base di PRF liquido come serba-
toio di fattori di crescita autologhi. Il VEGF è una delle molecole di segnala-
zione più importanti per la neoangiogenesi, che è altamente richiesta durante 
la guarigione delle ferite [25]. Inoltre, TGF-β1 contribuisce alla rigenerazione 
dei tessuti, al reclutamento di cheratinociti, soprattutto nelle prime fasi della 
guarigione della ferita. 

 

Figura 6. VEGF and TGF-b1 concentration within the different experimental PRF-based 
matrices (i-PRF) 1 h after clotting and concentration within the different experimental 
PRF-based matrices 24 h after clotting (Choukroun and Ghanaati, 2017). A destra Provetta 
per la produzione di i-PRF.
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5.3. Conclusioni

Ad oggi non ci sono dati che indichino quanti leucociti o piastrine all’interno 
delle matrici basate su PRF sono sufficienti per avere la migliore condizione fi-
siologica possibile secondo cui può essere generata una condizione ottimale per 
la guarigione della ferita o una base per il successo della rigenerazione dei tes-
suti molli e delle ossa. I risultati degli studi di El Bagdadi et al. e di Choukroun 
e Ghaanati, evidenziano tuttavia, che la riduzione della RCF potrebbe essere 
un’applicazione clinica per adattare la quantità di leucociti all’interno dei con-
centrati ematici derivati dalla PRF in base all’indicazione del fabbisogno. Sulla 
base dei dati attuali, alla base della riduzione di RCF in matrici PRF arricchite 
di leucociti e piastrine e il rilascio di fattori di crescita potenziati, è stato ipo-
tizzato il cosiddetto LSCC, che può essere utilizzato per generare anche matri-
ci fluide di PRF, arricchite con cellule e plasma-proteine del sangue periferico 
come fonte autologa per una rigenerazione tissutale intelligente nell’ingegneria 
dei tessuti complessi. In un ambiente clinico, c’è la necessità di aumentare la ri-
generazione potenziale di materiali sostitutivi dell’osso o di biomembrane. Que-
sto potrebbe essere ottenuto con l’aggiunta di tessuto autologo ai sistemi liquidi 
per l’ingegneria. Di conseguenza, la plastica presente nelle provette (i-PRF tu-
bes) e la riduzione di RCF è consentita per la generazione di una matrice a base 
di PRF liquido iniettabile (i-PRF) senza l’uso di anticoagulanti. Questo i-PRF, 
preparato secondo la LSCC, è altamente arricchito con piastrine, leucociti e fat-
tori di crescita, e potrebbero fornire un beneficio significativo nel processo di ri-
generazione. Recentemente, è stato dimostrato che, l’aggiunta di soli monoci-
ti isolati dal sangue periferico, contribuisce ad aumentare la vascolarizzazione in 
vivo dell’osso sintetico in materiali sostitutivi [26]. Di conseguenza, guardando 
al PRF come un complesso sistema “fisiologico”, che può essere generato con 
una centrifugazione a un tempo, si presume che questo sistema può essere arric-
chito di monociti e di tutte le altre sostanze e di cellule. Questo sistema potreb-
be quindi essere in grado di contribuire ad una migliore condizione di guarigio-
ne della ferita con una maggiore vascolarizzazione, pur rimanendo all’interno 
della nicchia specifica per la cellula. Questi dati sottolineano che le matrici ba-
sate su PRF fluide, ottenute con RCF ridotto, possono essere utilizzate per ren-
dere funzionali i biomateriali mediante una fonte autologa, cioè i concentrati di 
sangue periferico per promuovere la rigenerazione dei tessuti. I lavori ex vivo di 
El Bagdadi (2017) hanno dimostrato che controllare l’RCF all’interno di matri-
ci solide basate su PRF (A-PRF+) fa aumentare la distribuzione cellulare e au-
menta il numero di granulociti neutrofili, come sottogruppo di leucociti all’in-
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terno del coagulo di PRF avanzata [11]. Tuttavia, sono necessari studi ulteriori 
per mostrare il ruolo della riduzione della RCF sul numero di cellule e sul rila-
scio dei fattori di crescita in matrici PRF solide. La composizione del sangue è 
specifica e individuale secondo un particolare donatore. Tuttavia, i valori lega-
ti al donatore all’interno delle diverse matrici basate su PRF sono approssima-
tivamente simili in tutti i gruppi per quanto riguarda la distribuzione di pia-
strine e leucociti. Questi risultati indicano che prima di tutto le matrici basate 
su PRF sono sistemi riproducibili e applicabili individualmente indipendente-
mente dalle caratteristiche del donatore. In secondo luogo, i risultati stabilisco-
no anche la riproducibilità dell’LSCC in vari tipi di campioni di sangue quan-
do si confrontano i diversi donatori. I dati dimostrano che è possibile applicare 
il LSCC per l’arricchimento dei concentrati di sangue con piastrine, leucociti e 
fattori di crescita. La combinazione di leucociti e piastrine gioca un ruolo im-
portante nella rigenerazione dei tessuti. Così, la capacità di controllare il conte-
nuto di cellule all’interno del fluido derivato dal sangue a base di matrici PRF, 
cambiando solo le impostazioni di centrifugazione, come ad esempio il numero 
di giri, vale a dire, cambiando l’esposizione ad una specifica RCF, potrebbe ser-
vire come un passo prezioso per avere una medicina diffusa e clinicamente ap-
plicabile a livello cellulare di ingegneria dei tessuti. In questo modo, utilizzando 
l’RCF come strumento per controllare il numero di cellule incluse, potrebbe es-
sere utilizzato per adattare il protocollo di preparazione alle esigenze specifiche 
di singoli pazienti secondo le indicazioni cliniche. 

Sulla base delle ricerche attuali, il LSCC aiuta a mostrare che il numero 
di diversi componenti del sangue responsabile della rigenerazione dei tessu-
ti, cioè delle piastrine, dei leucociti e dei fattori di crescita, possono essere se-
lettivamente arricchiti dall’applicazione di un sistema clinicamente applicabi-
le attraverso un singolo parametro all’interno del processo di centrifugazione. 

Considerando, infatti, la complessità dell’isolamento delle cellule e del-
la loro coltivazione nei laboratori in condizioni sterili, il sistema PRF incar-
na uno strumento relativamente semplice per influenzare il numero di queste 
cellule. In questo contesto, ulteriori studi clinici sistematici in vivo che valuta-
no i benefici di questo sistema, cioè, migliorando la capacità di rigenerazione 
autologa, sono necessari per valutare la correlazione tra l’arricchimento cellu-
lare e il miglioramento del potenziale di rigenerazione dei tessuti e la guari-
gione delle ferite. 

Studi clinici controllati sono essenziali per valutare il potenziale di rigene-
razione di A-PRF+ e di i-PRF e a stabilire la misura in cui una distribuzione 
omogenea di piastrine e un maggiore rilascio dei fattori di crescita in aggiun-
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ta alla struttura porosa contribuirà a migliorare la guarigione della ferita. Inol-
tre, la rigenerazione potenziale delle matrici basate sulle PRF può anche essere 
correlata all’età del donatore. Pertanto, può essere che, poiché l’età dei dona-
tori aumenta, viene rilasciato meno fattore di crescita e viceversa. Inoltre sono 
necessari studi che dimostrino in che misura i livelli più elevati o intervalli di 
RCF inferiori rispetto allo spettro attualmente indagato, può avere su even-
tuali ulteriori benefici per quanto riguarda le cellule e l’accumulo dei fattori 
di crescita all’interno delle matrici fluide di PRF. Così, la riduzione del RCF 
può essere utilizzata come “strumento” per generare matrici fluide a base di 
PRF arricchite con leucociti e piastrine. 

Questo fenomeno è di alto livello scientifico e rilevanza clinica, in quanto i 
leucociti sono uno dei principali motori della rigenerazione dei tessuti molli e 
dell’osso contribuendo al rilascio dei fattori angiogenici e linfogenici responsa-
bili per il cross-talk cellulare nel processo di rigenerazione dei tessuti [27].
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capitolo vi

L’EFFETTO ANTIMICROBICO IN VITRO DEL L-PRF  
(LEUKOCYTE AND PLATELET-RICH FIBRIN) E DEI SUOI DERIVATI

A-PRF (ADVANCED PLATELET-RICH FIBRIN), I-PRF 
(INJECTABLE PLATELET-RICH FIBRIN)

6.1. Introduzione

A differenza delle cellule isolate, la PRF è un sistema complesso che include 
piastrine umane, leucociti e proteine plasmatiche all’interno di una matrice di 
fibrina. Questi componenti di cui sopra sono elementi chiave nella guarigio-
ne delle ferite e nella rigenerazione dei tessuti. 

Le piastrine sono state storicamente sottostimate per il loro contributo an-
timicrobico a difesa dell’ospite. Quando sono stimolate da microrganismi o 
agonisti generati nella sede dell’infezione, le piastrine rilasciano una serie di 
peptidi antimicrobici potenti. Sulla base di queste osservazioni, le piastrine 
sono attualmente ritenute contribuire significativamente alla difesa antimi-
crobica dell’ospite.

Studi di Blair e Flaumenhaft (2009) [1] non più recenti hanno indicato che 
le piastrine sono prodotte in vivo tramite la formazione di pro-piastrine e che 
gli α-granuli vengono trasportati da megacariociti su fasci di microtubuli. Gli 
organuli si muovono ad una velocità di 0,1-2 µ/min in quella che sembra es-
sere una direzione casuale.

Gli α-granuli contengono anche un arsenale di proteine microbicide tro-
vate nelle piastrine di mammifero. Anche se le piastrine hanno indiscutibi-
li proprietà antimicrobiche [2], a causa di agenti patogeni virulenti come lo 
Staphylococcus aureus, generalmente si verifica: (1) l’adesione dei patogeni 
ematogeni alle superfici endoteliali normali; (2) espressione di agonisti e/o li-
gandi che promuovono la deposizione di piastrine e la formazione della ma-
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trice piastrine-fibrina; e (3) l’ulteriore deposizione di piastrine circolanti in 
risposta ad agonisti (ad esempio, TXA2, ADP e PAF [platelet activating fac-
tor]), o ligandi (ad esempio, GPIIb-IIIa) associata con l’attivazione piastrini-
ca (figura 1). 

Come fagociti professionali, il citoplasma delle piastrine è prevalentemen-
te composto da granuli che contengono molecole bioattive. Le Piastrine e i 
fagociti effettori del sistema immunitario, come i neutrofili e i monociti con-
dividono anche antigeni di superficie comuni. Questi includono P-selectina 
(GMP-140), il recettore FcyRII 40 kD, il recettore per le IgE, la FCe, la pro-
teina C-reattiva, e il recettore per la trombospondina CD36 (piastrinico GP-
IV). Le piastrine sono anche note per esprimere il recettore CR3 del comple-
mento e rispondere a citochine quali TNF-α, IL-1 e IL-6 in modo simile ai 
leucociti. Questi rapporti suggeriscono che le piastrine possiedono caratteri-
stiche strutturali e funzionali che facilitano il loro ruolo nella difesa antimi-
crobica dell’ospite. Possono interiorizzare i microrganismi in vacuoli simili ai 
fagosomi e sono in grado di generare molecole ossidanti e radicali liberi come 
anione superossido, perossido di idrogeno, radicali idrossilici, ossigeno singo-
letto e lipoperossidi producendo quindi metaboliti dell’ossigeno citotossici. 

Le piastrine interagiscono con i batteri direttamente e attraverso una va-
rietà di mediatori ligandi. Il fatto che le piastrine di mammifero interagisco-
no direttamente o indirettamente con i batteri patogeni è stato ben definito 
sia in vitro che in vivo. La sequenza di eventi nell’interazione piastrine-batte-
ri procede attraverso quattro fasi distinte: il contatto, il cambiamento di for-
ma, l’aggregazione precoce e l’aggregazione irreversibile. Nel corso di questo 
processo, le piastrine che interagiscono fisicamente con cellule batteriche che 
cambiano da cellule discoidali lisce in cellule ameboidi con presenza di pseu-
dopodi pleiomorfici (figura 2). Questo cambiamento di forma generalmen-
te corrisponde con l’inizio dell’aggregazione piastrinica. La stimolazione bat-
terica comporta anche cambiamenti all’interno delle piastrine. Ad esempio, 
in coincidenza con il cambiamento della forma, microtubuli legati a batteri 
si organizzano e migrano verso l’interno dal perimetro delle piastrine. Questa 
migrazione comporta la centralizzazione e la conseguente secrezione di gra-
nuli piastrinici. La differenza principale tra i batteri e la loro interazione con 
le piastrine risiede nella grandezza globale della stimolazione e nel tempo dal 
contatto attraverso le fasi di aggregazione irreversibili. Per esempio, S. Aureus 
e S. Pyogenes hanno dimostrato di essere quasi equivalenti nella loro induzio-
ne rapida e completa dell’aggregazione piastrinica, mentre E. Coli ed E. Fae-
calis causano aggregati piastrinici molto meno rapidamente e vigorosamente. 
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Diverse specie e ceppi batterici hanno differenti meccanismi con cui interagi-
scono con le piastrine. Insieme con la loro capacità di legarsi direttamente alle 
piastrine, Stafilococchi e Streptococchi sembrano affidarsi a cofattori plasma-
tici per facilitare la loro interazione con esse.

Figura 1. Effetti svolti dalle piastrine attivate.

Le ferite sono normalmente contaminate da una grande varietà di micror-
ganismi, ma solo quando compaiono i segni clinici evidenti che suggeriscono 
la presenza di un’infezione vengono effettuate ulteriori indagini, con il fine di 
poter scegliere la terapia più adeguata per evitare serie complicazioni. 

Mentre la contaminazione e la colonizzazione sono stati “normali”, non 
associati a problemi di salute, la colonizzazione critica e le infezioni, al contra-
rio, sono entrambi stati “anormali”, che possono risultare in un ampio spet-
tro di malattie con segni clinici e sintomi particolari. Si può quindi affermare 
che la “colonizzazione critica” è la condizione in cui nella lesione vi è deposi-
zione e moltiplicazione di organismi nei tessuti con “host reaction” associata, 
ma limitata alla lesione. La colonizzazione critica si riferisce a livelli batteri-
ci tali che in associazione con la produzione di tossine (endotossine), citochi-
ne e proteasi, sono in grado di interferire con la guarigione dell’ulcera. I primi 
sintomi che possono farci pensare alla colonizzazione critica sono: presenza di 
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edema o infiammazione; arresto del processo di guarigione della lesione; com-
parsa di biofilm [3]. 

La L-PRF risulta efficace sia per il trattamento che per la prevenzione, nei 
confronti delle infezioni da MRSA (Stafilicocco Aureo meticillino-resisten-
te)[4].

Nella letteratura esistente, solo pochi rapporti hanno discusso gli effetti 
antibatterici della PRF, soprattutto se rispetto al numero di studi che inda-
gano il suo potenziale rigenerativo [5]. Perciò, le proprietà antibatteriche del 
PRF sono relativamente sconosciute. 

Gli effetti antibatterici dei concentrati piastrinici sono stati evidenziati 
quindi in pochi studi in vitro. Una forte attività paragonabile a gentamici-
na e oxacillina per L-PRP contro Staphylococcus aureus meticillino-sensi-
bili (MSSA) è stata già dimostrata, la L-PRP ha anche inibito la crescita di 
Staphylococcus aureus meticillino-resistente (MRSA) ed Escherichia coli [6].

Figura 2. Microfoto al S.E.M. Hitachi Tabletop Microscope TM3000 di L-PRF: piastrina 
attivata (ingr. 4000x).

A differenza degli antibiotici, che sono specificatamente connessi agli ele-
menti particolari delle cellule batteriche, i peptidi antibatterici agiscono in 
modo distruttivo contro le membrane cellulari dei batteri, dove entrano di-
rettamente, e riducono il rischio di sviluppo della resistenza batterica (Model-
lo Shia-Matsuzaki-Huang, figura 3).
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Conosciamo 7 proteine umane antimicrobiche delle piastrine (HPAPs): fi-
brinopeptide A e B, timosina β4, proteina basica piastrinica, proteine attiva-
trici il tessuto connettivo 3, RANTES (regolamentato su Attivazione Normale 
T cellulare espressa e secreta) e fattore piastrinico 4, che hanno proprietà anti-
batteriche agendo contro Staphylococcus aureus meticillino-sensibili (MSSA) 
e Staphylococcus aureus meticillino-resistenti (MRSA), Escherichia coli. Essi 
costituiscono la prima linea di difesa antibatterica.

La centrifugazione orizzontale con la produzione di H-PRF porta secondo 
Feng et al. [6] ad un quadruplo aumento del numero di cellule immunitarie 
(leucociti) rispetto a quelle raggiunte con una centrifugazione ad angolo fisso.

Le misurazioni delle unità formanti colonie (CFU) hanno indicato che en-
trambi i coaguli PRF (L-PRF e H-PRF) hanno effetti antibatterici contro S. au-
reus e E. Coli (figura 4a, b). Rispetto a L-PRF, H-PRF ha mostrato un signi-
ficativo e pronunciato aumento dell’attività sia contro S. Aureus che E. Coli. 

Figura 3. Modello Shia-Matsuzaki-Huang. Il modello mostra il consenso generale per la mo-
dalità d’azione antimicrobica delle HDP (sono state pubblicate anche altre possibili teorie per 
la distruzione della membrana da parte delle AMP). 1: L’ospite è inizialmente esposto ai micro-
organismi. 2: La risposta immunitaria innata comporta il reclutamento di HDP cationiche, che 
sono immediatamente attratte verso la membrana microbica anionica. 3: Le HDP formano una 
struttura a tappeto sulla membrana microbica, istituendo dei canali. 4: I canali portano alla de-
stabilizzazione della membrana con formazione di pori e alla morte del microbo. HDP, pepti-
di di difesa dell’ospite.
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Feng et al. hanno diviso, inoltre, il PRF in forma liquida (i-PRF) in cinque 
porzioni uguali dopo la centrifugazione per verificare se le proprietà antibatteri-
che erano diverse in ogni strato (figura 5a). Ogni strato di PRF mostra una cer-
ta attività antibatterica contro S. Aureus e E. Coli e gli effetti antimicrobici dei 
cinque strati di ogni PRF variano significativamente. I risultati CFU hanno mo-
strato che la conta batterica dello strato cinque in L-PRF era la più bassa tra tut-
ti quelli analizzati (figura 5b-e), dimostrando la maggiore attività antimicrobica.

Figura 4. Proprietà antibatteriche della fibrina ricca di leucociti e piastrine (L-PRF) e H-PRF. 
a, b Foto e analisi quantitativa di S. aureus e colonie batteriche di E. Coli incubate con coa-
guli L-PRF o H-PRF per 4 ore. *P < 0,05, **P < 0,01, e ***P < 0,001.

Figura 5. b, c Foto e analisi quantitativa della colonia batterica di S. aureus incubata con ogni 
strato L-PRF o H-PRF per 4 ore. d, e Foto e analisi quantitativa di colonia batterica di E. 
Coli incubata con ogni strato L-PRF o H-PRF per 4 ore. *P < 0,05, **P < 0,01, e ***P < 0,001.
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Figura 6. Analisi quantitativa del numero totale di cellule immunitarie in ogni strato L-PRF 
e H-PRF.

In generale, il numero totale di cellule immunitarie in H-PRF risulta dieci 
volte superiore a quello in L-PRF (102,076 vs 9778), in particolare negli stra-
ti superiori (figura 6). Per L-PRF, la maggior parte delle cellule immunitarie 
si trova solo all’interno del quinto strato più vicino al buffy coat, mentre nel 
gruppo H-PRF, il numero di cellule immunitarie è aumentato in tutti gli stra-
ti ma anche distribuito più uniformemente negli strati superiori (figura 6). 

La componente solida e l’essudato di L-PRF e H-PRF hanno diverse pro-
prietà antibatteriche (figura 7 c-d). Gli effetti antibatterici dei componenti 
solidi e componenti dell’essudato contro E. Coli sono migliori di quelli con-
tro S. aureus. Inoltre, i tassi di inibizione relativi di H-PRF sono significati-
vamente migliori di quelli di L-PRF, in particolare per E. Coli (figura 7 c, d).

Figura 7. c-d Analisi quantitativa delle zone di inibizione di ogni strato L-PRF e H-PRF con-
tro S. aureus e E. Coli dopo l’incubazione per 24 ore. *P < 0,05, **P < 0,01, e ***P < 0,001

Feng et al. [6] hanno usato il classico ring-test di inibizione e il plate-coun-
ting per verificare l’effetto antibatterico. I risultati hanno indicato che L-PRF 
e H-PRF hanno esercitato alcuni effetti antibatterici contro S. aureus ed E. 
Coli. Tuttavia, rispetto a L-PRF, H-PRF ha mostrato una capacità significa-
tivamente migliore di proteggere contro E. Coli.
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I ricercatori hanno riferito che le proprietà antibatteriche di PRF possono 
essere divise in due parti: (1) il rilascio di peptidi antimicrobici intrappolati ini-
zialmente nella matrice di fibrina insieme al PRF degradato e (2) i fattori anti-
microbici prodotti costantemente dalle cellule all’interno della matrice di fibri-
na [7]. 

Anche se il numero di cellule immunitarie in L-1 e L-5 da H-PRF era-
no quasi lo stesso, l’effetto antibatterico di L-5 era aumentato, in particolare 
nell’essudato (figura 7).

Il quinto strato di H-PRF conteneva più cellule T rispetto al primo stra-
to. I linfociti T sono direttamente coinvolti nell’eliminazione di patogeni mi-
crobici rilasciando granuli citotossici e molecole batteriostatiche o molecole 
litiche. Inoltre, le cellule T possono regolare altre cellule immunitarie, tra cui 
cellule dendritiche, macrofagi, cellule B e altri sottotipi di cellule T. È stato 
attribuito il miglioramento della capacità antibatterica di L-5 ai buoni effetti 
di regolazione delle cellule T su altre cellule immunitarie presenti nello stra-
to più vicino al buffy coat in H-PRF. Inoltre, sia il componente solido del-
la membrana che l’essudato della H-PRF sono antibatterici, il che indica che 
non solo i componenti cellulari della H-PRF ma anche le secrezioni di cito-
chine e/o proteine del complemento avevano forti proprietà antimicrobiche. 
Anche se Feng et al. [6] hanno scoperto che l’effetto antibatterico di PRF è 
legato al numero di cellule immunitarie, i meccanismi esatti non sono stati 
chiariti, e ulteriori esperimenti devono essere condotti in futuro.

6.2. Presupposti clinici

Le ferite sono normalmente contaminate da una grande varietà di microrga-
nismi, ma solo quando compaiono dei segni clinici evidenti che suggeriscono 
la presenza di un’infezione vengono effettuate ulteriori indagini, con il fine di 
poter scegliere la terapia più adeguata per evitare serie complicazioni. Attual-
mente, il trattamento antimicrobico di supporto alla medicazione nella cura 
delle lesioni cutanee croniche risulta essere un problema molto importante.

Mentre la contaminazione e la colonizzazione sono stati “normali”, non as-
sociati a problemi di salute, la colonizzazione critica e le infezioni, al contra-
rio, sono entrambi stati “anormali”, che possono risultare in un ampio spettro 
di malattie con segni clinici e sintomi particolari. Si può quindi affermare che 
la “colonizzazione critica” è la condizione in cui nella lesione vi è deposizione 
e moltiplicazione di organismi nei tessuti con “host reaction” associata, ma li-
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mitata alla lesione. La colonizzazione critica si riferisce a livelli batterici tali che 
in associazione con la produzione di tossine (endotossine), citochine e protea-
si, sono in grado di interferire con la guarigione dell’ulcera. I primi sintomi che 
possono farci pensare alla colonizzazione critica sono: presenza di edema o in-
fiammazione; arresto del processo di guarigione della lesione; comparsa di bio-
film. In ognuno di questi stati “anormali” il trattamento di elezione è rappre-
sentato (oltre al debridement) dall’impiego di prodotti antibatterici ad ampio 
spetto associati a medicazioni per il corretto controllo della carica microbica. La 
L-PRF risulta efficace sia per il trattamento che per la prevenzione, nei confron-
ti delle infezioni da MRSA (Stafilicocco Aureo meticillino-resistente)[3].

L’ulcera, quando cronicizza, costituisce per il medico una sfida aperta alla 
guarigione, spesso attesa anche da decenni; il tessuto perilesionale diventa di-
strofico e l’irrorazione insufficiente; il letto della ferita è pieno di materiale fi-
brinoso tenacemente adeso che funge da pabulum per i batteri i quali diventa-
no sempre più resistenti. Qualsiasi genere di ferita rappresenta una perdita della 
normale barriera cutanea e quindi potenzialmente suscettibile a colonizzazione 
ed infezione da parte di tutta una moltitudine di microrganismi con cui la su-
perficie corporea normalmente convive. È anche una via di facile accesso per 
eventuali organismi patogeni. Inoltre la presenza di materiale necrotico, rap-
presentato da tessuti (epidermide, derma, sottocute) devitalizzati, che funge da 
pabulum per la replicazione batterica, e l’alterata irrorazione della lesione, sono 
ulteriori fattori che favoriscono l’instaurarsi di infezioni perciò ogni ferita può 
essere considerata a priori potenzialmente infetta [8](tabella 1 A). 

Tabella 1. A. Batteri più frequentemente isolati dalle ulcere cutanee; B. Antibiotici utili nel-
le lesioni (testati); C. Effetti dell’antibioticoterapia topica.

A) Batteri più frequentemente da noi isolati dalle ulcere cutanee:

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus Aureus Enterococcus

Proteus Mirabilis Escherichia Coli Enterobacter cloacae

Klebsiella ozenae Candida Albicans Streptococcus pyogenes

B) Antibiotici utili nelle lesioni (testati: mg)

Augmentin 30 Tobramicina 10 Rifampicina 30

Imipenem 10 Azitromicina 15 Ceftriaxone

Cloramfenicolo 30 Aztreonam 15 Cotrimossazolo 30

Imipenem 10 Pefloxacina Mupirocina 5

Metronidazolo 5 Dexiciclina Teicoplanina

Amikacina Gentamicina 10 Ofloxacina 5
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Ciprofloxacina 5 Doxicillina 30 Tigecillina 15

C) Effetti dell’antibioticoterapia topica:

Istolesività Allergizzazione Intossicazione

Dispersione nel tessuto di granulazione  Induzione all’antibiotico-resistenza

L’infezione della ferita è stato dimostrato alterare la contrazione della ferita 
sia nelle ferite acute che croniche. Il meccanismo per cui ciò avviene è ritenuto 
essere il rilascio di enzimi batterici e di metallo-proteinasi che possono degrada-
re la fibrina e i fattori di crescita della ferita. La matrice di fibrina, soprattutto fi-
bronectina, è necessaria per la migrazione dei fibroblasti, ed è anche necessaria 
per mantenere l’attività fagocitica dei macrofagi. Questo delicato equilibrio è fa-
cilmente sconvolto dalla presenza di batteri e l’infezione della ferita. 

La salute non è uno stato privo di germi. Di conseguenza, le ferite croni-
che non sono quasi mai sterili, e raggiungere la sterilità della ferita è spesso un 
obiettivo non realistico e non essenziale della cura delle ferite. Più importante 
della presenza fisica di batteri è il numero degli organismi presenti per gram-
mo di tessuto in una ferita e il tipo di microrganismo identificato. Il nume-
ro critico di batteri in grado di causare un’infezione della ferita è stato dimo-
strato essere di 105 batteri per grammo di tessuto per la maggior parte di essi. 
Se sono presenti >105 batteri per grammo di tessuto, le possibilità di successo 
della chiusura della ferita sono basse (dell’ordine del 19%). Se, d’altro canto, 
sono presenti <105 organismi per grammo di tessuto, allora la probabilità di 
chiusura della ferita è circa del 94%. La pulizia meccanica, sia chirurgica che 
con medicazioni, dovrebbe essere combinata con la coltura e con la sensibili-
tà diretta di agenti antimicrobici topici (tabella 1 C). 

L’analisi della coltura batterica quantitativa deve essere utilizzata per valuta-
re l’efficacia del trattamento in corso. Le ferite croniche contengono abbondan-
te tessuto necrotico, che è dannoso per la guarigione delle ferite in diversi modi. 
In primo luogo, il tessuto morto fornisce un terreno di coltura per i batteri, au-
mentando così la probabilità di infezione. I batteri in questo ambiente stimo-
lano ulteriormente l’elevazione prolungata di mediatori pro-infiammatori e ci-
tochine. In secondo luogo, il tessuto necrotico in una ferita rilascia endotossine 
che possono inibire la migrazione dei cheratinociti e dei fibroblasti nella ferita. 
I detriti non vitali promuovono anche una reazione infiammatoria sostenuta, 
con la produzione di mediatori pro-infiammatori e proteinasi, che possono di-
struggere i fattori di crescita endogeni nonché degradare la matrice glicosami-
noglicanica necessaria per la guarigione delle ferite. A meno che è presente un 
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componente invasivo dell’infezione della ferita (come cellulite e crepitìo, leuco-
citosi, febbre, ed elevato senso di pulsazione), gli antibiotici sistemici sono di 
scarso aiuto nel trattamento di queste ferite (tabella 1 B). Nonostante l’abbon-
dante offerta presente nel sangue del tessuto di granulazione, la somministrazio-
ne sistemica di antibiotici non produce livelli notevoli di antibiotico nel tessuto 
di granulazione della ferita. Ferite ischemiche con poco tessuto di granulazio-
ne hanno scarsa penetrazione di antibiotici sistemici. Gli antimicrobici topici a 
base d’acqua (idrosolubili), invece, forniscono efficacemente alte concentrazio-
ni di farmaco direttamente dove sono più efficaci [8, 9].

6.3. Materiali e metodi

L’immunità innata è un parametro centrale da considerare nelle strategie te-
rapeutiche, e questa immunità è strettamente legata alla costante crescente re-
sistenza dei batteri a veri farmaci, in particolare agli antibiotici. Molte indagi-
ni recenti mirano a superare la resistenza dei microbi agli antibiotici con l’uso 
di proteine naturali dell’organismo umano [4]. Il loro vantaggio è innegabile, 
una citotossicità minore e assenza di resistenza alla loro attività. 

L’uso di piastrine, attraverso i concentrati piastrinici di seconda generazio-
ne, concentra le tecnologie per la raccolta e l’uso degli agenti antimicrobici 
naturali dell’organismo. 

I materiali utilizzati per la valutazione microbiologica dell’infezione sono 
stati il raschiamento della base dell’ulcera dopo lo sbrigliamento, l’aspira-
zione del materiale ascessuale e inviati all’unità di Clinical Patology and Mi-
crobiology, Institute for the Study and Treatment of Diabetes “L’Abetaia” 
Casagiove (CE) Italy, in un mezzo di trasporto speciale “Stewart”.Tutti i 
campioni sono stati esaminati come strisci colorati per Gram e sottoposti a 
coltura aerobica su agar sangue e piastre di agar McConkey e anaerobicamen-
te su agar sangue e incubate per 24 ore.

Il L-PRF prelevato da Cavalli secondo le tecniche precedentemente de-
scritte [10], è stato preparato in 4 diverse provette in PET senza gel (vacupta-
ca cd.30023) e 4 con gel (vacuptaca cd.44718), e distinto come segue:

1. L-PRF senza alcuna aggiunta;
2. L-PRF con aggiunta di Ciprofloxacina 2 mg/ml (1ml);
3. L-PRF con aggiunta di Azitromicina 100mg/ml (1ml);
4. L-PRF con aggiunta di Metronidazolo 5mg/ml (1ml);
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Il A-PRF prelevato da Cavalli secondo la tecnica descritta in 4 provette di 
vetro per A-PRF (Advanced PRF) senza anticoagulante né un gel separatore 
(provette per A-PRF Vacutainer per siero 9,0 ml) (PROCESS©, Nice, Fran-
cia), [11], e distinto come segue:

1. A-PRF senza alcuna aggiunta;
2. A-PRF con aggiunta di Ciprofloxacina 2 mg/ml (1ml);
3. A-PRF con aggiunta di Azitromicina 100mg/ml (1ml);
4. A-PRF con aggiunta di Metronidazolo 5mg/ml (1ml);

Infine è stato testato il liquido di spremitura di queste membrane A-PRF 
dopo compressione per 2 minuti con “Wound L-PRF Box”.

I quattro distinti PRF così preparati sono stati testati contro 6 ceppi bat-
terici, i più comunemente responsabili di infezione nelle ulcerazioni. Questi 
ceppi, infatti, come precedentemente descritto, sono stati isolati da piaghe in-
fette, e precisamente si tratta di:

— Streptococco viridans
— Klebsiella ozenae
— Escherichia coli
— Pseudomonas aeruginosa
— Stafilococco aureo
— Streptococco piogene (tabella 1 A)

Ogni ceppo (precedentemente isolato ed identificato) è stato conservato in 
frigorifero a +4°C in tamponi con terreno di trasporto Stuart. 

Operando sempre sotto Cappa a Flusso Laminare, ogni ceppo batterico, è 
stato seminato su una piastra di terreno di Muller-Hinton (Liofilchem s.r.l., 
Italia), che comunemente si usa per eseguire un Antibiogramma, ed i 4 tipi di 
PRF, dopo essere stati sezionati in frammenti mediante l’uso di bisturi steri-
le, sono stati adagiati sulla coltura. 

Il tutto è stato identificato mediante numeri, come sopra attribuiti, e de-
scritti con permanent marker sul fondo della piastra.

Le piastre così preparate vengono messe in armadio termostatico (Inter-
continental) alla Temperatura di 37°C, controllata mediante l’uso di Data 
Logger, oltre al display lcd.

Dopo 24 ore, si procede a “leggere” le piastre. Il diametro delle zone di ini-
bizione è stato misurato in tre punti, utilizzando una pinza digitale calibrata 
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in millimetri (mm) e visualizzata su uno sfondo illuminato. Tutte le misura-
zioni sono state eseguite dal principale investigatore sotto la supervisione del 
microbiologo. Un valore zero (Ø) è stato assegnato a dischi che non visualiz-
zavano alcuna zona di inibizione anche in ingrandimento (5 ×).

Il pH del PRF nel cavallo è stato misurato mediante strisce reattive lette 
con apparecchiatura U 120 Intermedical Diagnostics Na (Italy).

Sono stati effettuati per ogni membrana L-PRF saggi antimicrobici diffe-
renziando il tipo di membrana a 0 e a 60 minuti dalla centrifugazione [10], 
controllando con foto visibili (figura 9) l’alone di inibizione e confrontan-
do con quello prodotto dagli antibiotici specifici attraverso l’antibiogramma.

Per distinguere il tipo di attività rilevata, se batteriostatica o battericida, 
come già precedentemente descritto, abbiamo proceduto con la semina del 
materiale prelevato nell’alone, mediante ansa di platino arroventata a fiam-
ma del Becco di Bunsen, su terreno di Muller Hinton, e posto in termosta-
to per 24 ore.

Trascorse le quali si procede a valutare se c’è stata crescita batterica o meno.
Per poter distinguere tra l’una e l’altra azione si procede come segue: si pre-

leva materiale dal terreno, in zona alone di inibizione, mediante ansa di pla-
tino sterilizzata alla fiamma del becco di Bunsen, e si semina su altro terreno 
di Muller-Hinton. Si pone in armadio termostatico a 37°C per altre 24 ore, e 
si osserva poi se c’è stata crescita batterica. Ove ci fosse tale crescita, si tratte-
rebbe di azione batteriostatica, che quando rimosso l’effetto, permetterebbe la 
crescita batterica; invece se non si verificasse crescita, si parlerebbe di effetto 
battericida, in quanto le cellule batteriche sono state uccise.

Ulteriori saggi di A-PRF con e senza aggiunta di Antibiotico, ed una ri-
levazione del raggio di inibizione misurato, sono riportati nella figura sotto-
stante (figura 10). 

In questo caso si è utilizzato sia A-PRF da solo, oppure addizionato con 
antibiotico, ma anche il liquido di spremitura post-compressione da esso ri-
cavato. In quest’ultimo caso, l’inoculo sul terreno di coltura seminato con il 
germe, è stato effettuato mediante pipetta automatica MLA da 5 microlitri e 
relativo puntale.

6.4. Risultati

I microrganismi isolati sono stati identificati e la suscettibilità antimicrobica in 
vitro dei batteri isolati è stata determinata dalla diffusione del disco. Inizialmen-
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te sono stati utilizzati antibiotici generici ad ampio spettro genitoriali contro or-
ganismi gram-positivi, gram-negativi e anaerobi (tabella 1). La modifica ad un 
antibiotico più specifico quando i risultati iniziali di coltura e sensibilità sono 
diventati disponibili era obbligatoria. L’infezione è stata considerata adeguata-
mente controllata quando la cellulite, la linfangite e l’edema si erano risolti e 
le ferite erano libere da purulenza. Microbiologicamente, le infezioni del piede 
diabetico sono generalmente polimicrobiche e tra i più frequentemente isolati 
microrganismi dalle lesioni in questo studio sono stati Proteus mirabilis e Pseu-
domonas aeruginosa. L’incidenza di Stafilococco Aureus nei nostri casi è infe-
riore a quello riportato da altri [12]. Questa differenza può essere spiegata dal-
la differenza di gravità delle infezioni tra gli studi, poiché la maggior parte delle 
infezioni lievi sono causate da cocchi aerobici gram-positivi come Staph. aureus 
e Streptococchi mentre le infezioni più profonde, minacciose per gli arti sono 
polimicrobiche e causate da cocchi gram-positivi, bacilli gram-negativi (es. spe-
cie Escherichia coli, Klebsiella e Proteus) e anaerobi (ad es. specie Bacteroides) 
come si trova nel nostro studio (tabella 1).

Nelle membrane L-PRF di cavallo abbiamo rilevato un pH di 8.
L’azione antimicrobica del L-PRF si evidenzia in vitro solo al ⅓ di membra-

na più vicino al coagulo rosso (non vi è azione antimicrobica nel surnatante pre-
levato dopo centrifugazione [PPP] e neanche per la membrana di L-PRF dopo 
congelamento) e ciò è in relazione alla presenza sia di piastrine che di leucociti 
(neutrofili?). Feng et al. nello studio riportato [6] affermano di avere riscontrato 
attività antimicrobica anche nell’essudato post-centrifugazione.

I dati rilevati dalle misurazioni degli aloni di inibizione sono riportati nel-
le seguenti figure.

La figura 8 dimostra che il L-PRF, ottenuto da provette con gel sia a 0’ che 
a 60’ dalla centrifugazione, non dimostra che uno scarso o nullo effetto anti-
batterico, così come il sangue intero e il Plasma Povero di Piastrine. Il L-PRF, 
ottenuto, invece, con provette senza gel a 0’ e a 60’, dimostra invece un note-
vole effetto antimicrobico specie verso lo Stafilococco Aureus, lo Streptococco 
Pyogenes, Escherichia Coli e Pseudomonas Aeruginosa (figura 9A-B, tabella 4).

La figura 9 dimostra l’attività antibatterica sviluppata nei confronti di 
Streptoccus Pyogenes ed Escherichia Coli esaminando le zone chiare degli 
anelli di inibizione intorno alle membrane di A-PRF.
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Figura 8. Aloni di inibizione delle membrane L-PRF con e senza gel a 0’ e a 60’ dalla centri-
fugazione, del Plasma Povero di Piastrine, dell’i-PRF e del Sangue Intero.

Figura 9. A) A-PRF su Streptococco pyogenes e B) su Escherichia Coli A)1=A-PRF; 2=A-PR-
F+Ciprofloxacina; 3=A-PRF+Azitromicina; 4=A-PRF+Metronidazolo; B) A= A-PRF+Ci-
profloxacina; B= A-PRF; C=A-PRF+Azitromicina; D=A-PRF+Metronidazolo.

A) B)
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Tabella 4. Valori dell’alone di inibizione nei vari batteri utilizzando provette con gel e senza 
gel a 0’ e a 60’ dalla centrifugazione con test statistici.

Figura 10. Aloni di inibizione delle membrane A-PRF con e senza aggiunta di antibiotici Ci-
profloxacina (A-PRF+Cipro), Azitromicina (A-PRF+Azitro) e Metronidazolo (A-PRF+Metro).

La figura 10 dimostra che il A-PRF ottenuto da provette specifiche [12] di 
vetro per A-PRF (Advanced PRF) senza anticoagulante ne un gel separato-
re (provette per A-PRF Vacutainer per siero 9,0 ml), dimostra, da solo, senza 
antibiotici, uno scarso effetto antibatterico su tutti i 6 germi testati, dimostra 
un notevole effetto antimicrobico nella A-PRF addizionata con Ciprofloxaci-



vi.  L’effetto antimicrobico in vitro del L-PRF (Leukocyte and Platelet-Rich Fibrin) e dei suoi derivati   109

na, specie verso lo Streptococco pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas ae-
ruginosa, lo Streptococco Viridans e Klebsiella Ozonae, mentre è ridotto nel-
lo Stafilococco Aureo. 

La A-PRF addizionata con Azitromicina dimostra la maggiore attività nei 
confronti dello Streptococco pyogenes.

La A-PRF addizionata con Metronidazolo dimostra invece una maggiore 
attività nei confronti dello Streptococco pyogenes, ma decisamente scarsa nei 
confronti degli altri germi testati.

Figura 11. Aloni di inibizione del liquido di spremitura di A-PRF senza e con aggiunta di an-
tibiotici Ciprofloxacina, Azitromicina e Metronidazolo.

La figura 11 dimostra che il liquido di spremitura post-compressione di 
A-PRF dimostra, da solo, senza antibiotici, nessun effetto antibatterico su tut-
ti i 6 germi testati, dimostra invece un notevole effetto antimicrobico specie 
verso lo Streptococco piogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, lo 
Streptococco Viridans, mentre è ridotto nello Stafilococco Aureo e Klebsiella 
Ozonae, solo se addizionata con Ciprofloxacina. Per quanto concerne la man-
canza di effetto in vitro di A-PRF addizionato con Vancomicina e Teicopla-
nina, si tratta in entrambi i casi di Glicopeptidi, che probabilmente presenta-
no, una attività inibente nei confronti della formazione della rete di fibrina.
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Dalla semina in replica del materiale prelevato negli aloni di inibizio-
ne di Escherichia coli, si è potuto rilevare che la membrana addizionata con 
Ciprofloxacina ha attività battericida, mentre il liquido di spremitura della 
membrana in oggetto ha avuto effetto batteriostatico. 

La membrana più Azitromicina ha attività battericida.
Nel caso del test eseguito su Pseudomonas aeruginosa, si è avuto effet-

to battericida sia nel caso della membrana con Azitromicina, che per quanto 
concerne la membrana con Ciprofloxacina, che il suo relativo liquido di spre-
mitura.

6.5. Discussione

La sepsi può essere causata da una varietà di agenti patogeni. Degli organismi 
gram-positivi, Staphylococcus aureus e Streptococcus pnaemoniae sono tra 
quelli più riscontrati. Tra gli organismi gram-negativi, Escherichia coli, Kleb-
siella e Pseudomonas aeruginosa si trovano in gran numero [12].

Oltre a questi effetti antibatterici diretti, le piastrine sembrano anche au-
mentare le attività antibatteriche di neutrofili, monociti e macrofagi (vedi 
l’interazione delle piastrine con leucociti). 

Weksler e Nachman [13] hanno isolato due proteine cationiche piastrini-
che con masse molecolari di 10 kD e 40 kD che erano battericide in vitro con-
tro B.subtilis e ceppi di S.aureus. Proteine Piastriniche Microbicide (PMP) 
possono essere rilasciate in modo differenziato dalle piastrine in risposta al 
trauma dei tessuti, a mediatori solubili dell’infiammazione o a microrganismi.

Il Lipopolisaccaride (LPS) e le citochine pro infiammatorie IL-1β e TNF-α 
promuovono la produzione di HDP (peptidi di Difesa dell’Ospite) (Crisci 
et al., J.P.D., 2015)[14]. Le proprietà funzionali antimicrobiche e citotossi-
che delle defensine mature (e altri HDP) generalmente si pensa che siano as-
sociate con le loro attività che formano pori come multimeri delle membra-
ne biologiche e che portano alla autocaptazione, un meccanismo che è stato 
descritto dal modello di Shiia-Matsuzaki-Huang (figura 3). Le HDP sono il 
bersaglio e il “tallone d’Achille” della membrana microbica (cioè l’assenza di 
colesterolo e di fosfolipidi caricano negativamente il foglietto esterno del-
la membrana citoplasmatica). La carica positiva facilita il legame di un nu-
mero sempre maggiore (1-10 miliardi di molecole) di HDP ai fosfolipidi sul-
la superficie batterica fino che la membrana batterica collassa completamente. 
La resistenza agli HDP è rara, in quanto è estremamente difficile per qualsi-
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asi microrganismo modificare la sua organizzazione strutturale dei fosfolipidi 
di superficie. Concentrazioni di 40 ng/mL di α-defensine sono state misurate 
nel plasma in soggetti umani normali, un aumento nella concentrazione a 41 
mg/ml si è verificato durante le infezioni, concentrazioni plasmatiche di 170 
mg/ml sono state misurate nella sepsi. Gli studi nei cavalli si sono concentra-
ti sulle defensine e catelicidine. 

La resistenza antimicrobica è associata ad alti tassi di mortalità e costi me-
dici elevati e ha un impatto significativo sull’efficacia degli agenti antimicro-
bici. Il problema della resistenza può essere visto in modo semplicistico come 
un’equazione con due componenti principali: il farmaco antibiotico o anti-
microbico, che inibisce gli organismi sensibili e seleziona quelli resistenti; e la 
resistenza genetica determinata in microrganismi selezionati dal farmaco an-
timicrobico. Attualmente la resistenza antimicrobica tra batteri, virus, paras-
siti e altri fattori di organismi patogeni rappresentano una seria minaccia per 
la gestione delle malattie infettive a livello globale. È noto che qualsiasi uso di 
antimicrobici anche se appropriato e giustificato, contribuisce allo sviluppo 
della resistenza, ma l’uso diffuso non necessario ed eccessivo peggiora la situa-
zione [15]. Gli agenti antimicrobici possono essere classificati in base al loro 
componente o al sistema cellulare che influenzano, oltre a se inducono mor-
te cellulare (agenti battericidi) o semplicemente inibiscono la crescita cellula-
re (agenti batteriostatici) (Kohanski et al., 2010)[16]. I meccanismi di azione 
ben noti degli agenti antimicrobici includono; interferenza con la sintesi del-
la parete cellulare, inibizione della sintesi proteica, interferenza con la sintesi 
dell’acido nucleico, l’inibizione delle vie metaboliche intermedie e la distru-
zione della membrana citoplasmatica (Tenover, 2006)[17].

Il problema della resistenza può essere visto in modo semplicistico come 
un’equazione con due componenti principali: il farmaco antibiotico o anti-
microbico, che inibisce gli organismi sensibili e seleziona quelli resistenti; e il 
determinante della resistenza genetica nei microrganismi selezionati dal far-
maco antimicrobico. La resistenza ai farmaci emerge solo quando i due com-
ponenti si uniscono in un ambiente o ospite, e può portare a un problema cli-
nico. Vengono utilizzati milioni di chilogrammi di antimicrobici ogni anno 
nella profilassi e nel trattamento di persone, animali e nell’agricoltura a livel-
lo globale, guidando il problema della resistenza uccidendo ceppi suscettibi-
li e selezionando quelli che sono resistenti. È ben noto comunque che l’uso 
di antimicrobici, anche se appropriato e giustificato, contribuisce allo svilup-
po della resistenza, ma quello non necessario diffuso e l’uso eccessivo peggiora 
la situazione. Alcune caratteristiche microbiche possono apparentemente in-
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fluenzare la frequenza della resistenza antimicrobica migliorando la capacità 
del microrganismo di emergere, persistere o essere trasmesso. Tali caratteristi-
che incluse la propensione a scambiare facilmente materiale genetico, posse-
dere resistenza intrinseca, sopravvivere in condizioni ambientali variabili, oc-
cupando alcune nicchie ecologiche, colonizzando facilmente e infettando. La 
resistenza antimicrobica è associata ad alti tassi di mortalità e costi medici ele-
vati e ha un impatto significativo sull’efficacia degli agenti antimicrobici. La 
resistenza antimicrobica provoca ostacolo nel controllo della malattia intensi-
ficando la possibilità di diffusione di agenti patogeni resistenti, risultando in 
un tempo prolungato di infezione nel paziente. Il tasso di successo delle at-
tuali applicazioni mediche come il trapianto d’organo e la chemioterapia del 
cancro ha contribuito immensamente allo sviluppo della farmaco-resistenza. 
La resistenza antimicrobica può essere classificata come intrinseca, resistenza 
circostanziata e acquisita. 

È necessaria una strategia globale per affrontare le sfide che accompagna-
no la crescente minaccia di AMR (Resistenza Batterica agli Antibiotici). In 
primo luogo, l’uso terapeutico di antimicrobici deve essere condotto appro-
priatamente in contesti medici e veterinari. In secondo luogo, le infezioni re-
sistenti ai farmaci devono essere controllate e prevenute. In terzo luogo, le 
strategie sono necessarie per preservare gli antimicrobici esistenti e migliora-
re lo sviluppo di nuovi agenti antimicrobici, terapie alternative e dispositivi 
diagnostici. Il controllo della resistenza microbica agli agenti antimicrobici ri-
chiede un approccio multiplo. I componenti essenziali dell’approccio devo-
no comprendere la riduzione non solo di prescrizioni inappropriate per gli es-
seri umani ma anche per gli animali, riducendo la trasmissione di organismi 
resistenti attraverso l’aumentato controllo delle infezioni e l’igiene ambienta-
le e l’identificazione delle tendenze nella resistenza attraverso la sorveglianza. 
L’uso eccessivo di antibiotici sono considerati il ​​principale fattore nell’emer-
genza e nella disseminazione di resistenza agli antimicrobici. La prevenzione 
e il controllo di queste infezioni richiederanno nuovi agenti antimicrobici, un 
uso prudente degli agenti esistenti, nuovi vaccini e maggiori sforzi per la salu-
te pubblica a ridurre la trasmissione. 

Di norma, l’uso razionale dell’antimicrobico ad ogni livello è la chiave per 
limitare la diffusione della resistenza. Pertanto, in base alle informazioni di cui 
sopra, vengono inoltrate le seguenti raccomandazioni:

— �i governi dovrebbero sviluppare e attuare politiche e strategie di medi-
cina che prendano in considerazione la minaccia della resistenza ai far-
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maci antimicrobici in modo da limitare l’evoluzione e la possibile dif-
fusione di microbi resistenti;

— �l’operatore sanitario dovrebbe prestare attenzione alla resistenza anti-
microbica durante il trattamento della malattia infettiva con agente an-
timicrobico. 

Nel nostro caso, dopo semina in replica del materiale prelevato dagli alo-
ni di almeno 10 mm di raggio, non si è avuta crescita. Pertanto si ritiene che 
l’attività del A-PRF addizionato con antibiotico, e da ritenersi di natura bat-
tericida. Per quanto concerne il surnatante, non ha mostrato in nessun caso 
produrre aloni di inibizione. Dopo una riduzione iniziale dell’inoculo, in-
fatti, un recupero della crescita batterica è stato sempre osservato, indicando 
che i concentrati piastrinici mostravano un’attività inibitoria (batteriostatica) 
piuttosto che microbicida. Per quanto riguarda le singole specie batteriche, S. 
Aureus è stato il microrganismo più testato e ha sempre mostrato sensibili-
tà ai concentrati piastrinici, mentre Escherichia coli, Pseudomonas aerugino-
sa, Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae sono stati meno frequente-
mente testati e hanno prodotto risultati contraddittori: in alcuni studi è stata 
osservata attività antimicrobica, ma in altri non si è ottenuto alcun effetto ini-
bitorio contro queste specie. Il nostro gruppo in questo lavoro ha voluto ap-
profondire l’effetto in rapporto a questi batteri e al tipo di concentrato piastri-
nico utilizzato, con l’obiettivo di focalizzare l’utilità di PRF nella prevenzione 
della resistenza batterica.

Di seguito sono riportati i possibili meccanismi ipotizzati per l’azione an-
tibatterica delle piastrine.

— �Le piastrine agiscono come senzialità del sistema vascolare, esprimono 
una vasta gamma di potenziali recettori batterici, possono avere la ca-
pacità di internalizzare i batteri e sono in grado di rilasciare un’ampia 
varietà di molecole che forniscono una serie di funzioni di difesa dell’o-
spite.

— �Studi in vitro hanno dimostrato che le piastrine, dopo la stimolazione 
con trombina, sono in grado di rilasciare proteine con attività antimi-
crobica contro batteri e funghi.

— �Oltre al rilascio di peptidi antimicrobici, le piastrine sono anche in gra-
do di generare specie reattive dell’ossigeno, di legare e internalizzare i 
microrganismi e partecipare alla citotossicità cellulare anticorpo-dipen-
dente.
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— �Recenti studi hanno sottolineato il ruolo diretto delle piastrine nel ri-
conoscere, sequestrare e neutralizzare gli agenti patogeni invasori, così 
come il loro contributo indiretto al reclutamento dei leucociti nei siti 
di infezione e di infiammazione, e nel modulare il loro comportamen-
to, migliorando la loro capacità di fagocitosi e uccidere i microrgani-
smi, innescando diversi tipi di percorsi di segnalazione.

Lo scopo di questa ricerca era determinare se A-PRF, L-PRF, i-PRF pos-
siedono attività antimicrobica contro i microrganismi delle ulcere cutanee.

Dai risultati di questa indagine, possiamo concludere che A-PRF, L-PRF, 
i-PRF mostrano da soli un’attività antimicrobica contro tutti i singoli micror-
ganismi testati all’interno di questo studio in un periodo di tempo di 24 ore, 
che viene potenziata se vengono utilizzati come vettori aggiungendo antibio-
tici specifici.

6.6. Conclusioni

Se si considera specie batteriche specifiche, i risultati ottenuti dall’utilizzo di 
concentrati piastrinici (PC) sono stati talvolta contraddittori. Tali discrepan-
ze potrebbero essere dovute a diversi motivi, come ad esempio il fatto che ca-
ratteristiche intrinseche dei ceppi batterici utilizzati, possono presentare una 
diversa suscettibilità ai concentrati piastrinici di per sé o a differenti sensibi-
lità del test utilizzato per valutare l’attività antibatterica. Altri motivi impor-
tanti per spiegare la variabilità osservata nei risultati, potrebbero essere attri-
buiti ai tipi di concentrato piastrinico utilizzati che possono differire nella 
forma (gel o liquido), nonché nella concentrazione di piastrine, nel conte-
nuto di leucociti, nella densità della rete fibrina, nella modalità di attivazio-
ne che può verificarsi naturalmente per contatto con i tessuti o può essere 
indotta dalla trombina o dal cloruro di calcio. Questi dati sembrano sugge-
rire che alcuni componenti plasmatici (come il complemento) sono i princi-
pali responsabili dell’azione antimicrobica come attività dei concentrati pia-
strinici, e che è necessaria una cooperazione tra piastrine ed elementi plastici. 
Esaminando i risultati ottenuti negli studi di vari gruppi di lavoro, i prepara-
ti ricchi di leucociti hanno sicuramente un’attività antibatterica, ma solo po-
chi studi hanno confrontato concentrati piastrinici poveri e ricchi di leucociti 
ed entrambi sembrano suggerire che non ci sono differenze sostanziali tra l’at-
tività antimicrobica delle due formulazioni. Così potrebbe essere dimostrato 
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che i globuli bianchi possiedono un’attività fagocitica e costituiscono una ric-
ca fonte di molecole antimicrobiche (ad es. difensine, catelicidine, lisozima, 
mieloperossidasi).

Generalmente gli antibiotici sotto forma di sistemi di somministrazione 
sistemici o locali sono utilizzati come coadiuvante nel trattamento di queste 
infezioni, ma hanno lo svantaggio di sviluppare resistenza. Così questi agen-
ti (PC) possono superare questo svantaggio e fornire un mezzo alternativo ai 
vari antibiotici usati nel nostro campo.

La principale limitazione del nostro studio è il sistema artificiale in vitro 
utilizzato per coltivare i concentrati. In vivo, un ambiente fisiologico del tes-
suto influenzerebbe il comportamento del concentrato piastrinico in termi-
ni di struttura, diafonia cellulare, esposizione agli enzimi di degradazione e di 
rilascio di fattori di crescita. Tuttavia, la caratterizzazione di L-PRF in vitro e 
dei suoi derivati rimane un passo importante verso la comprensione degli ef-
fetti in vivo. Ad esempio, la conoscenza dell’effetto antimicrobico di L-PRF e 
dei derivati (i-PRF) potrebbe fornire importanti linee guida per la scelta dei 
tessuti e/o lesioni da utilizzare in futuri studi preclinici e, in definitiva, clinici.

Anche con lievi variazioni di tempistica per le diverse tensioni e per diversi 
preparati, gli studi, incluso il nostro, sembrano concordare sul fatto che 4 ore 
è il tempo ottimale di incubazione, quando si ottiene la massima diminuzio-
ne del numero di batteri. Tutti gli studi concordano sul fatto che i preparati 
sono batteriostatici, con conseguente ricrescita, ma bisogna riconoscere che i 
preparati L-PRF sono un utile aggiunta più probabile che venga utilizzata in 
un contesto clinico per la profilassi piuttosto che terapeuticamente per il trat-
tamento di stabili infezioni. Gli autori suggeriscono di utilizzare formulazioni 
contenenti leucociti e piastrine in combinazione dopo l’intervento chirurgico 
di debridement per ridurre sia la carica batterica (uccidendo i batteri e iniben-
do la formazione del biofilm [14]), sia per stimolare la guarigione. 

Sono necessarie ricerche e studi clinici sufficienti per valutare i potenziali 
benefici della PRF in termini di attività antimicrobica. È evidente con i dati 
disponibili che la PRF ha attività antimicrobica contro i patogeni microbici. 
Sulla base di revisioni [18], si può concludere che dei vari PC, in particolare il 
PRF ha la potenziale attività antimicrobica rispetto ad altri PC. Questa atti-
vità può essere potenziata da protocolli di preparazione come l’abbassamento 
della velocità centrifuga e l’abbassamento del tempo, incorporando antibio-
tici nella matrice di fibrina che può agire come un sistema di rilascio del far-
maco a lento rilascio. Considerando il suo effetto antimicrobico sui patogeni, 
la PRF dovrebbe essere considerata come un potenziale sistema di sommini-
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strazione locale di farmaci e anche materiale rigenerativo naturale che dovreb-
be rendere questo materiale biologico unico dal resto dei biomateriali utilizza-
ti ora. La ricerca futura dovrebbe concentrarsi sul ruolo esatto della proprietà 
antimicrobica di ciascun fattore di crescita e delle molecole presenti nella PRF 
insieme ai parametri del paziente come età, sesso, parametri del sangue e inte-
razioni farmacologiche. L’utilizzo del proprio sangue per la rigenerazione as-
sorbirà più valore nella mente del paziente e anche del chirurgo curante, il che 
sarà un vantaggio per l’umanità.

Si può concludere che anche i-PRF può essere facilmente preparato duran-
te l’intervento chirurgico e possiede attività battericida e antibiofilm. Questo 
potrebbe agire come un peptide antimicrobico e un potenziale agente bioat-
tivo per prevenire le infezioni postoperatorie nei siti chirurgici. Sono necessa-
rie ulteriori ricerche per valutare in profondità le proprietà antimicrobiche ad 
ampio spettro di i-PRF utilizzando un modello in vivo.

Gli Autori sperano anche che questo lavoro sia una delle basi per studi fu-
turi per esplorare ulteriormente il contributo di leucociti nella preparazione 
PRF per ottenere una preparazione ottimale sia per combattere le infezioni 
che per promuovere efficacemente la guarigione delle ferite.
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