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Dezvoltarea acestei idei de repararea defectelor tisulare de parti moi si de integrare a
materialelor protetice in reparatia defectelor parietale a aparut in urma unei prezentari la un
congres din anul 2010 pe tema biomaterialelor autologe, relativ usor de obtinut din sangele
integral, care pot asigura mai multe functii/roluri - fie de suport structural (aici, ele asigura
matricea de crestere), fie de suport imunologic, prin cresterea locald a cantitatii de factori
de crestere si a factorilor antimicrobieni (1). Derivatele plasmatice autologe sunt utilizate
n acest moment in chirurgia buco-maxilo-faciala (BMF) in acoperirea defectelor de tesut
gingival dupa implanturi dentare sau in chirurgia ortopedica pentru reparatia cartilajelor,
tendoanelor si a ligamentelor, dar si in chirurgia plastica in augmentarea volumetrica a

tesuturilor moi?3*,

Prin acest studiu dezvolt ideea de reparatie, prin utilizarea de factori autologi, a
defectelor tisulare de parti moi si de integrare a materialelor prostetice utilizate in reparatia
defectelor parietale. Actualmente, utilizarea de matrice biomimetice (sau biologice) a dus
la 0 serie intreaga de terapii regenerative, fie ca vorbim de gelurile de colagen, de buretii
de colagen sau de matricea de colagen ori de culturi celulare. Preparatele autologe
sanguine precum cele utilizate in acest studiu sunt relativ usor de obtinut din séngele

integral.

Biomaterialele sunt definite ca substante fabricate pentru a interactiona cu sistemele
biologice (in cazul de fata, peretele abdominal) in scop terapeutic (tratament, augmentare,

reparare sau Tnlocuire de tesuturi).

Plasma imbogatita in fibrina (Platelet-rich fibrin sau PRF) este un derivat plasmatic
solid, ce are rol structural prin asigurarea unor retele de fibrina pe care sa migreze celulele
conjunctive printre care se regasesc factori de crestere si leucocite pentru rolul antiinfectios
(2,3). Acest biomaterial incercam sa il adaptam pe suprafata plaselor polipropilenice
utilizate Tn cura herniilor si eventratiilor abdominale, prin fixare la suprafata acestora. In
ceea ce priveste leziunile de parti moi cu deficit de substanta precum escarele, plagile
traumatice cu defect de substanta, ulcerele de orice fel, PRF-ul va fi fixat in profunzimea

leziunilor dupa avivarea marginilor, si numai dupa incetarea fenomenelor infectioase.

Plasma imbogatita in trombocite (PRP — Platelet-Rich Plasma) reprezinta un derivat
plasmatic lichid, ce contine un amestec biologic activ de factori de crestere care produc
regenerarea si vindecarea tesuturilor afectate (1,2,4). Ambele derivate plasmatice nu

genereaza raspuns imun, fiind vorba de material autolog (2). Metoda de aplicare a acestui



derivat presupune infiltrarea tisulara cu PRP in zona afectata sau in care dorim sa inducem

procesul de regenerare.
Justificarea temei abordate:

Derivatele plasmatice de tipul PRP si PRF reprezinta o directie de cercetare
moderna Tn domeniul biomaterialelor si al medicinei regenerative. Desi beneficiile si
mecanismele de actiune sunt elucidate Th mare parte, iar terapia exista in domeniul medical
de peste 20 ani (in domeniul stomatologic, ortopedic si al chirurgiei BMF), noi aplicatii s-
au dezvoltat greu. La nivel mondial inca nu existd descris un procedeu ce utilizeaza
derivate plasmatice pentru integrarea materialelor prostetice. In ceea ce priveste inchiderea
defectelor de parti moi, exista date de utilizare clinica, aceasta fiind intens exploatata in
clinicile din vestul Europei. Problemele semnalate in terapia defectelor de tesut conjunctiv
sunt lipsa unui protocol unic si lipsa unei terminologii clare in ceea ce priveste derivatul

plasmatic utilizat (4).

Patologia parietala abdominala este una dintre cele mai frecvente patologii careia i
se adreseaza chirurgia generala (5-7) si, in mod special, clinicile unde se desfasoara
proiectul. Defectele de parti moi sunt, de asemenea, 0 patologie destul de frecventa, ce
necesitd 0 cantitate mare de resurse sanitare pe o perioada mare de timp, fiind astfel si
foarte costisitoare. Utilizarea derivatelor plasmatice ar scadea dramatic numarul de zile de
internare si timpul de vindecare, ceea ce, per total, ar duce la eficientizarea
managementului cu cresterea cost-eficientei terapeutice. Deoarece se utilizeaza un preparat
autolog, nu exista reactii la locul de injectare sau fixare, el fiind perfect compatibil cu

organismul gazda (2,4,8,9).

Lucrarea de fata, aduce ca noutate la nivel national un procedeu standardizat si un
protocol de lucru cu derivatele plasmatice, dar si o clarificare a nomenclaturii derivatelor
plasmatice cu indicatiile chirurgicale specifice. Totodata, propune o terapie personalizata,
cost-eficienta, rapida si sigura n tratamentul plagilor cronice, dar si 0 perspectiva noua in
personalizarea si augmentarea integrarii tisulare a protezelor parietale. La nivel mondial
exista studii ce utilizeaza diferite substraturi pentru a functionaliza plase utilizate in cura

defectelor parietale, dar inca nu a fost descrisd 0 tehnica de augmentare personalizata,



autologa, in situ. De aceea, procedeul de augmentare si functionalizare a protezelor cu
derivati plasmatici proprii pacientului vizat reprezinta 0 noua perspectiva in domeniu.

Nota de originalitate vine prin descrierea primei tehnici de augmentare a procesului
de integrare a materialului protetic (plasa polipropilenica) utilizat Tn cura alloplastica a
herniilor si eventratiilor abdominale utilizdnd derivate plasmatice autologe si prin
descrierea unui protocol de lucru pentru repararea defectelor de parti moi utilizand
derivatele plasmatice.

Se vor transfera si extinde cunostinte dezvoltate anterior cu privire la tehnicile de
alloplastie parietala si utilizarea de produse autologe sanguine de tip PRP (Plasma
imbogatita cu plachete - Platelet Rich Plasma) si PRF (Fibrina bogata in plachete - Platelet
Rich Fibrin), generdnd noi solutii de integrare rapida a plaselor polipropilenice si de
reparatie a defectelor de parti moi in vivo.

Scopul lucrarii: Proiectul urmareste cresterea performantei tehnicii de alloplastie
parietala (pentru hernia si eventratii) prin integrarea mai rapida si scaderea timpului de
reparatie tisulari. In ceea ce priveste defectele de parti moi (escare, ulcere, eroziuni
tisulare, vechi traiecte fistuloase inchise imperfect, etc), studiul aduce o matrice de crestere
a tesutului utilizand sangele pacientului obtinand astfel inchiderea defectelor fara a mai fi
necesara 0 grefare tisulara si cu scaderea riscului de suprainfectie si rejet.

Utilizarea plasmei ca sursa de concentrarea a factorilor de crestere nu este un
concept nou fiind intens studiat n ultimele 4 decenii. Fuzionarea cu domeniul
biomaterialelor si al medicinei regenerative n schimb aduce o abordare complexa a temei.
Beneficiile compusilor de tipul PRP si PRF si mecanismele lor de actiune au fost elucidate
Tn mare parte, cel putin la nivel teoretic si in vitro iar utilizarea clinica a rezistat probei
timpului, urmand noi indicatii dezvoltate ulterior. Lipsa unei standardizari de prelucrare la
nivel mondial pentru a obtine derivati standardizati face foarte dificila evaluarea eficacitatii
terapeutice reale. La momentul redactarii acestei teze, nu exista descris un procedeu ce
utilizeaza derivate plasmatice pentru integrarea materialelor protetice de tipul plaselor
herniare. Repararea defectelor de parti moi, pe de alta parte este tema cea mai abordata
unde date de utilizare clinica sunt din ce Tn ce mai disponibile, fiind intens exploatata in
clinicile din vestul Europei si nu numai. Si in cazul managementului defectelor de tesut
conjunctiv exista o lipsa de standardizare a terapiei si lipsa unei terminologii clare in ceea
ce priveste derivatul plasmatic utilizat(4).

Herniile si eventratiile reprezinta patologia cea mai frecventa din sfera chirurgiei

generale(5-7) si chiar daca rata de recidiva a scazut, probelemele legate de integrarea



tisulara a materialului protetic a ramas relativ constanta. Aceasta patologie destul de
frecventa, necesita 0 cantitate mare de resurse sanitare (legate de frecventa crescuta a
internarilor pentru reinterventie) pe o perioada mare de timp fiind astfel si foarte
costisitoare. De aceea ne propune ca prin utilizarea derivatelor plasmatice sia scadem
semnificativ numarul de zile de internare si viteza de vindecare, ceea ce per total ar duce la
obtinerea unui tratament cost-eficient terapeutic, usor de aplicat cu o investitie minima de
infrastructura comparativ cu tehnologiile de bioinginerie de tipul printarii 3D sau
dezvoltarii de materiale sintetice biocompatibile functionalizate. Folosind un preparat
autolog, limitam la maxim aparitia reactiilor imunologice la locul de injectare sau fixare,
astfel asigurand repararea cu un material propriu cu cel mai mare grad de compatibilitate
posibil(2,4,8,9)

S-au facut progrese considerabile in modul in care medicina a dezvoltat
cunoasterea procesului de vindecare a plagilor in ultimul deceniu, generand volume mari
de publicatii si dezvoltarea a sute de optiuni de pansamente si terapii. Existd numeroase
studii asupra plagilor cronice, dar acestea se concentreaza In mare parte pe produse sau
tehnologii specifice de vindecare precum terapii topice, antiseptice, pansamente, stari
plagii. Este nevoie de o imagine de ansamblu simplificata a criteriilor bazate pe dovezi,
pentru a facilita managementul adecvat al ranilor cronice, dar si diagnosticarea precoce a
complicatiilor Tn toate locatiile de ingrijire (spital, domiciliu, centre de Tngrijire) a unui
astfel de pacient. Scopul acestei lucrari este acela de a oferi un rezumat al ghidurilor de
gestionare a plagilor cronice de diferite etiologii, utilizand medicina bazata pe dovezi, care
pot fi utilizate de catre clinicienii de Tngrijire a plagilor n toate teatrele de ingrijire pentru a
ajuta Tntregul ciclu de ingrijire a unui astfel de pacient (adica, diagnostic, pregatirea
pacientului si a patului plagii, tratament, dar si urmarirea evolutiei) pentru tipurile majore
de plagi cronice. La aceasta se adauga experienta personala cu introducerea ih domeniul
chirurgiei generale a produsilor derivati plasmatici autologi pentru accelerarea procesului
de vindecare a leziunilor cu deficit tisular, dar si cu o aplicatie Tn domeniul integrarii
tisulare a materialelor alloplastice, precum protezele parietale utilizate Tn reparatia
defectelor de la nivel abdominal.

Aceasta lucrare este redactatd in sperantd ca va exista 0 mai mare apreciere a
componentelor care alcatuiesc Tntregul ciclu de ingrijire a plagilor, in special in ceea ce

priveste adaptarea in dinamica a terapiei in functie de etapa evolutiva a plagii, dar, mai



ales, ca va oferi instrumentele necesare inchiderii unor defecte dificil de vindecat si

obtinerii unei integrari rapide si eficiente a protezelor parietale (si nu numai).

4. Metodologia generali a cercetarii

S-a obtinut avizul Comisiei de Etica din Spitalul Clinic Colentina Tn luna
septembrie 2017 pentru derularea procedurilor de recoltare de derivati plasmatici si de
utilizare a acestora in practica terapeutica, cu numarul de Tnregistrare si acordurile

interdisciplinare.

In prima etapa, s-au selectat criteriile de eligibilitate a pacientilor ce urmeaza acest
tip de terapie (cu derivati plasmatici). Aceasta etapa este urmata de 0 perioada de evaluare
a comportamentului biofizic al derivatilor plasmatici in functie de tipul de protocol utilizat
pentru obtinerea lor si @ modului cum se poate imbunatati fiecare tip de produs plasmatic

astfel incat sa avem resursa optima pentru tratamentele planificate.

Pe baza analizei literaturii de specialitate si a experientei dobandite in urma evaluarilor in
vitro a unor probe de derivati plasmatici, am selectat protocoalele de lucru in scopul
personalizarii terapiei la patologia fiecarui pacient. Aceasta etapa Se completeaza cu
datele obtinute in cadrul proiectului BioWALL si BioMesh (etapa cu 0 durata de 4 luni,

finalizata Tn luna octombrie 2017).

Etapa a ll-a presupune obtinerea derivatiilor sanguini si caracterizarea lor cu
stabilirea protocoalelor optime de obtinere (etapa programata sa dureze 3 luni si finalizata
in luna decembrie 2017), urmatd de protocolul operator si utilizarea biomaterialelor

generate din plasma (etapa care a durat 3 luni si a fost finalizata in februarie 2018).

Etapa a Il1-a presupune evaluarea in vivo a produsilor cu optimizarea procedeelor
de obtinere si generarea unor protocoale standard, evaluarea clinica a terapiei, bioumorala
si imagistica (ecografica) a pacientilor pana la rezolutia patologiei (etapa ce a fost gandita
pentru 2 ani, dar pentru care a fost necesara extinderea perioadei, respectiv, la patru ani,
din cauza sistarii activitatii chirurgicale temporare pe perioada pandemiei COVID-19,
regandirea protocoalelor de lucru pentru a putea fi folosite in context pandemic si reluarea

evaluarilor pe finalul pandemiei).

Testarea si analiza in vitro s-au realizat in colaborare cu Catedra de master

Biofizica a UMF ,,Carol Davila”, prin bunavointa d-nei prof. Mihaela Moisescu si la



laboratoarele Facultatii de Inginerie Chimica si Biotehnologii, Departamentul de
Biomateriale si Stiinta Polimerilor din cadrul Universitatii Politehnica Bucuresti, cu
ajutorul dnei prof. dr. ing. lzabela Cristina Stancu, utilizand infrastructura pusa la
dispozitie de aceste institutii, de asemenea, cu acordul in Anexa prezentei lucrari cu nr. 4,
cu sporirea necesitatilor de consumabile (vacutainere si kituri de recoltare, Kit-uri de PRP,

manusi sterile etc.), acoperite din fonduri proprii.

Partea de prelucrare si implantare a PRP si PRF s-a realizat in blocul operator din
cadrul Clinicii de Chirurgie Generala, iar protocolul mobil de lucru, in sectia COVID-19.
Urmarirea clinicd, fotograficd si imagistica s-a desfasurat in cadrul spitalului Clinic

Colentina, in spatiile ce deservesc Clinica de Chirurgie Generala.
Studiul 1: Utilizarea derivatilor plasmatici in vindecarea pldagilor cronice

Prima etapa de studiere a comportamentului biofizic al derivatilor plasmatici
studiati (PRP si PRF) este un studiu observational, in vitro, ce urmareste optimizarea
protocoalelor de obtinere a derivatilor plasmatici si acomodarea protocoalelor de lucru
pentru teatrul chirurgical din spital. PRF este un biomaterial natural pe baza de fibrina
utilizat n vindecarea tisulara. Este obtinut din sangele pacientului si contine citokine si
factori de crestere ca factor de crestere transformator (TGF)-B, factor de crestere derivat
din trombocite (PDGF), factor de crestere a fibroblastelor (FGF) si factor de crestere
epidermica (EGF). Rolurile PRF in vindecarea plagilor sunt: eliberarea prelungitd a
factorilor de crestere la locul plagii, proliferarea fibroblastelor si osteoblastelor,
promovarea angiogenezei si inducerea colagenogenezei, aderenta mecanica prin fibrina si

captarea celulelor stem circulante.

Scopul acestei etape a fost de a analiza caracteristicile biofizice ale cheagurilor PRF
si de a investiga posibilitatea obtinerii unui cheag de PRF mai mare din aceeasi cantitate de
sange. Scopul final al etapei este de a concluziona care protocol este capabil sa acopere

defecte tisulare mai mari si de a optimiza siguranta, eficienta si fezabilitatea tratamentului.
MATERIALE SI METODA

S-au obtinut probe de sdnge venos de la doi donatori sanatosi. De la fiecare donator
au fost colectate sase probe de sange n vacutainere sterile fara anticoagulant, de 6ml.
Probele au fost impartite Tn doua subseturi egale. Primul subset a fost cel standard care

continea doar snge (6 ml). Al doilea subset a continut 5 ml de sdnge si 1 ml de gluconat



de calciu 94 mg/ml . Ambele subseturi au fost imediat centrifugate prin protocol (LW
Portafuge E8, 1100 G) timp de 12 minute la 23 de grade Celsius. Supernatatul obtinut dupa
centrifugare este indepartat din vacutainere si partea galbena a gelului de fibrina este
separat de partea rosie (trombul hematic), folosind foarfece sterile din otel inoxidabil. PRF-
ul separat este pus pe o tava din otel inoxidabil si este disponibil pentru masuratori
suplimentare (greutate, dimensiuni, culoare, pH) imediat. Apoi, acestea sunt asezate pe 0
compresa sterild de bumbac si lasate la deshidratare naturald timp de 15 minute. Am
masurat dimensiunile cheagurilor si am calculat volumele Tnainte si dupa deshidratare,
pentru ambele subgrupuri. Mai departe, au fost pregatite probe din cheagurile de PRF care
au fost inglobate in parafind si sectionate apoi la microtom, urmate de colorarea cu
Hematoxilina si Eozina si fixarea pe lama pentru observare la microscopul optic (Nikon
Eclipse E800).

La evaluarile macroscopice dublate de masuratorile efectuate constatam ca aditia calciului
gluconic imbunatateste volumul coagulului de PRF atunci cand este adaugat la proba de

sénge Tnainte de centrifugare.

S-a observat ca subgrupul tratat cu calciu gluconic a avut o rata de deshidratare mai
mica (Tn medie 64,6% din volum pastrat) la 15 minute, comparativ cu cele standard (doar

24,6% din volumul initial), ceea ce confirma existenta unei structuri de fibrina mai bogate.

Prezumtia conform careia calciul care are rol in formarea trombului fiziologic ar
putea promova formarea unui coagul de PRF mai bogat din punct de vedere volumetric a

fost confirmata atat de masuratori, cat si de analiza microscopica.

Din punct de vedere arhitectural, coagulul PRF tratat cu calciu gluconic este mai
bine organizat generand o matrice extracelulara compacta, mai robusta, cu un volum ce se

mentine la peste 60% dupa procesul de deshidratare.

Tn etapa clinica, am evaluat ce patologii asociate pot interfera major cu mecanismul de
actiune al derivatilor plasmatici, ce indicati si contraindicatii au aceste terapii, ce medicatie
interfera cu efectele derivatilor plasmatici. Astfel, am stabilit ca fiind eligibili pacientii cu
varste intre 18 si 90 ani, fara patologii respiratorii sau cardiace care sa genereze hipoxemie,
Ccu status nutritional stabil (se exclud cei deficite protein-calorice de orice fel), pacienti cu
patologii hematologice ce afecteaza statusul trombocitar (trombocitopenii de orice fel), cu

plagi cronice de peste 6 luni.



De asemenea, exista o limita impusa de conduita sectiei pentru cantitatea maxima
de sénge pe care o putem prelucra (90 ml), din care se pot obtine cca 10 coaguli PRF
(2,5/1cm) (aproximativ 25cm?). O evaluare a strategiei de acoperire a protezei efectuati in
aceasta faza a fost de a utiliza coagulii de PRF spatiati la maxim 1 cm distanta unul de
celalalt pana se acopera plasa, pentru tehnica cu injectarea de PRP s-a stabilit injectarea a
0,5 ml la 2cm? de tesut aflat sub proteza (datoritd contactului intim cu plasa). Tehnica
denumita mixta (PRF si PRP) incearca sa ,,umple” spatiile libere dintre coagulii de PRF cu
zone infiltrate cu 0,5ml la fiecare 2cm? de tesut subprotetic. Statusul bioumoral ce poate
interfera cu evolutia tratamentului este de asemenea analizat, fara a se identifica criterii
suplimentare de excludere. Contraindicatia absoluta pentru utilizarea derivatilor plasmatici
ramane si Tn acest studiu prezenta sau suspiciunea inalta de malignitate, din cauza riscului
de diseminare tumorald prin concentrarea factorilor de crestere si a celulelor tumorale

circulante.

Dupa stabilirea protocoalelor de obtinere a PRP si PRF, am trecut la un studiu clinic
prospectiv pe un lot de 42 de pacienti din Spitalul Clinic Colentina internati pe sectia de
Chirurgie | si Chirurgie Il, in perioada 01.03.2018-30.08.2020, diagnosticati cu plagi

chirurgicale cronice de etiologii variabile.
Criterii de includere n studiu:

Pacientii inrolati au fost diagnosticati cu urmatoarele patologii: diabet zaharat cu
ulceratie, arteriopatie diabetica, arteriopatie non-diabetica, neuropatie diabetica, leziune de
decubit.

Se poate observa ca rata de contractie a plagilor tratate cu plasma bogata in fibrina
(87,24%) este mai mare decat rata de contractie a plagilor tratate standard (70,96%). Acest
aspect este face necesara 0 discutie referitoare la diferenta de diametru intre leziunile
tratate cu PRF si cele netratate Tn balantd cu aportul factorilor de crestere si a matricei
extracelulare generate de PRF. Contractia unei plagi este influentata de mai multi factori,
inclusiv dimensiunea plagii si a tesutului subiacent, prezenta infectiei, raspunsul
imunologic la rana, starea de sanatate a pacientului, tipul de pansament utilizat si utilizarea
terapiilor de contractare a ranilor, cum ar fi terapia cu fibrina bogata in trombocite (PRF).
Avand Tn vedere ca starea de sanatate a pacientilor, statusul infectios, cat si pansamentele
utilizate Tn cadrul studiului sunt similare atat pentru lotul tratat cu PRF, cét si pentru lotul

tratat standard, singurele variabile raman dimensiunea plagii, substratul tisular si



modularea raspunsului imunologic. Aceste elemente putdnd genera BIAS-uri datelor
obtinute. Conform datelor noastre, terapia PRF este eficienta in accelerarea vindecarii si
contractiei ranilor, deoarece declanseaza activarea migrarii celulelor si sintezei de colagen
si astfel creeaza un mediu propice pentru contractia lezionala. Terapia cu PRF a dus la o
reducere cu 34,2% a suprafetei lezionale, n comparatie cu doar 16,6% doar cu
pansamentul conventional. Alte studii au aratat, de asemenea, ca terapia PRF poate
accelera rata de contractie a plagii si poate oferi rezultate mai bune de recuperare, in

comparatie cu pansamentele conventionale (12,14,19,117).

am analizat cum au evoluat o serie de plagi cronice masurate cu ajutorul software-
ului IC Measure, in urma tratamentului cu plasma bogata in fibrina. Acest program este o
aplicatie versatila si performanta pentru masurarea lungimilor, suprafetelor si unghiurilor.
Interfata simpla ofera, de asemenea, functionalitate de achizitie si imbunatatire a imaginii.
Calibrarea masuratorilor se realizeaza folosind un reper fix din poza, ceea ce poate fi un
dezavantaj deoarece este dependentd de aprecierea operatorului. Am masurat aria si
perimetrul la diferite intervale de timp pentru fiecare plagd si am observat o reducere
semnificativd a ariei plagilor, precum si schimbari in tipul de tesut, ceea ce indica
vindecarea. Scaderea dimensiunii pligii este un indicator important al vindecarii, desi
ratele de vindecarea nu sunt intotdeauna constante. S-a putut observa in plagile descrise
faptul ca plasma bogatd in fibrina a ajutat mai mult in acoperirea volumului, aria
contractandu-se intr-o masura mai mica.

In plus, s-a demonstrat cid plasma bogata in fibrind poate avea succes in
tratamentul plagilor care nu s-au vindecat utilizand alte modalitati de tratament.
Convenabile si ieftine, dispozitivele bazate pe software ajuta la imbunatatirea preciziei a
masuratorilor plagii si a asigura clinic informatii relevante care ar putea demonstra
modificari ale dimensiunii plagii in timp. Pentru a evalua mai corect rezultate tratamentului
cu plasma bogata in fibrina, pe viitor ar fi util si un software de evaluare volumetrica.

Ulterior, am realizat o analiza a lotului in functie de caracteristicile plagilor:
culoare, arie, perimetru, rata de contractie.

Tn primul rand, am analizat evolutia plagilor necrotice si a celor cu infectie si am
constatat ca la 48 de ore s-au epitelizat 33,33% din cele 15 plagi, Tn timp ce la 0 saptamana
procentul de plagi epitelizate era 73,33%.

Tn continuare, am comparat evolutia plagilor in functie de culoare (initiala, la 48

de ore si la o saptimani) la pacientii cu o arie a pligii <2500 mm? versus pacientii cu o



arie>2500 mm?2. Am constat ci la pacientii cu o arie initiald a pligii <2500 mm?, cele mai
multe plagi se aflau in faza de inflamatie (9 plagi) si granulatie (6 plagi) si doar un pacient
prezenta plagi necrotici. La pacientii cu o arie initiald >2500 mm?, cele mai multe se
gasesc 1n faza de inflamatie (9 plagi) si foarte putine plagi in faza de granulatie (3 plagi).
Cele mai multe dintre pligile necrotice si cu infectie aveau o arie >2500 mm?,

Am analizat si evolutia culorii plagilor n functie de arie la 48 de ore si am
constatat ci foarte multe dintre pligile cu o arie <2500 mm? s-au epitelizat (16 pligi), Tn
timp ce pligile cu arie >2500 mm? se aflau in faza de inflamatie(8 pligi) si granulatie(6
plagi) si doar 6 plagi s-au epitelizat.

La o siaptimani, am constatat ci majoritatea pligilor cu aria< 2500 mm? s-au
epitelizat (23 de plagi), doar 4 plagi se mai aflau in faza de inflamatie. Tn contrast, la
pacientii cu o arie >2500 mm?, doar 5 pligi s-au epitelizat complet, in timp ce 4 pligi se
aflau n faza de inflamatie si plagi erau ischemice.

Am comparat apoi gradul de contractie a plagilor necrotice cu gradul de
contractie a plagilor aflate in faza de granulatie si am observat o rata de contractie mai
mare la plagile necrotice (79,56%), fata de cele aflate in faza de granulatie (67,56%). Dupa
indepartarea escarei, daca este bine vascularizata si manageriata, plaga necrotica se
contracta mai repede decat o plaga care e rosie si care are o0 evolutie mai trenanta fiind

blocata Tn etapa de producere de fibrina netrecand la epitelizare finala.

Studiul 2: Augmentarea integrarii protezelor utilizate in herniologie pe baza derivatilor

plasmatici

In aceasta etapi, am evaluat ce patologii asociate pot interfera major cu mecanismul de
actiune al derivatilor plasmatici, ce indicatii si contraindicatii au aceste terapii, ce
medicatie interfereaza cu efectele derivatilor plasmatici. Astfel, am stabilit ca fiind eligibili
pacientii cu varste Intre 18 si 90 ani, fard patologii respiratorii sau cardiace care sa
genereze hipoxemie, cu status nutritional stabil (se exclud cei cu deficite protein-calorice
de orice fel), pacienti cu patologii hematologice ce afecteazd statusul trombocitar
(trombocitopenii de orice fel), cu defecte parietale la nivelul peretelui abdominal de maxim
2,5 cm (si o suprafatdi maxima estimatd de plasd polipropilenicd de maxim 51 cm?). De
asemenea, existd o limita impusa de conduita sectiei pentru cantitatea maxima de sange pe
care o putem prelucra (90 ml), din care se pot obtine cca 10 coaguli PRF (2,5/1cm)

(aproximativ 25cm?). O evaluare a strategiei de acoperire a protezei efectuatd in aceasti
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fazd a fost de a utiliza coagulii de PRF spatiati la maxim 1 cm distantd unul de celalalt
pana se acopera plasa. Pentru tehnica cu injectarea de PRP s-a stabilit injectarea a 0,5 ml la
2cm? de tesut aflat sub protezi (datoritd contactului intim cu plasa). Tehnica denumitd
mixta (PRF si PRP) incearca sa ,,umple” spatiile libere dintre coagulii de PRF cu zone
infiltrate cu 0,5ml la fiecare 2cm’ de tesut subprotetic. Statusul bioumoral ce poate
interfera cu evolutia tratamentului este, de asemenea, analizat, fara a se identifica criterii
suplimentare de excludere. Contraindicatia absolutd pentru utilizarea derivatilor plasmatici
ramane si in acest studiu prezenta sau suspiciunea inaltd de malignitate, din cauza riscului
de diseminare tumorald prin concentrarea factorilor de crestere si a celulelor tumorale
circulante.

Etapa de planificare si evaluare in vitro s-a desfasurat in perioada 2017-2018, avand
0 prima etapa ce s-a desfasurat in cadrul laboratoarelor catedrei de Biofizica Master a
U.M.F. ,,Carol Davila” Bucuresti, unde s-au efectuat masuratori ale parametrilor fizici
(greutate, volum, densitate celulara, arhitectura matriceald) ai derivatilor plasmatici (PRP
si PRF), in raport cu protocolul de prelucrare (tehnica de recoltare, timpii de la recoltare la
centrifugare, protocolul de centrifugare). Am utilizat probe de sange venos integral,
recoltate de la voluntari sanatosi (3 probe de 6 ml de la fiecare voluntar), in vacutainere de
plasma fara gel separator Vacutest (Kima) si s-au prelucrat prin centrifugare Alegra XR 12
(Bechman Coulter), dupa protocolul de L-PRF (centrifugare 12 minute la 2700 RPM), I-
PRF (5 min, 60G), I-PRF (6 min, 700 RPM (200G)), A- PRF (14 min, 1300 RPM), PRF
(15min, 3300 RPM). Dupa separarea cheagurilor de PRF, s-au determinat greutatea cu
ajutorul unei balante analitice digitale, volumul prin comprimarea cheagului n cilindri
gradati cu greutate de 10 g si arhitectura microscopica utilizand microscopul inversat

(Axiovision) cu magnificatie 63x.

Pentru evaluarea PRP am utilizat probe recoltate de la voluntari sanatosi — 2
vacutainere de 4,5 ml cu citrat de sodiu 0,109M (BD Vacutainer)/ recoltare ce s-au
prelucrat prin centrifugare la centrifuga Alegra XR 12 (Bechman Coulter), dupa
urmatoarele protocoale: PRP1 (5min la 300G), PRP2 (8 min la 240G), PRP3 (17min la
700G), PRP4 (12 min, 2000G), PRP5 (15min, 250G), PRP6 (7 min la 3300 RPM). Dupa
prima centrifugare, se transfera cu acul lung de 21G si seringa de 5ml plasma separata
obtinuta in tubul de re-suspensie de 6ml Vacutest (Kima). Se recentrifugheaza probele de
5ml de PRP la 2.500 x g timp de 7 minute si se separa PRP-ul concentrat in tub cu citrat de

sodiu 0,109M(BD Vacutainer) de 2,7ml. S-a determinat cu analizorul automat numarul de
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trombocite din sangele integral si din probele de PRP. De asemenea, am evaluat aspectul
protezelor de PP tratate cu PRP pe suprafata din perspectiva celularitatii la 12 ore. S-a
practicat numdrarea trombocitelor pe 1 mm?, utilizand acelasi microscop inversat utilizand

coloratie cu violet de gentiana.

Cea de-a doua etapa a presupus colaborarea cu specialistii in  domeniul
biomaterialelor si al polimerilor din Departamentul de Bioresurse si Stiinta Polimerilor al
Facultatii de Inginerie Chimica si Biotehnologii, din cadrul Universitatii Politehnica
Bucuresti, unde am validat ipoteza conform careia derivatii plasmatici contribuie la
acoperirea tisulara mai rapida a protezelor polipropilenice prin imagini de microscopie
electronica efectuate pe probele de plase tratate cu PRP si puse in culturi celulare de

fibroblaste murine.

Aceasta analiza din practica sustine teoria integrarii protezelor utilizate in herniologie pe
baza derivatilor plasmatici — respectiv, in cazul PRP pentru fiecare protocol utilizat, fata de
standardul definitiei de PRP, s-au obtinut intre 11,24% si 53% mai multe trombocite/proba
utilizata, iar in cazul PRF, PRF, s-a constatat ca la macroscopice se observa densitatea
crescuta a fibrinei, respectiv, componenta celulard bogata. De asemenea, la magnificatie
20x a arhitecturii coagulului de PRF in coloratie hematoxilina-eozina (HE), in marginea
coagulului se observa un strat mai bogat de trombocite, precum si o retea fibrilarda mai

densa (In care se gasesc si leucocite).

Tn practica chirurgicala moderna ar fi de util de aplicat pentru ca beneficiile sunt
clar superioare, iar componentele de reparatie tisulara, de suport al matricei celulare,
precum si scaderea raspunsului inflamator prin care se genereaza o incorporare tisulara a
protezei ce poate indeplini functiile Tn mod fiziologic, se constatd de la primele
aplicari/interventii. Sunt necesare mai multe interventii in acest sens — pentru a putea
genera concluzii cu putere statistica mare. Pacientii care beneficiaza de aceasta strategie
terapeutica — complexa, personalizata si fara riscuri suplimentare, dar eficienta si cu
rezultate vizibile si rapide au un risc foarte mic de efecte adverse tocmai datorita

materialului autolog.

Atat PRP, cét si PRF s-au dovedit a fi utile si rentabile pentru integrarea protezelor
herniare in tesuturi. Presupunem ca efectul pozitiv al PRP si PRF asupra procesului de
vindecare si potentialul de a reduce riscul de infectie si de a minimiza cicatricile

functioneaza similar In cazul plagilor cronice si in cazul protezelor herniare. Tn plus, PRP
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si PRF pot fi utilizate pentru a promova angiogeneza, care este formarea de noi vase de

sange, si pot ajuta la reducerea inflamatiei.

Studiul in vivo s-a desfasurat in perioada 2017-2021 in cadrul Spitalului Clinic
Colentina, Sectia Clinica Chirurgie Generala. Dintr-un total de 329 de pacienti cu defecte
parietale abdominale, au fost selectati 270 de pacienti cu defecte parietale au fost
inghinale, ombilicale sau eventratii micii sub 2,5cm din care 42 de pacienti cu defecte
parietale mai mici de 2,5cm (hernii inghinale, ombilicale si eventratii) eligibili pentru
terapia cu derivati plasmatici (26 PRF, 8 PRP, 4 PRP si PRF toti cu hernii inghinale - 2
terapii PRF pentru hernii ombilicale — 2 terapii PRF pentru eventratii mediene de trocar)
care au si beneficiat de procedeele de augmentare. Pentru a simplifica evaluarea, am
analizat doar defectele parietale inghinale. Astfel, avem un lot de studiu de 216 pacienti cu
hernii inghinale. Distributia pe sexe barbati : femei —193:23, cu varsta medie de 61 ani.
Dintre acestia, 191 pacienti inrolati au fost supusi interventiei de montare de proteze
polipropilenice Tn maniera supraaponevrotica (on-lay) si 25 de pacienti operati
laparoscopic maniera TAPP.

Tn acest studiu au fost utilizate proteze de polipropilena (PP) disponibile (HERNI
PRO, tip P3,P4 Biosintex, Paha mesh - POLYPROPYLENE MESH si DiproMed model
Evolution), ancorate cu suturi separate din polipropilena datorita rezistentei Sale bune la

tractiune, bunei integrari tisulare si riscului scazut de infectie [1].

Derivatii plasmatici au fost prelucrati intraoperator din sange venos proaspat,
folosind centrifuga Portafuge model E8 la 3300rpm, si utilizati imediat dupa obtinere.
Pentru PRP am folosit vacutainere cu citrat de 4,5 ml (BD Vacutainer), iar pentru PRF,
vacutainere Clot activator de 9 ml (Vacutest Kima). Dupa ce plasa a fost fixata cu suturi,
am aplicat fie PRF-ul pe suprafata plasei folosind suturd chirurgicala multifilament,
sintetica, absorbabila cu acid poliglicolic, dimensiunea 0 (Bicril, BioSintex), fie am

infiltrat tesuturile ce vin Tn contact intim cu plasa cu PRP uniform distribuit.

Din descrierea celor 2 loturi (cel cu tratament standard si cel cu PRP), observam ca
populatiile sunt foarte asemanatoare in ceea ce priveste media de varsta (61 ani versus 62

ani) si distributia pe sexe (11% femei versus 7,9%).

Vindecarea post-chirurgicald a herniei inghinale la pacientii cu patologie cardiaca

poate fi afectatd negativ din cauza riscului de complicatii asociate cu potentialul de stop
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cardiac. Pacientii cu diabet pot necesita abordari chirurgicale mai precaute din cauza
riscului de afectare a vindecarii plagii si a unui risc crescut de infectie postoperatorie.
Pacientii cu aderente viscerale pot necesita o interventie chirurgicala mai extinsa, dar in
functie de dimensiunea si severitatea aderentelor, operatia de hernie se poate prelungii cu
timpi suplimentari. Obezitatea este un factor de risc pentru dezvoltarea herniilor si poate
creste riscul de complicatii postoperatorii. Hepatita virala cronica B poate interfera cu
procesul de vindecare dupa operatia de hernie, necesitdnd perioade prelungite de
monitorizare atenta si ingrijire suplimentard de sustinere. Lotul studiat prezintd o
distributie similara cu populatia generala astfel incat nu ar trebui sa fie diferente

semnificative intre modelele evolutive analizate.

Tn ceea ce priveste durata de internare, se poate observa o modificare destul de mare de cca
14% mai multe externari sub medie si cu 17% mai putine externari peste medie. Pentru a
evalua biostatistic daca nivelul durerii pe NRS la 2, 4, 12 saptamani dupa interventie
chirurgicala ar scadea cu in comparatie cu terapia standard la 2, 4, 12 saptamani, ar trebui
efectuat un test statistic. Mai exact, un test t cu doua esantioane ar putea fi utilizat pentru a
evalua daca scorurile medii NRS la doua 2, 4, 12 dupa interventie sunt semnificativ
diferite de scorurile medii NRS observate cu terapia standard la 2, 4, 12 saptamani. Ipoteza
nula ar fi ca scorurile medii NRS cu interventia nu sunt semnificativ diferite de scorurile
NRS observate cu terapia standard. Ipoteza alternativa ar fi ca scorurile medii NRS cu
augmentare sunt semnificativ mai mici decat scorurile NRS observate cu terapia standard.
Valoarea p din aceasta analiza ar trebui utilizata pentru a determina daca modificarea
observata a scorurilor NRS este semnificativa statistic sau nu. Aceasta evaluare pe un lot
atat de mic nu poate genera valoare statistica asa ca studiul va necesita extindere pentru a

putea stabilii puterea statistica a corelatiilor deduse.

Limitarile studiului experimental de fata au tinut de cantitatea redusid de sénge
integral ce poate fi prelucrata, precum si de lipsa unei evaluari anatomopatologice — ce nu
se poate face, din considerente etice, decat la pacientii care prezinta complicatii ce necesita

prelevarea sau explantarea protezei partial sau integral.
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9. Concluzii si contributii personale

Fiindca nu este vorba despre asocieri sau corelatii intre variabile, ci despre
evaluarea si aplicarea tratamentelor autologe pe plagile cronice, aceasta lucrare se axeaza
pe demonstrarea unui principiu tehnic. Consider ca aceasta tehnica chirurgicala aflata la
granita mai multor stiinte Se preteaza la mai multe studii clinice, precum si introducerea
acestora n practica curenta — fiind vorba de utilizarea unor materiale de natura autologa ce
de a dezvolta reactii adverse.

Obiectivele tezei au fost realizate cu succes, astfel ca am reusit sa utilizam Tn
siguranta derivati plasmatici a caror preparare am reusit sd 0 optimizam in functie de
necesarul terapeutic. Pe toata durata desfasurarii studiului nu au fost intélnite reactii
adverse ale PRP sau PRF. Daca in domeniul vindecarii plagilor cronice PRP si PRF isi fac
tot mai simtita prezenta in studii, in domeniul integrarii protetice din herniologie este un
pionierat care atesta capacitatea sporita de integrare la pacientii tratati cu aceste derivate.
Indeosebi PRF-ul este derivatul de electie atat in acoperirea defectelor de parti moi, cét si
in integrarea plaselor de herniorafie. Acesta, datorita faptului ca vine si cu suportul
structural pe care sa prolifereze tesutul de neoformatie, nu doar cu amalgamul de factori de
crestere, si accelereaza semnificativ procesele de vindecare / integrare.

PRF reprezinta 0 optiune de tratament promitatoare pentru vindecarea plagilor
cronice cu rezultate excelente asupra pacientului. Acesti derivati plasmatici sunt produse
biologice naturale de vindecare obtinute prin prelucrarea sangelui integral prin
centrifugare, ce au fost studiate pe larg in comunitatea medicalda si au demonstrat
potentialul de a accelera vindecarea si regenerarea tesuturilor. Proprietatile PRF-ului de
coagulare opresc sangerarea si imbunatitesc vindecarea, oferind Tn acelasi timp o
componenta structurala la nivelul plagii, si favorizeaza migrarea celulelor necesare pentru
repararea leziunilor. Tn plus, PRF poate proteja plaga de infectie, poate regenera tesutul si
poate reduce edemul si durerile cauzate de interventia chirurgicala. De asemenea, s-a
dovedit ca reduce timpul necesar pentru vindecarea leziunilor, elimindnd necesitatea
dezavantaje: are riscuri de reactii inflamatorii exacerbate (in special L-PRF, prin
componenta leucocitara), mai ales daca pacientul are un status inflamator exacerbat.

Aceste fenomene se remit in 24-48 ore de la terapie.
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Avantajul major in ambele situatii este cost-eficienta acestei terapii. In cazul
plagilor cronice, derivatele plasmatice nu numai ca scutesc bani prin timpul rapid de
vindecare fata de pansamente, dar si comparativ cu costurile interventiilor de chirurgie
plastica (crearea de lambouri sau grefele). Daca pentru a recrea 0 bariera biologica la
nivelul plagii prin tehnici chirurgicale este necesara internarea de cel putin cateva zile si
utilizarea unei sili de operatie, pentru grefarea unor cheaguri de PRF este necesara doar o
sala de mici interventii sau o sala de pansament, de cele mai multe ori interventia
realizandu-se sub anestezie locald. Singurul dispozitiv dedicat acestei terapii este
centrifuga. Astfel, utilizarea derivatilor plasmatici se poate realiza facil, fara costuri tehnice
majore, cu o0 curba de invatare mica usor de parcurs si cu rezultate superioare terapiilor
standard actuale.

Dezavantajele tehnicii sunt legate de faptul ca este necesar ca un om pregatit in
acest sens sa prepare derivatele plasmatice, intrucat nu se pot face in acelasi timp si
interventia chirurgicala, si prepararea PRP sau PRF. De asemenea, un alt posibil
dezavantaj este timpul foarte scurt de lucru cu sangele prelevat si faptul ca nu se pot stoca
probe de PRF sau PRP pentru o utilizare ulterioara. Tn cazul pacientilor oncologici cu rani
cronice, utilizarea derivatilor plasmatici este prohibita, datorita riscului mare de diseminare
tumorala.

Ar fi de cercetat pe viitor daca probele de sange prelevate pentru tratarea
pacientilor oncologici nu pot fi filtrate” de celulele tumorale circulante si daca prezenta
locala a factorilor de crestere nu determina si cresterea tesutului tumoral adiacent, avand n
vedere ca vindecarea si oncogeneza au foarte multe etape comune.

O problema ce inca a ramas nerezolvata este cea a generarii Unei cantitati suficiente
pentru a putea trata plagi si defecte parietale mai mari, dintr-o singura sedinta. Personal,
extind cercetarea dincolo de aceasta teza Tncercand sa fixez factorii de crestere lichizi
obtinuti autolog pe substraturi de matrice extracelulara sintetica precum membranele
hemostatice de colagen sau buretii de colagen utilizati in scop hemostatic in chirurgie.

Este necesard cuantificarea vitezei de vindecare si a calitatii tesuturilor prin
cercetari ulterioare cu putere statistica mai mare. Acest proiect a demarat ca un studiu
experimental care a fost alimentat de rezultatele foarte bune pentru a ajunge un studiu
descriptiv al unor tehnici moderne, cu noi perspective. Sunt necesare studii complexe pe
loturi semnificative statistic, din care sa se poata calcula eficienta terapeutica. Continuarea
aplicarii la scara larga a terapiei cu PRP si PRF in herniologie, ca procedura standard, ar

putea duce la o scadere semnificativa a ratei de insucces a reparatiilor cu proteze sintetice.
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Contributia proprie consta in faptul ca am gasit metode de a obtine coaguli PRF
cantitativ si calitativ mai buni decét cei descrisi n literatura de specialitate si de a folosi
derivatii plasmatici in procesul de integrare a corpurilor straine plecand de la premisele

vindecarii fiziologice.
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