Seconda fase

Seconda
Fase

i 5000 x7m'a 20¢ _Reinfusi
Autodonazione 2000g x7m'a 20°C Globuli rossi concentrati

Plasma ricco di piastrine (PRP) e

Centrifugazione
4400g xSm'a 20°C

Concentrato piastrinico Plasma povero di piastrine

Freezer a -30° Freezer a -80°

Lisato piastr‘inico scongelamento in 12h successive

Crioprecipitato




one del Gel Piz
(terza fase)

-5ml di lisato piast

- 2ml di crioprecipitatc

in una siringa da 20 ml <
| - 1ml di trombina*

- 2ml di aria

-

5 volte e fare riposare per 5 m’ quindi versare il contenuto ir

preparata 10m’ prima dell’'uso.










PALEOANTROPOLOGIA

L’ABILITA NELLA PRODUZIONE di utensili degli uomini di
Neanderthal accende un nuovo dibattito su quanto fossero
intelligenti. Un recente ritrovamento, infatti, ha sollevato tra gli
scienziati nuovi interrogativi circa il grado di specializzazione di
guesti ominidi. La scoperta, un pezzo fossilizzato di catrame di
legno contenente un'impronta digitale e la stampa d'uno
strumento di pietra di silice, suggerisce che gli antichi cacciatori-
raccoglitori realizzassero i propri strumenti attaccando teste di
pietra a maniglie di legno, usando una sorta di adesivo , ottenuto
bruciando legno di betulla sopra il fuoco. Gli archeologi tedeschi
responsabili del ritrovamento, hanno rinvenuto il reperto, che,
dalle analisi eseqguite, pare risalga a piu di 80 mila anni fa (si
pensa che i Neanderthal siano vissuti all'incirca fra i 300 mila e |
30 mila anni fa), vicino a Kénigsaue, nei contrafforti settentrionali
delle montagne di Harz.




Colla di Fibrina
usato come emostatico
gia da parecchio tempo

Chirurgia cardiovascolare Chirurgia toracica

Per ridurre il sanguinamento, lento e

diffuso che si produce su ampie superfici - Nelle resezioni toraciche per grawvi

di tessuti cruentati o lungo linee di sanguinamenti o lesioni delle vie aeree
sutura, anastomosi vascolari o da sedi di - Nelle fistole broncopleuriche ( 2-3%0)
puntura d"ago

Studio_multicentrico
Roussou Studio randomizzato

333 parzienti trattati:
- completa emostasi dopo 5 m”
dall’applicazione

114 pazienti con fistole broncopleuriche

- [ la fuoriuscita gassosa & risultata essere del 41%%
in meno rispetto al gruppo controllo p< 0.02)

- il periodo di degenza & risulto ridotto.

In uno studio successivo

- meno aderenze
— > sopravvivenza
— riduzione dei tempi di degenza




Colla di fibrina

Chirurgia epatica Neurochirurgia Chirurgia plastica Endoscopia

- Nel trattamento di brecce

della dura con perdita di

liquor Nel trattamento dell'ulcera
- anastomosi vascolari intracraniche gastrica sanguinante

Riduce il sanguinamento
durante la resezione

Per facilitare I'attecchimento
di trapianti cutanei in paz. ustionati

Studio di Noun - Maggiore efficacia della colla

rispetto alle comuni soluzioni
sclerosanti

Studio su 82 pazienti sottoposti - riduzione delle recidive

a resezione epatica:

38 trattati con colla (nelle 72h

successive meno sanguinamento

rispetto ai 44 non trattati)




Gel Piastrinico




- neuropatiche
- diabetiche

Terapia delle ulcere cutanee croniche - decubito
- vascolare

- traumatiche

S
e 2

P induce granulazione
[ ice oranulazions
?F

e 9

f’*ﬁ: g

-

Allevia il dolore

y 2 : ' - Cisti del mascellare
Chirurgia odontostomatologica - --asiti di apicectomia

- In paz. con difetto di cicatrizzazione
—
) .y
7Y
.‘-.. 'ﬁ!. e

=

Attivita osteogenetica




- Resezioni maxillo-facciale

: 5 5 . ‘ - fistole oro-nasali
Ch"urgla Maxillo-Facciale _ - ricostruzione mandibolare

- rialzo del seno mascellare

Chirurgia nculistica \ Interventi del Foro maculare
- ' Si usano piastrine iperconcentrate

- Aumento della minhralizzazione
- Osteosintesi - Aumento della densita trabecolare dell'osso
Chiru rgia ortopedica - Resezione ossea dell'ileo - Osteoconduzione
- Artroprotesi - Riempimenti di difetti ossei
- Riduzione di perdite ematiche

Levy
Studio randomizzato protesi ginocchio
58 pazienti
le perdite ematiche intraoperatorie e post
erano ridotte,
fabbisogno trasfusionale ridotto







MINISTERO DELLA SALUTE
DECRETO 3 marzo 2005
Caratteristiche e modalita' per la donazione del sangue

e di emocomponenti.

 Unita' di predeposito per autotrasfusione . L'unita’ di predeposito
per autotrasfusione consiste in unaunita’ di sangue intero e/o di
emocomponenti prelevata al pazientecui e’ destinata per corrispondere a
proprie esigenze terapeutiche. Il preparato e' di esclusivo uso
autologo pertanto non e'soggetto ai vincoli imposti dai protocolli per
I'accertamento dellaidoneita’ del donatore di sangue. Il responsabile
della struttura trasfusionale adotta ilprotocollo per la procedura
operativa del predeposito in cui vienedefinita anche la modalita’ di
acquisizione del consenso informatodel paziente. Piu' unita' di
sangue intero e/o di emocomponenti, in funzionedelle esigenze
terapeutiche, possono essere prelevate dal paziente abrevi intervalli di
tempo, secondo le procedure adottate nellastruttura trasfusionale e
con l'eventuale supporto farmacologico, epredepositate. L'unita’ di
predeposito deve essere identificata in manieraunivoca, sulla
etichetta della relativa sacca deve essere apposta lafirma del paziente
e del medico responsabile del prelievo. Per ogniunita’ devono essere
effettuate le seguenti indagini:

e qgruppo ABOedRh (D); HbsAqg; HCVAb; H IV(basel-2)Ab.




1

Validazione della sacca di autodonazione:
secondo Il decreto legislativo

«Controllo di gruppo
*Anti -HbsAgQ
*Anti -HCV
Anti - HIV




[l sangue

guida alla preparazione, uso e garanzia

di qualita degli emocomponenti Raccomandazi
R (95) 15
2006

dodicesima edizione




Controlli di qualita

La maggior parte dei controlli di qualita necessari a garantire sicurezza ed efficacia di un'unita di sangue intero vengono
effettuati in fase di prelievo.
Nella seguente tabella IV vengono riportati i parametri da controllare dopo il prelievo.

Tabella IV - Parametri da controllare sul sangue intero

Parametro da controllare Risultati richiesti |Frequenza del controllo Controllo eseguito da:
ABO, Rh (D) determinazione tutte le unita Lab gruppagg
anti-HIV negativo* tutte le unita Lab screening
HBsAgQ negativo* tutte le unita Lab screening
ALT (se richiesto) entro i limiti tutte le unita Lab screening
anti-HBc (se richiesto) negativo* tutte le unita Lsdyeening
anti-HCV negativo* tutte le unita Lab screening




egativo*

itte le unita

hegativo*

tutte le unita

negativo*

Utte le unita

450 mL = 10% o altri
volumi, in rapporto a
norme nazionali
diverse

pesata su almeno 1
% di tutte le unita

minimo 45 /unita

L unita al mese

<0,8% della massa
eritrocitaria

4 unita al mese

screening

Lab screening

screening

Lab emocomponenti




Tabella XIV - Parametri da controllare sul
plasma fresco congelato

« Emocomponente preparato da sangue intero o da plama da aferesi congelato

entro un limite di tempo tale da preservare i fattori della coagulazione.

di coaguli

Parametro da Qualita richiesta Frequenza dei Controllo
controllare controlli esequito da
Volume Volume previsto +- tutte le unita Lab
10% emocomponenti
Fattore VIII, Dopo congelamento | Ogni 3 mesi Lab CQ
e scongelamento
La media > 70%UIx | 10 unita durante
100ml del valore il primo mese di
dell’'unita di plasma conservazione
appena raccolto
Cellule residue Emazie:<6X109/I 1% delle unita al | Lab CQ
Leucociti:<0.1X10%1 | Mese
Piastrine:<50X109/I
Perdita di liquidi nessuna Tutte unita Lab
emocomponenti
Aspetto Nessuna colorazione | Tutte unita Lab
anomala o presenza emocomponenti




Controlli di qualita 3
Oltre a quelli usuali per il PFC, vanno eseguiti i controlli specifici
riportati nella seguente Tabella XV.

Tabella XV - Parametri da controllare sui crioprecip itati

Parametri da Al Frequenza dei :
Qualita richiesta _ Controllo eseguito da:
controllare controlli
VVolume da 10 a20 mL | tutte le unita Lab emocomponenti
Ogni 2 mesi
riunire 12 unita,
di gruppo ABO
Fattore Vllic > 70 UI/L misto, 6 del 1° |Lab CQ
mese e 6
dell'ultimo mese
di conservazione
Fibrinogeno > 140 mg/unita lljcr):(i)tsl fuite g Lab CQ







olla di fibrina

cipitato ( uniformato per metodologia d

produzione e caratteristiche
>he)

bina (semplice modalita di preparaziont

(provenienza commerciale)




el Piastrinico
ocomponente con qualche comples

~

yprecipitato

Colla di fibrina

yonente cellulare

. . Precisare i
i crescita

effic




NC ndar di




Ed inoltre.......

* | pit recenti emocomponenti SoNo
ricchi, volutamente di cellule
mononucleate, In particolare di
monociti In guanto elementi implicati
nella rigenerazione tissutale.




| etteratura ....

e | dosaggi dei fattori di crescita sono In
stretta correlazione con il numero delle
piastrine (indipendentemente dalle diverse
modalita di prelievo e dalle relative
rese)..... Conoscendo Il n°iniziale di

piastrine si puo stimare (entro certi limiti)

a concentrazione di fattori di crescita

oresenti nell’emocomponente attivato.




Dosaggio diretto di Growth Factors

e Esecuzione complicata

 Difficolta preanalitiche (il gel piastrinico e
un campione biologico non contemplato
nel kit per Il dosaggio di GF,dove vengono
considerati come campioni solo il plasma
o Il siero)

g




Esperimenti in vitro.......

e Valutare la crescita di cellule (stimolate dai

GF) In rapporto a diverse concentrazioni
di plt

e Cellule utilizzate (fibroblasti, cellule
endoteliali....)




Il supernatante rilasciato dal gel piastrinico
modula la capacita angiogenica di cellule endotelial | umane

Anna Rughetti*, llaria Giusti, Sandra D’Ascenzo®, Pietro Leocata“, Gaspare
Carta&, Antonio Pavan#, Luigi Dell’Orso* and Vincenza Dolo®”.

*Immunotransfusion Medicine Unit, “San Salvatore” Hospital, L’Aquila Department of
Experimental Medicine, University of L’Aquila; &Department of Surgical Sciences, University
of L'Aquila, #Department of Experimental Medicine , University of Rome “La Sapienza”, Italy.

Cellule endoteliali

» Test di proliferazione cellulare
e Test di motilita ed invasione




Preparazione del surnatante rilasciato dal
Gel Piastrinico

* |l gel piastrinico viene prodotto ponendo aliquote di
concentrato piastrinico in provette Vacutainer
aggiungendo Ca-gluconato e trombina lasciando
coagulare per 5 minuti a 37<C.

e || coagulo viene successivamente centrifugato a 10
minuti, 1200 rpm, per ottenere del surnatante ricco di
fattori di crescita rilasciati dalla piastrine attivate.

e |l surnatante viene sottoposto ad una serie di
centrifugazioni (10 minuti ciascuna, 1200-4000 rpm) per
allontanare globuli rossi, residui o stromi cellulari e,
quindi, utilizzato fresco nei test di proliferazione cellulare,
di motilita ed invasione.




Colture cellulari

e Le HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) sono state isolate da
vene di cordone ombelicale umano




Test di proliferazione cellulare

 La proliferazione cellulare e stata valutata utilizzando la
metodica dell’ XTT (Sigma,St. Louis, MO). La riduzione
metabolica da parte delle cellule vitali dell’ XTT produce
un formazano colorato, non tossico e solubile in acqua,
la cui guantita (misurabile tramite lettore ELISA) e
direttamente proporzionale al numero di cellule vitali.

e In piastre da 96 sono state seminate 1500 HUVEC per
pozzetto. Le cellule sono state fatte aderire in terreno
completo per 24 ore; successivamente il terreno e stato
addizionato consurnatante rilasciato dal gel piastrinico,
alle concentrazioni indicate (0-7x106 plt/ |).

e Le cellule cosi trattate sono state incubate a 37° 5%
CO2. Dopo 24, 48 e 72 ore si e proceduto alla
valutazione della proliferazione cellulare tramite I’ XTT.







|l surnatante e in grado di indurre proliferazione
cellulare gia con concentrazione di 300.000plt/ 1.

 Dopo 24-48h si ha un massimo di proliferazione
con conc.di 1.75x106plt/ .

 Dopo 72 h I'incremento di proliferazione e 6 volte
rispetto a cellule non trattate



Test di motilita e invasivita
cellulare

e Tali test mostrano che il surnatante e in
grado di stimolare ambedue | processi In
maniera dose-dipendente;

e || massimo di stimolazione si ottiene, sia
per 'uno che per l'altro processo,
utiizzando una concentrazione di
1,5x10%plt/ |.
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Conclusioni 1

e Gel piastrinico stimola la
proliferazione,la matilita e I'invasivita
cellulare (capacita angiogenetica )

 Criticita nella preparazione



Conclusioni 2

* Non tutte le concentrazioni hanno la
stessa efficacia nell'induzione di questi

processi:

e Concentrazioni troppo elevate (e quindi
probabilmente di fattori di crescita) hanno un effetto
controproducente

e La concentrazione piu efficace risulta essere
1,5x10%plt/ |

« Con concentrazioni maggiori si ottiene una
regressione dell’effetto proliferativo (forse dannoso
sulla vitalita cellulare)



Conclusioni 3

e Ci sono nuovi studi sulle attivita
proangiogeniche delle cellule endotelial
su ferite ricreate in laboratorio che
studiano la migrazione cellulare su una
“ferita” creata su un monostrato di cellule
endoteliall

e |La concentrazione ottimale e come nel
precedenti esperiment



Conclusioni 4

Al momento attuale, per il gel piastrinico
sia omologo che autologo , uno standard
di prodotto puo essere imperniato
esclusivamente sulla conta piastrinica




* Per guanto possa essere
bella la strateqia,
occasionalmente si
dovrebbe poter guardare
al risultati.

WINSTON CHURCHILL

39



40



