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Riassunto

Introduzione e scopo

Nel corso degli ultimi anni l'impiego di emocomponenti ad uso non infusionale o non trasfu-
sionale, come il concentrato piastrinico (o plasma ricco di piastrine - PRP), si e rapidamente
allargato a varie applicazioni cliniche di diversi ambiti specialistici. Il PRP ha un'elevata con-
centrazione di piastrine che lo rendono funzionale ai processi di riparazione e rigenerazione dei
tessuti lesi. Tali effetti dipendono dal fatto che nei granuli alfa delle piastrine sono presenti dei
fattori di crescita, in grado non solo di stimolare la rigenerazione tessutale, ma, anche, di mettere
in campo un'imponente risposta antinfiammatoria locale, chiamata chemiotassi. I principali fattori
di crescita identificati che innescano e promuovono i processi di rigenerazione tessutale sono il
TGF-B (Trasforming Growth Factor beta), il VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e il PDGF
(Platelet Derived Growth Factor).

Lo scopo di questo lavoro é quello di confrontare i parametri caratteristici degli emocompo-
nenti ad uso non infusionale oftenuti con le diverse possibili modalita di preparazione, al fine di
poter individuare quale sia quella in grado di garantire, ai pazienti trattati, il miglior effetto
terapeutico, in termini di efficacia e durevolezza.

Materiali e metodi

La tipologia di emocomponente ad uso non infusionale da preparare, per il trattamento dei
pazienti, viene scelta dal medico trasfusionista, in base alle loro caratteristiche cliniche, quali
efa, accessi venosi e patologie concomitanti, scegliendo tra il PRP da Sistema Dedicato (PRP-
SD), il PRP da aferesi (PRP-AFE), il PRP omologo (PRP-OMO) e la Leuco-plasma-piastrinoaferesi
(L-PRP).

Risultati

Su tutti i pazienti trattati con il PRP e stato eseguito |'emocromo di controllo prima del prelievo
e, successivamente, sull'emocomponente. I risultati ottenuti sono stati, quindi, confrontati con i
dati riportati in letteratura, al fine di identificare il metodo di preparazione del PRP piu efficace,
in termini di resa piastrinica e di leucociti.

Conclusioni

I dati presenti in letteratura evidenziano che il numero di piastrine e leucociti, presenti nel
PRP, influenza notevolmente l'outcome del paziente. Dal confronto dei risultati ottenuti si &
osservata una certa variabilita del contenuto di piastrine e di leucociti nel PRP preparato con le
diverse modalita di lavorazione. Tenendo conto, quindi, delle nuove evidenze scientifiche in
materia, si puo affermare che il PRP-SD sia |l'emocomponente in grado di garantire il miglior
effetto terapeutico, in termini di efficacia e durevolezza.

Parole chiave: PRP, Fattori di crescita, Piastrine, Leucociti.
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Abstract

Background and aim

Over the past few years, the use of blood components for non-infusion or non-transfusion
procedure has rapidly expanded to various clinical applications in different speciality fields.

PRP has a high concentration of platelets that make it functional for the repair and regeneration
processes of damaged tissues.

These effects depend on the fact that growth factors are present in the alpha granules of the
platelets, able not only to stimulate tissue regeneration, but also to field a striking local anti-
inflammatory response, called chemotaxis.

The main identified growth factors that trigger and promote tissue regeneration processes are
TGF-B (Transforming Growth Factor beta), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) and PDGF
(Platelet Derived Growth Factor).

The purpose of this study is to compare the characteristic parameters of the blood components
for non-infusion use obtained with the various possible preparation methods: this study will be
able to identify the parameters for the best therapeutic effect on the patients treated, in terms
of effectiveness and durability.

Materials and methods

The type of blood component to prepare, for the treatment of patients, is chosen by the
transfusion doctor, based on their clinical characteristics, such as age, venous access and con-
comitant pathologies, choosing between the PRP Single Device (PRP-SD), the PRP by apheresis
(PRP-AFE), the PRP homologous (PRP-OMO) and the Leuco-platelet apheresis (L-PRP).

Results

Control blood count was performed on all patients treated with the PRP before sampling and
subsequently, on the blood component.

The results has been compared with the data reported in literature, in order to identified the
most effective PRP preparation method, in terms of platelet yield and of leukocyte.
Conclusions

The literature’s data show that the number of platelets and leukocytes present in the PRP
greatly influences the patient's outcome.

The results obtained have showed a variety of platelets and leukocytes contained in the PRP
prepared with the various processing methods. The PRP-SD is the blood component capable of
guaranteeing the best therapeutic effect, in terms of efficacy and durability.

Keywords: PRP, Growth factors, Platelets, Leukocytes.
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INTRODUZIONE

Nel corso degli ultimi anni ['impiego di emocomponenti, con finalita diverse da quelle classi-
camente definite (supporto trasfusionale), ovvero dei cosiddetti emocomponenti ad uso non in-
fusionale o non frasfusionale, si é rapidamente allargato a varie applicazioni cliniche di diversi
ambiti specialistici [1].

Tra gli emocomponenti ad uso non frasfusionale, un ruolo centrale ha assunto il concentrato
piastrinico (o plasma ricco di piastrine - PRP). Il PRP ha un'elevata concentrazione di piastrine
che lo rendono funzionale ai processi di riparazione e rigenerazione dei tessuti lesi [2].

Tale caratteristica dipende dal fatto che nei granuli alfa delle piastrine, sono presenti dei
fattori di crescita, in grado non solo di stimolare la rigenerazione tessutale, ma, anche, di mettere
in campo un'imponente risposta antinfiammatoria locale, chiamata chemiotassi [3].

I principali fattori di crescita ad oggi identificati, che innescano e promuovono i processi di
rigenerazione tessutale risultato essere:

1. TGF-B (Transforming Growth Factor): un peptide multifunzionale che controlla la prolife-
razione, la differenziazione ed altre funzioni di molte linee cellulari. Questo fattore di crescita
é cruciale nella formazione della matrice ossea, in quando stimola la deposizione, nonché la
mitogenesi dei precursori degli osteoblasti;

2. PDGF (Platelet Derived Growth Factor): & un fattore di crescita che favorisce la riparazione
e la rigenerazione del tessuto, stimolando le cellule mesenchimali a differenziarsi in fibroblasti,
osteoblasti e condrociti. Il PDGF stimola anche la chemiotassi di neutrofili e macrofagi nel sito
di lesione e in alcuni tessuti induce l"angiogenesi. Il PDGF riveste, inoltre, un ruolo primario, in
quanto é in grado di agire anche a livello delle cellule staminali indifferenziate, normalmente
presenti nei tessuti, favorendone la moltiplicazione;

3. EGF (Epidermal Growth Factor): é un fattore di crescita capace di indurre la proliferazione
e la differenziazione delle cellule mesenchimali ed epiteliali, promuovendo, inoltre, l'angioge-

nesi;

4. FGF (Fibroblast Growth Factor): & un potente fattore di crescita coinvolto nella regolazione
della proliferazione cellulare e della differenziazione dei fibroblasti;

5. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) che comprende VEGF-A, -B, -C, D e E: la forma
piu importante conosciuta € il VEGF-A, il quale favorisce l'attivita di angiogenesi, neovasculoge-
nesi e permeabilizzazione vascolare, ed ha, inoltre, un effetto chemiotattico sui macrofagi e sui
granulociti. Negli ultimi anni al VEGF e stata aftribuita anche, un’attivita di angiogenesi e di
neuroprotezione [4].

Questi ed altri fattori di crescita agiscono in sinergia per aumentare l'infiltrazione di neutrofili
e macrofagi, nonché per promuovere l'angiogenesi, la fibroplasia, la deposizione di matrice e il
processo di riepitelizzazione.
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La concentrazione soprafisiologica dei fattori di crescita presenti nel concentrato piastrinico
puo, quindi, accelerare la riparazione delle ferite, diminuire la reazione infiammatoria e promuo-
vere la rigenerazione, piuttosto che promuovere solo una semplice riparazione dei tessuti dan-
neggiati [5].

Un ruolo importante nei processi di riparazione, in particolare nelle fasi di infiammazione, &
svolto anche dalle citochine prodotte dai globuli bianchi, ivi comprese le interleuchine IL-1, IL-
3, IL-6 e IL-8.

La contemporanea presenza, quindi, sia dei fattori di crescita che delle citochine é essenziale
durante le diverse fasi di guarigione di una ferita, in particolare nel processo di rigenerazione
cellulare, nella proliferazione e nella migrazione cellulare, nella sintesi della matrice extracel-
lulare, nel processo di riepitelizzazione e di rimodellamento.

Il PRP non essendo un emocomponente tossico o immunoreattivo, viene utilizzato per la rige-
nerazione tessutale in diversi ambiti clinici. Gia da diversi anni, in traumatologia, il PRP é entrato
a far parte delle diverse opzioni terapeutiche, soprattutto nel trattamento dei processi degene-
rativi osteoarticolari o patologie tendinee (6-7).

Il PRP viene utilizzato pio spesso nelle patologie degenerative della cartilagine articolare a
livello del ginocchio, dell'anca e della caviglia. La cartilagine articolare presenta una capacita
limitata di autorigenerazione e proprio per questo che la sua degradazione, in sequito ad eventi
traumatici o a malattie degenerative croniche come l'osteoartrite e l'artrite reumatoide, rappre-
senta uno dei maggiori problemi legati alla salute, soprattutto negli stati industrializzati in cui
l"aspettativa di vita &€ molto alta.

Incoraggianti risultati sono stati ottenuti con L'utilizzo del PRP, anche in altri contesti clinici,
come nella chirurgia estetica, nella chirurgia oculistica, nell'odontoiatria e nel trattamento delle
ulcere cutanee (8-9).

Tuttavia, sebbene alcuni studi hanno mostrato risultati complessivamente positivi nelle diverse
applicazioni cliniche del PRP, un'analisi pio approfondita ha mostrato che i risultati pubblicati
non erano coerenti e talvolta contraddittori.

Le possibili spiegazioni di questi risultati discordanti, possono essere ascrivibili alla modalita
di selezione dei pazienti, nella modalita di applicazione del trattamento e ad errori metodologici.

Comunque, ci6 che emerge sicuramente dall'analisi della letteratura & l'eterogeneita nei me-
todi di preparazione del PRP, con i quali si ottengono prodotti che differiscono non solo nella
concentrazione piastrinica ma anche per la presenza di altre cellule come i globuli bianchi, il cui
ruolo nel meccanismo di azione del PRP é ancora controverso [10].

In effetfti, alcuni autori attribuiscono un effetto tossico alla presenza dei leucociti a causa del
rilascio di mediatori infiammatori, proteasi e ossigeno reattivo da parte di queste cellule.

D'altro canto, i leucociti sono considerati una fonte di citochine ed enzimi che sembrano essere
coinvolti nella prevenzione delle infezioni.
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92 Cunsolo V, Luti V, Fossi F et al.

Dall'analisi incrociata dei diversi dati presenti in letteratura, dove vengono riportati valori
alquanto difformi sul contenuto piastrinico e leucocitario del PRP, é nata l'esigenza di effettuare
un'analisi monocentrica su una coorte di pazienti afferenti al centro di Medicina Rigenerativa
dell'AOU-Careggi, al fine di effettuare un confronto tra i diversi metodi di preparazione del PRP
e potere, quindi, individuare quello in grado di garantire la preparazione di un plasma ricco di
piastrine oftimale e che sia, inoltre, conforme ai requisiti riportati nel Decreto del Ministro della
Salute 2 novembre 2015 Allegato X, recante "Disposizioni relative ai requisiti di qualita e sicu-
rezza del sangue e degli emocomponenti" e successive modifiche.

MATERIALI E METODI

L'interesse per l'impiego di emocomponenti definiti non infusionali/trasfusionali, nel corso
degli anni, si e rapidamente allargato [11].

Ad oggi, sono circa un migliaio i pazienti che hanno avuto accesso all’ambulatorio di Medicina
Rigenerativa dell'Azienda Ospedaliero Universitaria Careqggi di Firenze per eseguire emoterapia
topica.

Lo scopo dell’emoterapia & quello di accelerare il meccanismo di rigenerazione tissutale grazie
all’azione dei fattori di crescita contenuti negli a-granuli delle piastrine (12-13).

Gli emocomponenti attualmente disponibili si dividono in:

e prodotti preparati presso il Servizio Trasfusionale a partire da donazioni autologhe o
allogeniche e comprendono il PRP omologo (PRP-OMO), il PRP da aferesi (PRP-AFE) e
la Leuco-plasma-piastrinoaferesi (L-PRP);

e prodotti autologhi oftenuti con utilizzo di dispositivi medici dedicati, come quello
utilizzato per la preparazione del PRP-SD.

Agli emocomponenti autologhi e allogenici (fig. 1) vengono applicati gli esami di validazione
biologica che devono essere esequiti all'inizio di ogni ciclo terapeutico, quali la determinazione
del gruppo ABO/Rh e i controlli sierologici di legge (HBsAg, HCV-Ab, HIV1-2Ab) [14].

B PRP-OMO
B L-PRP

W PRP-5D

W PRP-AFE

Figura 1: Procedure di preparazione del Plasma Ricco di Piastrine (PRP) eseguite presso il centro di
Medicina Rigenerativa dell' AOU-Careggi

W JBP 4 (2020), 1 - 87:98
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Questi controlli possono essere omessi per |'emocomponente autologo se il prelievo, la produ-
zione e l'applicazione vengono eseguiti lo stesso giorno, senza alcuna conservazione del pro-
dotto.

La tipologia di emocomponente da utilizzare per il trattamento dei pazienti viene scelta dal
medico trasfusionista in base alle loro caratteristiche cliniche, quali, eta, accessi venosi e pato-
logie concomitanti scegliendo fra:

1. IL PRP-SD (PRP da Sistema Dedicato), un emocomponente ottenuto da prelievi ematici tra-
mite dispositivi dedicati (provette BD® standard) la cui lavorazione é effettuata, di norma,
entro tre ore dalla procedura di raccolta ed infiltrato al paziente dopo poche ore dalla

preparazione;

2. La L-PRP (Leuco-plasma-piastrinoaferesi) si ottiene mediante la procedura di leuco-plasma-
piastrinoaferesi autologa, eseguita mediante il separatore cellulare Haemonetics MCS+
(HaemoneticsCorp., Braintree, MA, USA), che consente di separare il concentrato leuco-
piastrinico e il plasma (fino a un massimo di 200 ml), mentre i globuli rossi vengono
reinfusi. Durante la procedura, il sangue non viene a contatto diretto con l'apparecchiatura
e per mantenerne la fluidita é proporzionalmente immessa una soluzione anticoagulante
(1:9-1:12). Al termine della procedura i due emocomponenti, plasma e concentrato leuco-
piastrinico, sono raccolti in sacche separate. La sacca madre contenente L-PRP viene fra-
zionata enfro 24 ore dalla procedura di raccolta e le aliquote non infiltrate vengono con-
gelate a temperatura < -20°C;

3. Il PRP-AFE (PRP da aferesi) si oftiene mediante una procedura di plasma-piastrinoaferesi
autologa, mediante l'utilizzo del separatore cellulare Haemonetics MCS+ (Haemoneti-
csCorp., Braintree, MA, USA). Al termine della procedura si oftiene il plasma e il concen-
trato piastrinico, raccolti in sacche separate. La sacca madre contenente il concentrato
piastrinico, viene frazionata e le aliquote congelate a temperatura <-20°C;

4. Il PRP-OMO (PRP Omologo) & un emocomponente allogenico per uso non infusionale/tra-
sfusionale, ottenuto dalla lavorazione di un'aferesi piastrinica di un donatore, con un con-
tenuto piastrinico di 3,5 x 106pL + /- 20% e volume variabile. Dalla sacca madre conte-
nente PRP-OMO, si ottengono aliquote che vengono congelate a temperatura <-20°C.

RISULTATI

Su tutti i pazienti trattati con il PRP é stato eseguito |'emocromo di controllo prima del prelievo
e, successivamente, sull'emocomponente. Dal confronto dei risultati ottenuti si é osservata una
certa variabilita, pit o meno rilevante, della concentrazione di piastrine e di leucociti nel PRP
ottenuto con i diversi metodi di preparazione.

Il Decreto del 2 novembre 2015, recante "Disposizioni relative ai requisiti di qualita e sicu-
rezza del sangue e degli emocomponenti", indica il range di accettabilita della concentrazione
piastrinica (1,0x10°%L +/- 20%), che deve essere presente negli emocomponenti ad uso non

JBP 4 (2 020 ), 1-87:98 Journal of Biomedical Practitioners
JBP



94 Cunsolo V, Luti V, Fossi F et al.

infusionale. Nel suddetto Decreto, invece, non viene riportato nessun intervallo di accettabilita
per i leucociti contenuti nel PRP. Con la procedura del PRP-SD e del PRP-AFE si ottiene un
emocomponente con una concenfrazione piastrinica di tre/quattro volte superiore rispetto al
valore iniziale di piastrine dell'emocromo del paziente (fig. 2), in entrambi i casi, comunque, la
concentrazione risulta essere all'interno del intervallo di accettabilita indicato dal Decreto.

Mediante la L-PRP si ottiene, invece, un plasma ricco di piastrine con valori di concentrazione
piastrinica mediamente superiori a quelli riportati dal Decreto. Il numero di leucociti presenti
nel PRP ottenuto con le diverse modalita di preparazione, dimostra una significativa variabilita.
Mediante il PRP-SD si ottiene un recupero di leucociti molto inferiore rispetto a quello registrato
con la procedura della leuco-plasma-piastrinoaferesi (L-PRP), mentre con il PRP-AFE si ottiene
un gel piastrinico contenente solo piastrine e privo di leucociti (fig. 3).

I risultati oftenuti sono stati, quindi, confrontati con i dati riportati in letteratura (15-19), al
fine di identificare il metodo di preparazione del PRP piu efficace, in termini di recupero piastri-
nico e leucocitario.
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Figura 2: Confronto tra i valori medi delle piastrine (PLT) ottenuti con i diversi metodi di preparazione
del Plasma Ricco di Piastrine (PRP)
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Figura 3: Confronto tra i valori medi dei leucociti (WBC) ottenuti con i diversi metodi di preparazione del
Plasma Ricco di Piastrine (PRP)
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DISCUSSIONE

Affinché il PRP possa essere un prodotto oftimale e con effetti durevoli nel tempo, il PRP deve
avere determinate caratteristiche, come indicato dal Decreto del 2 novembre 2015.

I dati presenti in letteratura mettono in evidenza come i fattori di crescita presenti nei granuli
alfa delle piastrine sono proteine coinvolte nei meccanismi di comunicazione intercellulare e
svolgono un ruolo chiave nei processi di riparazione e rigenerazione tissutale; ma & importante
che siano presenti nella concentrazione pit idonea e funzionale a stimolare la replicazione e a
regolare la differenziazione delle cellule di origine mesenchimale, che sono responsabili dei
processi riparativi (quali fibroblasti, osteoblasti e cellule endoteliali) (20-21).

Questi fattori di crescita esercitano, inoltre, una funzione chemiotattica verso cellule ad azione
antinfiammatoria, quali macrofagi, monociti e polimorfonucleati.

Un ruolo importante nei processi di riparazione é svolto anche dalle citochine prodotte dai
leucociti, che, agendo in maniera sinergica con i fattori di crescita piastrinici, concorrono sia al
processo di rigenerazione cellulare, che al processo di riepitelizzazione e di rimodellamento (22-
23). I dati presenti in letteratura evidenziano, pero, che concentrazioni elevate di leucociti nel
Plasma Ricco di Piastrine determinano un maggior aumento delle morti cellulari a livello dei
tessuti trattati rispetto alle preparazioni di PRP con un contenuto pit ridotto di leucociti. Questo
fenomeno sembrerebbe correlato all'innesco ed alla cronicizzazione di un processo infiammato-
rio, favorito dall'elevata concentrazione di leucociti, che ostacolerebbe il processo di rigenera-
zione tissutale (Tabella I e II).

DATI EMOCOMPONENTI PRODOTTI PRESSO AOU-CAREGGI

ANALITI LR-PRP LP-PRP PPP
PLT K/pl 802 (510-1071) 740 (414-1136) 27,8 (20-41)
WBC K/pl 26,6 (12,6-44,5) 6,1 (4,4-8,0) 0,08 (0-0,1)

Tabella 1: Valori medi della concentrazione di Piastrine (PLT) e Leucociti (WBC) presenti nelle diverse
tipologie di emocomponenti ad uso non infusionale riportati in letteratura. Legenda: LR-PRP (Plasma Ricco
di Piastrine con elevato contenuto di Leucociti); LP-PRP (Plasma Ricco di Piastrine con ridotto numero di
Leucociti); PPP (Plasma Povero di Piastrine)

DATI EMOCOMPONENTI PRODOTTI PRESSO AOU-CAREGGI

ANALITI PRP-SD L-PRP PRP-AFE
PLT K/pl 930 (744-1116) 1491 (1193-1739) 900 (650-1150)
WBC K/pl 12,6 (10,0-15,0) 34,2 (27,4-41,0) 0

Tabella 2: Valori medi della concentrazione di Piastrine (PLT) e Leucociti (WBC) presenti nelle diverse
tipologie di emocomponenti ad uso non infusionale prodotti nel centro di Medicina rigenerativa di AOU-

Careqggi
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Tenendo conto, quindi, delle evidenze scientifiche, dal confronto dei risultati ottenuti con i
diversi metodi di preparazione del PRP, si puo affermare che il PRP-SD sia una procedura con la
quale si riesce ad ottenere un emocomponente che risponde a tutti i requisiti, in grado di garan-
tire il miglior effetto terapeutico, in termini di efficacia e durevolezza.

L'analisi monocentrica, effettuata su una coorte di pazienti afferenti al centro di Medicina
Rigenerativa dell'AOU-Careqgi, ha confermato l'efficacia della scelta terapeutica dei medici tra-
sfusionisti di proporre, per il trattamento delle diverse patologie trattate (fig. 4), il PRP-SD
come emocomponente ad uso non infusionale o non frasfusionale.

Ad oggi, il PRP-SD viene prodotto con una procedura che dipende molto dalla efficace manua-
lita dell'operatore, rendendo la standardizzazione del processo di preparazione meno attendi-

bile.

Con questa fecnica si recupera un volume massimo di PRP pari a 4 ml, che risulta essere
sufficiente per una singola infiltrazione.

Un limite importante del metodo di preparazione del PRP-SD ¢, infatti, l'impossibilita di ofte-
nere un quantitativo sufficiente da poter aliquotare e congelare per le infiltrazioni successive e
quindi, la necessita di praticare ad ogni ciclo di trattamento una venipuntura al paziente [24].
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B CONDROPATIA ROTULEA

Figura 4: Principali patologie trattate presso il centro di Medicina Rigenerativa dell'Azienda Ospedaliero
Universitaria Careggi

CONCLUSIONI

Dal confronto dei dati ottenuti, il PRP-SD risulta essere, quindi, un emocomponente per uso
non infusionale/trasfusionale, con una concentrazione di piastrine e di leucociti ottimale, che
permette di oftenere un prodotto in grado di garantire un risultato terapeutico efficace e durevole
nel tempo [25].

La preparazione di un PRP con un adeguato quantitativo sia di leucociti che di piastrine,
favorisce, quindi, la replicazione e la differenziazione delle cellule coinvolte nei meccanismi
fisiologici di riparazione e rigenerazione tissutale dell'organismo [26].
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