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Calidad del plasma rico en plaquetas: estudio

de la activacion plaquetaria

Platelet-rich plasma quality: a study on platelet activation

C. Saez-Torres Barroso', J. Calvo Benito’, A. Gaya Puig?

Resumen: Objetivo. El plasma rico en plaquetas (PRP) es utilizado de forma
cada vez mas frecuente en técnicas quirdrgicas de regeneracion tisular. No
obstante, el procesamiento de la sangre hasta obtener PRP puede desen-
cadenar la activacion prematura de las plaquetas y la pérdida de los fac-
tores bioactivos. En este trabajo estudiamos la calidad de los concentrados
de plaquetas obtenidos siguiendo la técnica de doble centrifugacién en
tubo. Método. Se someten 50 ml de sangre a una primera centrifugacion
a 200g 10 minutos, se recoge el sobrenadante y se centrifuga a 700g 15
minutos. Posteriormente, tras eliminar las 2/3 partes del plasma, se resus-
penden las plaquetas y se analiza el grado de enriquecimiento, el estado
de activacion y la reserva funcional de las plaquetas. Resultados. El enri-
quecimiento en plaquetas del PRP fue de 364+177% (n=45) respecto de
los niveles presentes en sangre total. Mediante el estudio de la expresion
de CD62 por citometria de flujo se determiné el porcentaje de plaquetas
activadas en las muestras de 8 donantes. Mientras que en la sangre no pro-
cesada se detect6 un 2,7% de plaquetas activadas, tras la preparacion
del PRP éste era sélo de 3,6%, aumentando hasta el 16% en el concen-
trado almacenado toda la noche a 22° C. Tras la estimulacién con trom-
bina el porcentaje de plaquetas activadas fue de 96,2%. Conclusion. Este
protocolo de preparacién de PRP no produce una activacion significativa
de las plaquetas. La respuesta a la estimulacién con trombina de los con-
centrados indica un buen estado de reserva plaquetaria.
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Abstract: Objective. Platelet Rich Plasma (PRP) is an autologous
preparation currently used in oral and maxillofacial reconstructive
surgery. Blood collection and preparation of platelet concentrates
may lead to platelet activation and the premature loss of their
granular load. In this study, we have analyzed the quality of the
PRP obtained from a small volume of whole blood through a double
centrifugation technique, so called “tube method”. Design. We
obtained 50 ml of whole blood from 45 patients and centrifuged
at 200 g for 10 minutes. The plasma and buffy-coat were collected
and we then centrifuged at 700g for 15 minutes. The pellet was
resuspended after discarding 2/3 of the plasma. The platelet
concentration, platelet activation and the functional response to
thrombin were analyzed in these samples. Results. By using this
method of PRP preparation, we obtained a 364 + 177% increase
in platelet concentration in comparison with whole blood levels.
Platelet activation, measured by flow cytometry analysis of CD62
expression, was of 2.7% in unprocessed blood and 3.6% in fresh
PRP. This figure increased to 16% in PRP samples after overnight
storage at room temperature. A percentage of 96% of platelets
showed activation in PRP samples after thrombin stimulation.
Conclusion. Our results show that platelets contained in PRP
concentrates obtained by this method are not significantly activated.
A good functional platelet reserve is preserved through the procedure,
since platelets maintained a satisfactory response to thrombin after
PRP preparation.

Key words: Bone regeneration; Platelet Rich Plasma; Platelet
activation; CD62.
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Introduccion

La investigacion en el campo de la regeneracion dsea se orien-
ta hacia la formacién de un hueso de mayor calidad, de forma mas
temprana y, en ocasiones, en mayor cantidad. Los conocimientos
sobre la fisiologia de la reparacién del hueso son utilizados a la hora
de definir aquellas técnicas y materiales que puedan aportar las con-
diciones éptimas para este proceso. En este contexto se incluye el
uso de diversas armas terapéuticas entre las que se encuentran los
diferentes tipos de injertos y los factores de crecimiento contenidos
en estos injertos, en los concentrados de plaquetas de uso local o
en los preparados comerciales a partir de las formas recombinan-
tes de los mismos.'-3

El plasma rico en plaquetas (PRP) consiste en un concentrado
de plaquetas de origen autélogo que, en contacto con sustancias
activadoras del proceso de coagulacién, forma una red de fibrina
de consistencia gelatinosa que contiene los diferentes elementos
celulares (gel de plaquetas). El interés del empleo del gel de pla-
quetas es doble. Por un lado aporta una gran estabilidad en el relle-
no del defecto éseo, ya que se comporta como un excelente trans-
portador de los injertos de hueso, en especial de aquellos injertos
particulados y ofrece la posibilidad de generar una malla de fibrina
que puede ser suturada y que colabora a mantener la estabilidad
del injerto. Por otro lado, las células sanguineas, en especial las pla-
quetas contenidas en el PRP, son una fuente de sustancias media-
doras capaces de acelerar o mejorar los procesos regenerativos.*>
Entre estas sustancias destacan diversos factores de crecimiento tales
como TGF-f, PDGF, VEGF, EGF e IGF. Varios estudios demuestran
la actividad de estas sustancias en la estimulacién de la angiogé-
nesis, en la induccién de la quimiotaxis, proliferacion y diferencia-
cién de células progenitoras y en la sintesis de colageno.s8

Desde la descripcion de las aplicaciones clinicas del PRP se han
empleado varios protocolos de obtencién del mismo en funcién de
las necesidades de uso. En los trabajos iniciales de Marx, el PRP se
obtenia mediante técnicas de aféresis.# Esta forma de procesamiento,
habitual para las plaquetas de uso transfusional, consigue concen-
trados de volumen importante pero estd limitada por la necesi-
dad de unas condiciones especificas por parte del centro extrac-
tor y del paciente. Al ampliarse las indicaciones de uso del PRP a
técnicas de regeneracion de defectos 6seos de pequefio tamafio,
habituales en el campo de la cirugia oral y maxilofacial, se simpli-
ficé la técnica de obtencién, adaptandola a cantidades menores de
sangre periférica extraida por venopuncién en tubos de pequefio
volumen.’.59-11 Esta sangre se somete a centrifugaciones sucesivas
que permiten concentrar las plaquetas en la cantidad deseada.
De esta manera se logra mayor facilidad y rapidez en la prepara-
cién del concentrado asi como un menor coste y unas minimas
molestias para el paciente. Ambos procedimientos contemplan una
serie de variables que pueden influir en la calidad y actividad bio-
I6gica del producto final y que no se encuentran bien definidas
en la actualidad. Entre estas variables destacan los diferentes pasos
de centrifugacion, que influyen tanto en la concentracion como en
el grado de activacion de las plaquetas. Esta demostrado que una
activacion prematura de las plaquetas conlleva una pérdida de fac-
tores que se eliminan o se degradan antes de alcanzar el lugar donde
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Introduction

The investigation carried out in the field of bone regen-
eration is geared towards the formation of bone of greater
quality at an earlier stage and, on occasions, of greater quan-
tity. When defining the techniques and materials that can
provide the best conditions for this process, a knowledge of
the physiology behind bone repair is required. In this con-
text a therapeutic arsenal is used that includes different types
of grafts and the growth factors that are to be found in these
grafts, which are used in platelet concentrations for local
use, or as commercial preparations based on recombinant
types.’3

Platelet-rich plasma (PRP) consists in a platelet concen-
trate with an autologous origin that, when in contact with
substances that activate the coagulation process, forms a
fibrin mesh with a gelatinous consistency that contains dif-
ferent cellular elements (platelet gel). There is a two-fold
interest in using platelet gel. On the one hand it provides
great stability for filling a bone defect, as it acts as an excel-
lent carrier of bone grafts, especially for bone chip grafts,
and it offers the possibility of generating a fibrin mesh that
can be sutured and that helps to maintain the stability of
the graft. On the other hand, blood cells, especially PRP
platelets, are a source of mediating substances that are able
to accelerate or improve the regenerative processes.*5 Among
these substances, various growth factors stand out such as
TGF-B, PDGF, VEGF, EGF and IGF. Various studies have shown
the activity of these substances for stimulating angiogene-
sis, for the induction of chemotaxis, proliferation and differ-
entiation of progenitor cells and in collagen synthesis.#

Ever since the description of the clinical application of
PRP, various protocols have been used for obtaining this,
depending on what it was needed for. In the initial work
by Marx, PRP was obtained by means of aphaeresis tech-
niques.* This type of processing, which was commonplace
in transfusion platelets, achieves considerable concentration
of volume, but it is limited because specific conditions are
required of the extracting center and of the patient. As the
indications for the use of PRP have been widened to regen-
eration techniques of small sized bone defects, which are
habitual in the field of oral and maxillofacial surgery, the
methods for obtaining this have become simplified, and they
have been adapted to smaller quantities of peripheral blood
extracted by venous puncture in small volume tubes.’510.11
This blood is subjected to successive centrifugation that per-
mits concentrating the platelets to the desired amount. In
this way the concentrate is prepared with greater ease and
speed, and at a lesser cost, with a minimum discomfort for
the patient. Both procedures take into account a series of
variables that can influence the quality and biological activ-
ity of the final product, which are not currently well defined.
Among these variables the different centrifugation steps stand
out, as these influence the concentration as well as the degree
of platelet activation. It has been demonstrated that pre-
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deben actuar.’213 Por ello, para garantizar la obtencién de unos
resultados 6ptimos con el empleo del PRP, es necesario que los con-
centrados que se utilizan contengan un ndmero adecuado de pla-
quetas y que estas plaquetas se hayan mantenido hasta su utiliza-
cién en condiciones que garanticen la preservacion de su capaci-
dad funcional.

El objetivo de este estudio es determinar la calidad del plasma
rico en plaquetas obtenido con el método de doble centrifugacién
en tubo. Con este fin analizamos el enriquecimiento celular en el
producto final asi como el estado de activacién y la reserva fun-
cional de las plaquetas contenidas en este PRP.

Material y método

Obtencion de las muestras

Para la preparacion de cada muestra de PRP del estudio se obtu-
vo sangre de una serie de donantes voluntarios sanos asi como de
pacientes a los que se iba a realizar un procedimiento quirirgico
de regeneracion dsea. La cantidad de sangre total extraida de cada
donante fue de 50 ml en tubos de 5 ml conteniendo citrato como
anticoagulante (Venoject, TERUMO Europe, Leuven, Bélgica). Esta
sangre fue procesada siguiendo el método de preparaciéon de PRP
en tubo. El procedimiento contempla una primera centrifugacion
lenta (200g X 10 min) tras la que se recoge el plasma sobrenadante
junto con los primeros mm de la capa leucocitaria y de hematies,
seguido de una segunda centrifugacion de mayor intensidad (700
g X 15 min) que permite separar una fraccion de plasma pobre
en plaquetas (PPP) correspondiente a la porcién superior, en volu-
men variable segln la concentracién celular que se desee obtener
en el producto final, y la fraccién restante de plasma rico en pla-
quetas (PRP).

La preparacién de las muestras se realizé en campana de flujo
laminar para evitar la contaminacién de las mismas. El recuento
celular de las muestras de sangre total y de PRP se llev6 a cabo de
forma automatica (Ac-T5 diff AL,Beckman Coulter, CA).

Técnica de citometria de flujo para
el andlisis de la activacion plaquetaria

En las diferentes muestras del estudio se realiz6 un marcaje con
anticuerpos especificos unidos a fluorocromos frente a las molé-
culas CD61 y CD62. El CD61 es una molécula que se expresa de
forma normal en la superficie de las plaquetas y que permite defi-
nir la poblacién plaquetaria. El analisis de CD62 (P selectina) cons-
tituye un marcador de activacién de estos elementos celulares debi-
do a que esta molécula, presente en los granulos de las plaquetas,
se expresa en la superficie de las mismas al ser activadas.

El doble marcaje se llevé a cabo afiadiendo a las muestras con-
centraciones saturantes de anti-CD61 conjugado con fluoresceina
(Caltag, Burlingame, CA) y anti-CD62 conjugado con ficoeritrina
(Caltag, Burlingame, CA) e incubando durante 20 minutos a 22°C
en la oscuridad. Tras la incubacién se afiadié 1 ml de solucién de
paraformaldehido al 1% a cada tubo.

El control de activacion se llevé a cabo estimulando una ali-
cuota de PRP previamente diluida 1:10 en PBS, con trombina a
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mature platelet activation carries a loss factor, and the
platelets are eliminated or degraded before reaching the area
that they should act upon.’2 13 Therefore, in order to guar-
antee optimal results when using PRP, it is necessary for the
concentrates used to contain a suitable number of platelets
and for these platelets to have been maintained until used
in conditions that guarantee the preservation of their func-
tional capacity.

The object of this study was to determine the quality
of platelet-rich plasma obtained with the double centrifu-
gation tube method. With this aim, we analyze cell con-
centration in the final product as well as in the activated
state, and the functional reserve of the platelets contained
in this PRP.

Material and method

Obtaining samples

For preparing each sample of PRP in the study, blood
was obtained from a series of healthy voluntary donors as
well as from the patients who were to undergo a surgical
bone regeneration procedure. The total amount of blood
extracted from each donor was 50 ml in 5 ml tubes that con-
tained citrate as an anticoagulant (Venoject, TERUMO Europe,
Leuven, Belgium). This blood was processed following the
tube preparation method for PRP. The procedure contem-
plates first a slow centrifugation (200g X 10 mins) after
which the supernatant plasma is removed together with the
first mm layer of red and white blood cells, followed by a sec-
ond centrifugation of greater intensity (700g X 15 mins)
that permits separating a fraction of platelet-poor plasma
(PPP) that corresponds to the upper portion, with a variable
volume depending on the cell concentration in the final prod-
uct that is desired, and the remaining fraction of platelet-
rich plasma (PRP).

The preparation of the samples was carried out in a lam-
inar flow cabinet in order to avoid contamination. The cell
count of the total blood sample and of the PRP was carried
out automatically (Ac-T5 diff AL,Beckman Coulter, CA).

Flow cytometry technique for the
analysis of platelet activation

Staining with specific antibodies was carried out of the
different study samples together with fluorochromes versus
CD61 and CD62 molecules. CD61 is a molecule that is
expressed normally on the surface of platelets and it allows
specifying the platelet population. CD62 analysis (P-selectin)
is an activation marker of these cell elements because this
molecule, which is present in the - granules of the platelets,
is expressed on their surfaces on being activated.

Double staining was carried out and saturating concen-
trations of anti-CD61 conjugated with phycoerythrin (Caltag,
Burlingame, CA) were added to the samples together with
anti-CD62 conjugated with phycoerythrin (Caltag, Burlingame,
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una concentracién de 1 U/ml final
(Sigma Chemicals, St.Louis, MO), en
presencia de 2 mM Gly-Pro-Arg-Pro
(GPRP, Sigma Chemicals, St.Louis, MO).
Este péptido es un inhibidor de la poli-
merizacién de fibrina y de la agrega-
cion plaquetaria que impide que se
forme el codgulo al activarse las pla-
quetas. Tras la adicién del activador las
muestras se incubaron a 37°C duran-
te 15 minutos y se continué con el pro-
tocolo de tincién descrito.

Las muestras fueron finalmente ana-
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CA), which was incubated in
the dark for 20 minutes at
22°C. After incubation, 1 ml
of paraformaldehyde 1%
solution was added to each
tube.

The activation control was
carried out by stimulating an
aliquot of PRP that had pre-
viously been diluted at 1:10
in PBS with thrombin at a
concentration of 1 U/ml final
(Sigma Chemicals, St.Louis,

lizadas en un citémetro de flujo FACS-  Figura 1. Dispensacién de PRP de forma ambulatoria. Los fras- MO), in the presence of 2
can (Becton Dickinson, San José, CA) uti- cos contienen los diferentes productos obtenidos a partir de la. mM Gly-Pro-Arg-Pro (GPRP,

lizando el programa Cell Quest (Becton ~sangre del paciente.
Dickinson, San José, CA).

El grado de activacién de las pla-
quetas se analiz a diferentes tiempos:
sangre total antes de ser procesada, PRP recién preparado, PRP alma-
cenado 24 horas a 22°C y PRP estimulado con trombina.

Resultados

Preparacion del PRP y recuento de plaquetas

El PRP preparado en el laboratorio es dispensado al clinico de
forma ambulatoria en viales estériles conteniendo las diferentes frac-
ciones obtenidas a partir de la sangre del paciente. En un vial se dis-
pensa el plasma rico en plaquetas, en otro la fracciéon correspon-
diente al plasma pobre en plaquetas y en un tercero la solucién acti-
vadora que consiste en suero del propio paciente enriquecido con
cloruro célcico a una concentracién final del 2,3% (Fig. 1). Para
obtener el gel de plaquetas tan sélo es necesario recuperar el PRP
y la solucién activadora mediante jeringas graduadas y mezclarlos
en una proporcién de 10:1 (0,1 ml de solucién activadora por cada
ml de PRP).

A lo largo del periodo de este estudio se recogieron muestras
procedentes de 45 pacientes y se realizé un recuento celular en la
sangre total y en una alicuota de PRP. El andlisis de estas muestras
revelé un enriquecimiento en plaquetas de 364 + 177% en el PRP
respecto a los valores en sangre total.

Andlisis del grado de activacion de las plaquetas

Tal como se ha comentado anteriormente, la activacion de las
plaquetas durante el proceso de obtencién del PRP, conlleva una
liberacion de los factores de crecimiento hacia el sobrenadante y su
consiguiente pérdida de forma precoz. Por ello consideramos impor-
tante estudiar este factor como parametro de influencia en la cali-
dad del PRP.

El grado de activacién de las plaquetas fue analizado en las mues-
tras de PRP de 8 donantes a diferentes tiempos: sangre total, PRP
recién obtenido y PRP tras 24 horas de almacenamiento a 22°C.
Para el estudio del estado de reserva funcional de las plaquetas se
indujo la activacion con trombina de los concentrados.

Figure 1. Dispensing of PRP on an outpatient basis. The containers
hold the different products obtained from the patient’s blood.

Sigma Chemicals, St. Louis,
MOQ). This peptide is an
inhibitor of fibrin polymer-
ization and of platelet aggre-
gates that stops clot formation as the platelets are activat-
ed. After adding the activator to the samples, these were
incubated at 37°C for 15 minutes and the staining protocol
mentioned was continued. The samples were finally ana-
lyzed in a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, San
José, CA) using the Cell Quest program (Becton Dickinson,
San José, CA). The degree of platelet activation was ana-
lyzed at different times: total blood before processing, just
separated PRP, PRP kept for 24 hours at 22°C, and PRP stim-
ulated with thrombin.

Results

PRP repair and platelet count

The laboratory-prepared PRP is dispensed to the clini-
cian on an outpatient basis in sterile vials that contain the
different fractions obtained from the patient’s blood. One
vial contains platelet-rich plasma, another contains the frac-
tion corresponding to the platelet-poor plasma, and a third
contains the activating solution that consists in the patient’s
very own serum enriched with calcium chloride with a final
concentration of 2.3% (Fig. 1). For obtaining the platelet
gel, only the PRP and the activating solution have to be recov-
ered. This is done using graduated syringes and they are
mixed at a 10:1 proportion (0.1 ml of activating solution to
every ml of PRP).

Throughout the duration of this study, samples from 45
patients were collected and a cell count was made of the
whole blood and of the PRP aliquot. The analysis of these
samples revealed a platelet concentration of 364 + 177%
in PRP with regard to the whole blood values.

Analysis of the degree of platelet activation
As has been discussed previously, platelet activation dur-
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Figura 2. Anélisis de las muestras por citometria de flujo. A) Imagen representativa de los elementos celulares en sangre total en funcién de sus
caracteristicas de tamafio (FSC) y rugosidad (SSC). La regién marcada (R1) corresponde a la poblacién de plaquetas. B) Intensidad de expresién
del marcador CD61 de las células seleccionadas en R1. El histograma muestra una amplia positividad de estas células para el marcador de pla-

quetas.

Figure 2. Analysis of samples by cytometry flow. A) Image representative of the cellular elements in whole blood according to size characteristics (FSC)
and roughness (SSC). The region marked (R1) corresponds to the platelet population. B) Intensity of CD61 expression marker in the selected cells in R1.

The histogram shows ample positivity in these cells for the platelet marker.

La lectura de las muestras en el citémetro de flujo se llevé a cabo
con una sefial de amplificacién logaritmica en los cuatro parame-
tros (tamafio, rugosidad, FL1, FL2) que controlan la adquisicion.
Para el analisis posterior se delimito la regién correspondiente a la
poblacién de plaquetas en funcién de sus caracteristicas de tama-
flo y rugosidad (Fig. 2A). La expresién del marcador CD61 en mas
del 95% de las células seleccionadas confirma que la poblacién
incluida esta compuesta esencialmente por plaquetas (Fig. 2B).

Una vez identificada la poblacién de plaquetas se analizé en ella
la expresion de CD62. El patrén de fluorescencia observado nos
permite identificar el porcentaje de plaquetas que muestran una
intensidad de expresiéon del marcador FI2 por encima del nivel del
control de la técnica y que traduce el estado de activacion. La figu-
ra 3 muestra los diferentes patrones de fluorescencia que se obser-
van segun las plaquetas estén en reposo o activadas. En el PRP recién
preparado (Fig. 3A) y a las 24 horas (Fig. 3B) el nimero de pla-
quetas activadas es escaso. Esta situacién contrasta con el aumen-
to significativo en la intensidad de la sefial FL2 en las muestras esti-
muladas con trombina (Fig. 3C).

El analisis conjunto de todas las muestras generadas a partir
de un mismo donante se representa en la figura 4. En el histogra-
ma se aprecia como las curvas correspondientes a la activacion de
las plaquetas en sangre periférica, PRP fresco y PRP de 24 horas son
practicamente superponibles. Asimismo, el gréfico refleja el aumen-
to significativo de la expresion del marcador de activacién de las
plagquetas en respuesta a la estimulacién con trombina.

La media de los porcentajes de plaquetas activadas presentes
en cada muestra, calculadas a partir del analisis de 8 donantes se
representa en la figura 5. El porcentaje de plaquetas con expresién
de CD62 en sangre periférica antes de ser procesada fue de 2,7 +
3,0%. Después de los procesos de centrifugacion, en el PRP fresco,
esta media fue de 3,6 * 2,7%. En este punto, la activacién del con-
centrado tras la adicién de trombina muestra un incremento de la

ing the process for obtaining PRP, results in the release of
growth factors towards the supernatant and as a result its
early loss. Therefore, we consider studying this factor impor-
tant as an influential parameter on the quality of PRP.

The degree of platelet activation was analyzed in the
PRP samples of 8 donors at different times: whole blood,
recently obtained PRP and PRP kept for 24 hours at 22°C.
For studying the state of the functional reserve of the platelets,
activation was induced with thrombin of the concentrates.

The samples were read on the flow cytometer using a
logarithm amplification signal of the four parameters (size,
roughness, FL1, FL2) that control the acquisition. The region
corresponding to the platelet population was delimited for
later analysis, according to the size and roughness charac-
teristics (Fig. 2A). The expression of the CD61 marker in more
than 95% of the cells selected confirmed that the popula-
tion included was composed essentially by platelets (Fig. 2B).

Once the platelet population had been analyzed, CD62
expression was then analyzed. The fluorescence pattern
observed allows us to identify the percentage of platelets
that show an intensity of the F12 expression marker above
the control level of the technique, and that results in the acti-
vation state. Figure 3 shows the different fluorescence pat-
terns that are observed depending on if the platelets are rest-
ing or active. In recently prepared PRP (Fig. 3A) and at 24
hours (Fig. 3B), the number of activated platelets is scarce.
This situation is in contrast with the significant increase in
the intensity of the FL2 signal in the samples stimulated with
thrombin (Fig. 3C).

The analysis as a whole of all the samples generated
from the same donor is represented in figure 4. The histogram
shows the curves corresponding to the activation of platelets
in peripheral blood, fresh PRP and PRP at 24 hours that
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Figura 3. Analisis de la expresion de CD 61 (FL1) y CD62 (FL2) en la poblacién de plaquetas de una muestra de PRP del estudio: (A) inmediata-
mente después de su preparacion, (B) del mismo producto a las 24 horas y (C) tras la activacién con trombina.
Figure 3. Analysis of CD61 (FL1) and CD62 (FL2) expression in a PRP sample of the study: (A) immediately after preparation, (B) the same product 24

hours later, and (C) after activation with thrombin.

expresion del CD 62 que alcanza el 96,2
+ 1,8% de las plaquetas. El andlisis del
PRP a las 24 horas de incubacién a tem-
peratura ambiente indica la presencia de
un porcentaje de plaquetas activadas de
16,1 + 9,8%. Al igual que en el PRP
recién preparado, la adicién de trombi-
na conlleva un incremento del total de
plaquetas activadas con cifras de 96,2 +
0,7%.

Discusion

Todo proceso de manipulacién de la
sangre conlleva un cierto cambio en la
ultraestructura de las células sanguineas
que puede traducirse en lesiones que
afecten a su funcionalidad. Aunque estas
lesiones son en gran parte reversibles,
los cambios que tienen lugar en las pla-
quetas durante su procesamiento y alma-
cenamiento actdian como parametros
Gtiles de prediccion de la efectividad cli-
nica de los concentrados.

El analisis del PRP preparado segun el protocolo de centrifuga-
ciones sucesivas en tubo da como resultado un enriquecimiento de
los concentrados entre 3 y 4 veces el recuento de plaquetas pre-
sente en la sangre periférica. Esta cantidad de plaquetas es suficiente

G4

Events

Figura 4. Expresion de CD62 en superficie plaquetaria. Las pla-
quetas se marcaron con el anticuerpo CD62-FITC y se analizaron
por citometria de flujo segiin protocolo descrito en material y
métodos. Las diferentes curvas corresponden a: control negativo
de FL2 (negro), sangre total (rojo), PRP fresco (azul), PRP 24h
(verde), PRP activado con trombina (lila).

Figure 4. CD62 expression on platelet surface. The platelets were mar-
ked with the CD62-FITC antibody and they were analyzed by flow
cytometry according to the protocol described in Material and Met-
hods. The different curves correspond to: negative FL2 control (black),
whole blood (red), fresh PRP (blue), PRP 24h (green), activated PRP
with thrombin (lilac).

are practically superimposed.
The graft also reflects the
significant increase in the
expression of the platelet
activation  marker in
response to thrombin stim-
ulation.

The mean percentage of
activated platelets present
in each sample, calculated
from the analysis of 8
donors is represented in fig-
ure 5. The percentage in
platelets with CD62 expres-
sion in peripheral blood
before being processed was
2,7 + 3,0%. After the cen-
trifugation processes, in the
fresh PRP, the mean was 3,6
1 2,7%. At this point, the
activation of the concentrate
after the addition of throm-
bin showed an increase in
CD62  expression that

reached 96,2 + 1,8% of the platelets. PRP analysis at 24

para conseguir los objetivos que persigue la aplicacién local de este
preparado, diferentes de los del uso transfusional de las plaque-

tas. EI PRP asi obtenido permite la formaciéon de un codgulo cuya

Discussion

consistencia es excelente para transportar diferentes tipos de injer-

tos 6seos y biomateriales. Asimismo, supone un aporte suplemen-
tario en el foco de lesién de una serie de factores de crecimiento
que actian como mediadores en los procesos de regeneracion.

hours of incubation at room temperature showed a per-
centage of activated platelets of 16,1 + 9,8%. As occurred
with fresh PRP, the addition of thrombin carried a total
increase of activated platelets of 96,2 + 0,7%.

All blood manipulation processes entail certain changes
in the ultrastructure of blood cells that can result in lesions
that affect how they function. Although these lesions are



246  Rev Esp Cir Oral y Maxilofac 2007;29,4 (julio-agosto):240-248 © 2007 ergon

Calidad del plasma rico en plaquetas: estudio de la activacién plaquetaria

Si bien algunos autores defienden la

Expresion CD62

largely reversible, the

idea de que la actividad biolégica del PRP | 120

derivada del aporte de factores de cre- 100

changes that take place in
the platelets during their

cimiento precisa de una cantidad entre

processing and storage, act

0,9-1x106 plaquetas/ul en el volumen 80
habitual de concentrado (6-10 ml)," no

| | as useful parameters for
predicting the clinical effec-

tiveness of the concen-
trates.’

The analysis of the prepared

— | PRP, according to the pro-
tocol for successive tube

parece existir ningtn estudio concluyen- 60

te que lo demuestre. No esta definido 40

el nimero de plaquetas necesario para

obtener una cantidad adecuada de cada 20 I
uno de los factores producidos por las m
mismas, del mismo Fr)nodo que npo esta 0 ? - ‘

PRP PRP 24H PRP 24H +T  PRP+T

centrifugation, gives a result

comprobado que el nimero de células

of concentrate enrichment

contenidas en el concentrado sea el Gnico  Figura 5. Representacién grafica de la media y desviacion estan-  thqt s between 3 and 4

determinante de la cantidad de factores

dar del porcentaje de plaquetas CD62 positivas. Se determiné el

times the recount of the

. . R porcentaje de expresién de CD62 en las muestras de 8 donantes . .
liberados. Weibrich y Kleis han compa-  sanos: (ST) sangre total, PRP fresco (PRP) y tras 24 horas de con-  platelets present in periph-
rado en sus trabajos dos sistemas de pre- servacién a temperatura ambiente (PRP 24H). En las dos muestras  eral blood. This quantity of

paracién de PRP, a través de un anlisis de PRP se incluy6 también el analisis después de la estimulacion  pigtelets s sufficient for

del rendimiento de plaquetas obtenido

con trombina (PRP+T y PRP 24H + T).
Figure 5. Graphical representation of the mean and standard devia-

achieving the local appli-

con cada sistema y la cuantificacion de  tion of the percentage of positive CD62 platelets. The percentage was cation objectives of this
los principales factores de crecimiento determined by CD62 expression in the samples of 8 healthy donors:  preparation, which is dif-

contenidos en el producto final.'s Estos

(ST) whole blood, fresh PRP (PRP), and after 24 hour storage at room
temperature (PRP 24H). In both PRP samples the analysis was also

ferent from using platelets

autores concluyen que, si bien existe Una ;i eq after stimulation with thrombin (PRP+T and PRP 24H + T). o transfusions. — PRP

asociacion significativa entre el nimero

de plaquetas y la concentracién de TGF-

B, esta asociacion no es significativa para los otros factores analiza-
dos (PDGF, IGF), por lo que el nimero de plaquetas por si s6lo no
puede utilizarse para predecir la cantidad de factores de crecimiento
que seran producidos. El trabajo de Zimmerman y cols.’3 también
presenta resultados similares en el andlisis de los factores presentes
en concentrados de plaquetas obtenidos por diferentes técnicas.
Los autores sefialan las diferencias en el estado de activacién de las
plaquetas como uno de los factores que contribuyen a esta varia-
bilidad. Por otro lado, Dugrillon y cols.'2 estudiaron el recuento de
plaquetas y el contenido en TGF-B1 del PRP sometido en su pro-
cesamiento a diferentes fuerzas de centrifugacién. Este trabajo mues-
tra claramente que intensidades superiores a 800 g producen mayo-
res rendimientos de plaquetas pero disminuyen la cantidad de TGF-
3 contenida en el producto final. Este descenso en la cantidad de
factores es consecuencia de la activacion de las plaquetas al ser
sometidas a importantes fuerzas mecanicas, con consiguiente libe-
racién al medio del contenido de los granulos, que se pierde pre-
maturamente al retirar la fraccién sobrante de plasma. Por consi-
guiente, la efectividad del PRP no sélo tiene relaciéon con el hecho
de contener una determinada concentracion de plaquetas, sino que
es de gran importancia garantizar que éstas permanezcan intac-
tas hasta su utilizacién.

En nuestro estudio, el grado de integridad las plaquetas en el
PRP es analizado a través del estudio del estado de activaciéon y de
la reserva funcional de las mismas. La medida de expresion de CD62
y la respuesta a la estimulaciéon con trombina son pardmetros uti-
lizados frecuentemente para el analisis de concentrados de pla-
quetas no sélo de aplicacion local sino también para los de uso trans-
fusional.41618 La cifra de 2,7% de activacién plaquetaria en sangre
extraida por venopuncioén coincide con la publicada previamente.?

obtained in this fashion

allows the formation of a
clot with an excellent consistency for transporting different
types of bone grafts and biomaterials. This involves a sup-
plementary supply to the middle of the lesion of a series of
growth factors that act as mediators of the regenerative
processes.

While some authors defend the idea that the biological
activity of PRP derived from the supply of growth factors
requires a quantity of between 0,9-1x106 platelets/ul in the
normal volume of concentrate (6-10 ml), 1 there does not
appear to be any conclusive study to demonstrate this. The
number of platelets necessary for obtaining an adequate
amount of each of the factors produced by the platelets has
not been defined, in the same way that the number of cells
contained in the concentrate is the only way of establishing
the quantity of the factors released. Weibrich and Kleis com-
pared two PRP preparation systems in their studies, through
an analysis of platelet efficiency obtained with each sys-
tem and the quantification of the principal growth factors
contained in the final product. These authors conclude that,
while there is a significant association between the num-
ber of platelets and the concentration of TGF-, this asso-
ciation is not significant for the other factors analyzed (PDGF,
IGF), and the number of platelets on their own cannot be
used for predicting the quantity of growth factors that will
be produced. The work by Zimmerman and cols.’? also had
similar results in the analysis of the factors present in platelet
concentrations obtained by different techniques. The authors
stress the differences in the activation state of the platelets
as one of the factors that contribute to this variability. Dugril-
lon and cols™ studied the platelet recount and the content
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En nuestro caso, el porcentaje de plaquetas activadas en el PRP fres-
co muestra cifras de entre 3-5% y del 16% a las 24 horas de alma-
cenamiento. Estos datos se encuentran dentro del rango descrito
en otras publicaciones que analizan concentrados de plaquetas
de uso hematoldgico, en las que a las 24 horas el porcentaje de pla-
quetas activadas se encuentra entre el 7%, y el 25%.' Desde el
punto de vista funcional, se han observado buenos resultados con
la utilizacién de concentrados en los que se describe la presencia
de hasta un 20-30% de plaquetas activadas.20

Otro indicador de la viabilidad de las plaquetas en el PRP es la
buena respuesta que se ha observado tras la estimulacién con trom-
bina, que se traduce en una correcta liberacién del contenido de
los depésitos intracelulares. La expresion de membrana de P selec-
tina se acompania en condiciones fisiolégicas de la liberacién y expre-
sion de las otras moléculas contenidas en los reservorios, entre las
que se encuentran los diferentes factores de crecimiento.?!

Por dltimo, en referencia al periodo de almacenamiento de los
concentrados de plaquetas, es importante sefialar que los hemo-
derivados procesados en circuito abierto no deben ser utilizados
en un periodo posterior a 6 horas desde su preparacién. El PRP
obtenido por doble centrifugacion en tubo debe cumplir esta reco-
mendacién. De este modo, el hecho de que las plaquetas se
encuentren en buen estado en el PRP analizado a las 24 horas
parece dar un margen de garantia suficiente a la hora de afirmar
el buen estado de las plaquetas y de su reserva funcional en el
plazo de tiempo que contempla las condiciones habituales de apli-
cacion.

Conclusiones

En el presente trabajo se demuestra que el protocolo de prepa-
racion del PRP descrito garantiza que los elementos celulares se
mantienen de forma 6ptima hasta el momento de su utilizacién. El
hecho de que las plaquetas sean activadas durante el acto quirdr-
gico y no antes, evita que los factores de crecimiento se pierdan en
los procesos de preparacion del concentrado o que se degraden de
forma prematura.
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in TGF-B1 of the PRP subjected to different centrifugation
strengths. This work clearly showed that intensities of over
800 g produced greater platelet efficiency, but the quantity
of TGF-B, contained in the final product is reduced. This
descent in the quantity of factors is a consequence of platelet
activation on being subjected to important mechanical forces,
with the resulting release into the medium of the granule
contents, which is prematurely lost on removing the surplus
fraction of plasma. As a result, the effectiveness of PRP is not
only related to the fact that it contains a particular platelet
concentration, but it is also related to the importance of guar-
anteeing that the platelets remain in tact until they are used.

In our study, the degree of platelet integrity in PRP is ana-
lyzed by studying the activation state and functional reserve.
The measurement of CD62 expression and the response to
stimulation with thrombin are the parameters frequently used
for analyzing platelet concentrations, not only in local appli-
cation but also for transfusional usage.16-18 The figure of
2,7% of platelet activation in extracted blood through venous
puncture is in accord with previously published figures.’® In
our case, the percentage of activated platelets in fresh PRP
was between 3-5% and 16% after being stored for 24 hours.
These figures are within the range described in other publi-
cations that analyze the concentration of platelets for hema-
tological use, in which the percentage of activated platelets is
between 7%'? and 25% after 24 hours.™ from a functional
point of view, good results have been observed with concen-
trates containing a reported 20-30% of activated platelets.20

Another indicator of platelet viability in PRP is the posi-
tive response observed after thrombin stimulation, which
results in a correct content release of intracellular deposits.
The expression of membrane P-selectin is accompanied in
physiological conditions by the release and expression of
other molecules contained in the reservoirs, among which
the different growth factors are found.?’

Lastly, with regard to the storage period of platelet con-
centrates, it should be pointed out that blood derivatives,
processed in an open circuit, should not be used after 6 hours
of their preparation. The PRP obtained through double tube
centrifugation should meet this recommendation. Thus, since
platelets, analyzed in PRP after 24 hours, have been found
in good condition, it would appear that this guarantees a
sufficient margin as to their good condition and their func-
tional reserve, which are required in usual conditions of
the application period.

Conclusions

In this work the protocol described for preparing PRP,
guarantees that the cell elements are maintained in the best
condition until used. The fact that the platelets are activat-
ed during the surgical act and not before, avoids the loss
of growth factors in the preparation processes of the con-
centrate, or their premature degradation.
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