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RESUMO

Equinos de esporte estdo predispostos a lesdes tendineas em qualquer momento de
suas carreiras. O plasma rico em plaquetas (PRP) surge como um tratamento inovador para
diminuir a reincidéncia e o tempo de recuperacdo destas lesfes. A técnica do PRP se baseia na
funcdo fisioldgica das plaquetas na cicatrizacdo dos tecidos, que serd comentada.
Potencializando esta funcéo através da obtencdo de um concentrado, uma porc¢édo especifica
do plasma que, apds centrifugacdo, se torna rica em plaquetas, é possivel fazer aplicacdes
intralesionais em tenddes lesionados. A obtencdo do PRP passa por procedimentos como a
coleta do sangue, que deve ser autélogo e pela centrifugagdo do mesmo. A medida da taxa de
concentracdo e a analise da ativacdo das plaquetas foram feitas para avaliar quais sdo 0s
parametros determinantes para que o plasma seja de fato rico em plaquetas e funcional.
Anélises de diversos estudos recentes mostraram que o uso clinico do PRP € viavel e tem
resultados positivos, tendo sido feita aplicacdo intralesional em equinos com afeccOes

tendineas. Os resultados foram avaliados de forma histoldgica, ultrassonogréfica e clinica.

Palavras-chave: plasma rico plaquetas PRP equinos tendéo



ABSTRACT

Equine sports are prone to tendon injuries at any point in their careers. The platelet-rich
plasma (PRP) appears as a novel treatment for reducing the recovery time and recurrence of
the lesions. The PRP technique is based on physiological function of the platelets in the
healing of tissues, which will be discussed. Enabling this function by obtaining a concentrate,
a specific portion of the plasma that, after centrifugation, becomes rich in platelets, it is
possible to do intralesional injections in injured tendons. To obtain the PRP, procedures such
as blood collection, that should be autologous, and centrifuging it should be done. The
measurement of concentration and rate of platelet activation analysis were used to assess
which parameters are crucial for the plasma is indeed rich in platelets and functional. Analysis
of several recent studies showed that the clinical use of PRP is viable and has positive results
and intralesional application have been made in horses with tendon disorders. The results
were assessed with histological, ultrassonografic and clinical values.

Keywords: platelet rich plasma PRP equine tendon



1 INTRODUCAO

Segundo a Federagdo Equestre Internacional (FEI), as disciplinas equestres se dividem
entre Salto, Adestramento, Concurso Completo de Equitacdo (CCE), Adestramento
Paraequestre, Atrelagem, Atrelagem Paraequestre, Enduro, Volteio e Rédeas. Além destas
modalidades admitidas pela FEI, hd também o Turfe, o Pdlo, e outros esportes caracteristicos
de cada regido, como por exemplo, no Rio Grande do Sul, o Freio de Ouro.

Visto que ha uma enorme variedade de esportes equestres, podemos admitir que a
populacdo de equinos atletas em todo o mundo é grande, dos quais muitos sdo de alto
rendimento e grande valor comercial. Como qualquer atleta humano, os equinos estdo
predispostos a sofrerem com lesdes ao longo de sua carreira esportiva, pois sua performance é
exigida ao maximo.

As lesbes tendineas e ligamentares sdo juntas as afec¢des mais comuns do sistema
musculoesquelético, e contribuem para uma perda econémica consideravel para a industria
dos equinos (DYSON, 2008), causando uma queda no desempenho, tempo longo de
reabilitacdo, lesdes recorrentes e aposentadoria precoce (RINDERMANN et al., 2010).

Afetam os cavalos em todos os esportes equestres, seja pela alta exigéncia de
velocidade (principalmente no Turfe e Pdlo), pelo impacto dos membros anteriores na
recepcdo do salto (principalmente no CCE e no Salto), pelos movimentos de lateralidade
(principalmente no Adestramento) ou paradas bruscas (principalmente na modalidade de
Rédeas e no Freio de Ouro). Cavalos de passeio, esporadicamente, também podem sofrer
lesOes.

Apesar dos avangos na deteccdo precoce de lesdes e o desenvolvimento de novos
tratamentos, a cicatrizacdo do tenddo é lenta e a restauracao das caracteristicas morfolégicas e
funcionais é frequentemente incompleta (DYSON, 2008). Isso faz com que o tenddo
cicatrizado seja predisposto a uma leséo recidiva (MARR et al., 1993).

Rindermann et al. (2010) afirma que tratamentos que induzem a regeneracao de tecido
tendineo saudavel, com restauracdo da arquitetura estrutural e funcdo biomecanica normal, ao
invés da formacao de tecido cicatricial, devem diminuir os riscos de recidiva nestas lesdes.

A fim de diminuir o tempo de afastamento destes animais das pistas e aperfeicoar a
recuperacdo para que retornem as atividades com plena capacidade de cumprir suas fungdes
sem limitacGes fisicas (aléem de diminuir a taxa de recorréncia de lesdes por causa do tecido
cicatricial), veterinarios vém buscando tratamentos alternativos e inovadores através de

pesquisas (FORTIER, 2008) e de tratamentos ja utilizados na medicina humana, usando



atualmente as células tronco e o plasma rico em plagquetas como principais coadjuvantes da
recuperacdo de equinos com lesionados.

O uso do plasma rico em plaquetas (PRP) na medicina veterinaria € mais recente do
que seu uso em medicina humana e odontologia humana, sendo necessaria a realizacdo de
mais estudos na espécie equina e nas demais espécies para a validacdo e melhor
aproveitamento desta técnica. A principio, suas vantagens sdo grandes, pois, além de ter fécil
aquisicdo, € uma terapia de baixo custo (MAIA et al., 2009).

Porém, por se tratar de uma técnica relativamente nova, ha muitas divergéncias na
maneira de obtencdo do material e aplicacdo clinica do mesmo. Este trabalho tem como
objetivo revisar a funcdo das plagquetas no organismo dos equinos, mostrando seu papel na
cicatrizacao dos tecidos, métodos de obtencdo do PRP, métodos de aplicacdo intralesional em

tenddes, e resultados clinicos em equinos tratados com PRP.



2 FUNCAO DAS PLAQUETAS NA CICATRIZACAO DOS TECIDOS

A cicatrizacdo dos tecidos é mediada por um arranjo complexo de eventos intra e
extra-celulares que séo regulados por proteinas sinalizadoras, um processo que ainda nédo é
completamente entendido (ANDERSON, 2000). O que é certo é que as plaquetas tem papel
importate, sendo decisivo (ANITUA, 2004).

A cicatrizacdo de feridas é feita através de uma sucessao de complexos mecanismos
celulares e moleculares. Muitas células estdo envolvidas neste processo. Estas produzem e sdo
sensiveis a uma infinidade de moléculas (por exemplo: citocinas, fatores de crescimento, entre
outros) que permitem que haja condicdes fisioldgicas de reparacdo e regeneracdo dos tecidos
lesionados. As plaquetas desempenham um papel primordial na cicatrizacdo das feridas, ja
que estes fragmentos citoplasmaticos além de possuirem propriedades hemostaticas, também
possuem propriedades pré-inflamatorias, reguladoras e acdes regenerativas as quais estdo
mediadas pela interacdo com células como neutréfilos e células endoteliais, e a liberacéo de
fatores de crescimento, citocinas e outras moléculas (CARMONA, 2011).

A cascata de cicatrizacdo (Figura 1) é mediada pela liberacdo de proteinas secretoras
durante a ativacdo de plaguetas, que direta ou indiretamente influencia em praticamente todos
0s aspectos. Estudos tem mostrado uma relacdo dose-dependente entre a concentracdo de
plaquetas e os niveis de proteinas secretoras, assim como entre concentracdo plaquetéria e
certos eventos proliferativos significantes para a cicatrizacdo (PIETRZAK & EPPLEY, 2005).
As plaquetas podem ser ativadas por agentes fisiologicos (como por exemplo, protrombina,
troboxanos, colageno, difosfato de adenosina, fator ativador de plaquetas, serotonina e
epinefrina) e agentes farmacolégicos (como por exemplo, iondforo de célcio, cloreto de célcio
e analogo do endoperdxido ciclico) (CARMONA, 2007).

Acredita-se que todos estes agonistas liberam seus efeitos a partir da interagdo com
receptores localizados na membrana plasmatica das plaquetas (BLOCKMANS, 1995). Uma
vez ativadas, essas plaquetas sdao morfologicamente modificadas e desenvolvem pseudopodes,
gue promovem a agregacao plaguetaria e posterior degranulacdo dos co-granulos plaguetarios
(EVERTS, 2006).

A degranulacdo das plaquetas inicia a liberacdo das seguintes substancias:
fibrinogénio, fator de transformacéo beta (TGF-R), fator de transformacéo alfa (TGF-), fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento da epiderme (EGF), fator
de crescimento vascular endotelial (VEGF), tromboplastina plagquetaria, célcio, serotonina e

enzimas hidroliticas. Juntamente, outros fatores como o fator de crescimento fibroblastico
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Figura 1 - Esquematica do papel das plaquetas na cicatrizacao de feridas.
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Fonte: Adaptado de PIETRZAK & EPPLEY, 2005.

(FGF), fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) e um fator semelhante ao fator de
crescimento da insulina I (IGF-I) também s&o encontrados em plaquetas (MAIA et al., 2009).
Ainda segundo Maia et al. (2009), a fase aguda da cicatrizacdo comeca imediatamente
apos a lesdo e dura de uma a duas semanas, dependendo do grau da lesdo e do uso de
antiinflamatérios depois do aparecimento da mesma. Essa fase é caracterizada por sinais
visiveis de inflamagdo (calor, dor e edema) e histologicamente pelo influxo de células
responsaveis por uma variedade de eventos necessarios para 0 processo de cicatrizagdo. As
células responsaveis pela debridacdo da matriz extracelular danificada via fagocitose e
liberacdo de fatores vasoativos e quimiotaticos que iniciam a angiogénese, sdo 0s monocitos e
0s macrofagos. Eles ainda estimulam a proliferagdo celular e recrutam outras células
envolvidas no progresso da reparacao dos tecidos lesados. Ha regulacéo da expressao do gene
para fatores de crescimento e citocinas, que vao direcionar os eventos celulares posteriores.

Eritrocitos se acumulam no local da lesdo como resultado do dano causado no endotélio
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combinado ao dano na matriz extracelular. Em um modelo de inducdo de lesdo com
colagenase, as lesdes agudas podem ser caracterizadas pela predominéncia de células
vermelhas dentro da leséo, consistente com a formagdo de um hematoma.

Com a diminuicao da resposta celular aguda, a fase de proliferacdo (restauracdo) da
cicatrizacdo ganha impeto (DAHLGREN, 2007), sendo caracterizada pela angiogénese e
fibroplasia, o que resulta na formacdo do tecido de cicatrizacdo com alinhamento inadequado
das fibras de colageno (SMITH, 1998).

O remodelamento do tecido de cicatrizacdo comega 6 semanas apds o ferimento e
continua por 6 a 12 meses, ou mais. E caracterizado pela melhora no alinhamento das fibras
de colageno ao longo da linha de tensdo e pela formacao de ligages cruzadas das fibras de
colageno, que permitem uma resisténcia maior a tracdo (DAHLGREN, 2007).

Maia et al. (2009) propde, de acordo com a teoria da cicatrizacdo acima descrita, que
seria possivel supor que uma afeccdo tendinea tratada com PRP teria uma melhor cicatrizacao
e alinhamento das fibras (histologicamente) do que em uma lesdo n&o tratada.
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3 PREPARACAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas é, por definicdo, um volume de uma fragcdo de plasma de
sangue autologo que tem uma concentracao de plagquetas acima dos niveis normais (Figura 2)
(MARX, 2001).

O PRP ¢ extraido apenas de sangue ndo coagulado. N&o pode ser feito a partir de
sangue coagulado, pois as plaquetas se tornam parte do coagulo. Também ndo pode ser feito
do soro sanguineo. O soro é uma porcdo liquida translicida do sangue que sobra apds a
remocao das células vermelhas e proteinas do coagulo; o soro contém muito poucas plaquetas
(FOSTER et al., 2009).

Figura 2 - Preparacdo da camada rica em plaquetas.

Fonte: Foster et al.,2009.

3.1 Coleta e centrifugacéo do sangue

Todas as técnicas utilizadas para o preparo do PRP apresentam vantagens e
inconvenientes. Ainda ndo foi desenvolvido um método ideal e padronizado para a obtengéo
do concentrado de plaquetas e fatores de crescimento (CARMONA, 2011).

O procedimento para a obtencdo do PRP pode ser realizado utilizando-se centrifugas
convencionais ou equipamentos que permitam a separacdo (aférese) dos constituintes do
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sangue total (MAIA & SOUZA, 2009).

As centrifugas laboratoriais convencionais podem ser usadas para a producéo de PRP,
porém este processo requer trabalho intensivo, necessitando geralmente duas centrifugacoes e
maultiplas transferéncias entre tubos, consequentemente, sendo dificil manter o material estéril
(PIETRZAK & EPPLEY, 2005).

Quando sangue anticoagulado é centrifugado, trés camadas se tornam evidentes: a
camada inferior, repleta de células vermelhas (gravidade especifica = 1.09), a camada média,
repleta de plaquetas e células brancas (camada tampéo, com gravidade especifica = 1.06) e a
camada superior de plasma (gravidade especifica = 1.03). Isso forma a base dos métodos
atuais para a producdo do PRP, com rendimento de aproximadamente 10% do volume de
sangue coletado (MARX, 2000).

Porém, é importante que o procedimento evite a fragmentacdo das plaquetas, pois o
processo de ativacdo das plaquetas consiste na conclusdo da estrutura tercidria de algumas
proteinas secretoras, e a fragmentacdo poderia resultar na liberacdo de altos niveis, mas com
atividade biolégica comprometida (PIETRZAK & EPPLEY, 2005).

Geralmente, o sangue deve ser colhido de maneira asséptica em tubos contendo, de
preferéncia, citrato como anticoagulante (CAMARGO et al., 2002), e deve ser sempre
autélogo devido ao risco de rejeicdo ou a impossibilidade de secrecdo de fatores de
crescimento ativo (MARX, 2004).

Ha diversas técnicas descritas para obtencdo do PRP, mediante uma (CAMARGO et
al., 2002, PAGLIOSA & ALVES, 2007) ou duas centrifugacdes (PAGLIOSA & ALVES,
2007, BARBOSA et al., 2008, MAIA, 2008) de 200-2000g, durante 3-5 minutos é possivel
obter a concentracdo necessaria de PRP.

Pagliosa & Alves (2007) descreveram que a centrifugacdo Unica consiste em submeter
0 sangue a rotacdo de 5600 rpm, durante seis minutos, ao final do que havera a formacéo de
trés fracdes. A fracdo superior conterd o plasma pobre em plaquetas (PPP), a fracdo mediana o
PRP, e a fracdo inferior os eritrécitos. A fracdo superior contendo o PPP deve ser descartada.
A fracdo mediana, rica em plaguetas, deve ser separada, juntamente com 1 a 2mm da fracdo
inferior (CAMARGO et al., 2002).

A centrifugacdo repetida em duas etapas foi utilizada por Oyama et al. (2004) com
resultados igualmente positivos. O sangue colhido é centrifugado a 160 g por 20 minutos, € 0
plasma sobrenadante resultante, juntamente com 6 mm da fragdo vermelha, é centrifugado a
400 g por 15 minutos. Apos a segunda centrifugacéo, o sobrenadante de coloracdo amarela é

descartado, e o material resultante é utilizado como PRP.
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Schnabel (2006) descreveu outra técnica de centrifugacdo para uso especifico em
tenddes em humanos, na qual o plasma foi gerado pela centrifugacdo a 400 g por 10 minutos,
onde a cada 60 mL de sangue, 10 mL era PRP.

Mais detalhadamente, Maia et al. (2009) descreveu, em seu estudo sobre tratamento de
tendinite induzida em equinos, que para a obtencdo do PRP foram realizadas modificacOes a
partir do método descrito por Carmona (2006). Para isso, amostras de 81 mL do sangue de
cada um dos equinos do estudo foram colhidas por puncéo da veia jugular externa, em 18
tubos com capacidade para 4,5mL, contendo o anticoagulante citrato de sdédio a 3,8%. As
amostras de sangue foram homogeneizadas e centrifugadas a 120g, durante cinco minutos. De
cada tubo centrifugado foi descartado 1,5 mL do plasma presente na superficie, com o
propdsito de se usar um plasma mais concentrado em plaquetas na segunda centrifugacao.
Para isso, 20 mL do plasma obtido ap6s a primeira centrifugacdo foram acondicionados em
dois tubos sem anticoagulante, com 10mL de capacidade, procedendo-se em seguida a
centrifugacdo dos mesmos a 473 g por cinco minutos. Apdés a segunda centrifugacdo, o
plasma foi dividido em duas fracGes: o sobrenadante (PPP) e a fracdo remanescente
denominada PRP. O plasma pobre foi descartado e o PRP, reservado. Deste, 2,5 mL foram
acondicionados em um novo tubo a vacuo sem anticoagulante, para ativacdo das plaquetas.
Adicionalmente, procedeu-se nova centrifugacdo a 1.720 g por oito minutos.

Zandim et al. (2012) baseou o seu método de obtencdo de PRP no método descrito por
Arguelles et al. (2006), fazendo algumas modificacdes. Foram coletadas amostras com 81 mL
de sangue de cada equino por puncdo da veia jugular externa, em 18 tubos vacutainer
contendo 0,5 mL de anticoagulante (citrato de sédio 3,8%) e 4,5 mL se sangue. Juntamente,
foram coletados 4,5 mL de sangue em tubo com anticoagulante (EDTA) para contagem das
plaquetas. As amostras de sangue obtidas contendo citrato de sddio foram centrifugadas a 120
g por 5 minutos. De cada tubo centrifugado, 50% de sobrenadante foram descartados para o
uso de plasma no qual a concentracdo plaquetaria era maior na segunda centrifugacdo. Do
plasma remanescente nos 18 tubos, 1.1 mL foi pipetado perto da camada de leucécitos,
totalizando 20 mL que foram acondicionados em dois tubos de polipropileno sem
anticoagulante, com 10 mL de capacidade. A seguir, foi feita uma nova centrifugacéo a 240 g
por 5 minutos. Apos essa segunda centrifugacdo, o plasma se dividiu em duas fracdes: o
sobrenadante (PPP), e a fracdo remanescente, o PRP. Finalmente, um volume de
aproximadamente 75% de plasma de cada tubo foi descartado e um total de 5 mL de PRP foi

acondicionado em um novo tubo estéril sem anticoagulante.
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3.2 Taxa de concentracédo de plaquetas

A concentracdo de plaquetas no PRP para fins terapéuticos deve ser significativamente
maior que a plasmatica para proporcionar a liberacdo adequada de fatores de crescimento no
local do enxerto (PAGLIOSA & ALVES, 2007).

Diferencas nas concentracbes de plaquetas no PRP entre diversas espécies sao
relatadas, o que dificulta a definicdo de um valor minimo necessario para o seu preparo. Essas
diferencas podem ser atribuidas a quantidade de plaquetas presentes no sangue total, ao
material de coleta (tubos ou bolsas de sangue), ao numero de centrifugacdes realizadas e a
velocidade de centrifugacdo, bem como outras variaveis envolvidas na obtencdo do PRP
(MAIA & SOUZA, 2009). Weibrich et al. (2002) sugere que individuos diferentes podem
precisar de taxas de concentracdo diferentes para alcancar um efeito bioldgico satisfatério.

O PRP pode conter de trés a cinco vezes mais plaquetas que os niveis fisioldgicos
(MARX, 2000), que, nos equinos, podem variar entre 100.000 e 350.000 plaquetas/pL
(FELDMAN et al. 2000).

Segundo Anitua et al. (2004) concentracGes superiores a 300.000 plaquetas/pL séo
suficientes para o preparo do PRP. Marx (2001), no entanto, afirma que para a definigdo de
um trabalho com PRP, a concentragdo obtida deve ser de 1.000.000 plaquetas/mL, pois
valores menores ndo sdo confidveis para melhorar a cicatrizacdo de feridas, e valores maiores
ainda ndo mostraram beneficios superiores.

De acordo com Marx (2000) o método usado para medir a concentracdo de plaquetas
pode causar duvida na determinacdo da taxa de concentracdo. O método manual conta
plaquetas individuais, enquanto que as técnicas automaticas digitais podem contar grumos de
plaquetas como uma Unica, apresentando uma concentracdo subestimada.

Isso ressalta a importancia de usarmos métodos consistentes e uma interpretacao
adequada dos resultados obtidos de outros pesquisadores dos quais a contagem pode ter
valores diferentes (PIETRZAK & EPPLEY, 2005).

Zandim et al. (2012) usou para seu estudo sobre ativacdo de plaquetas a contagem
manual, afirmando que a contagem automatizada seria prejudicial ou até mesmo impossivel
de ser realizada devido a existéncia de grumos plaquetarios. Uma fracdo de 10 pL de PRP foi
usada para contagem manual de plaquetas.

Maia et al. (2009) realizou a certificagdo da concentragdo de plaquetas no PRP

automaticamente, logo apos a segunda centrifugacao do seu material.
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3.3 Ativacgéao de plaquetas

O PRP atua na modulacdo e aceleracdo dos processos cicatriciais, sendo esses efeitos
decorrentes dos fatores de crescimento contidos nos granulos plaquetarios.

Uma vez que o PRP ¢ preparado, é estavel enquanto anticoagulado, por 8 horas ou
mais, permitindo que o sangue seja coletado com antecedéncia e usado, se necessario, em
procedimentos demorados (MARX, 2004).

A ativacdo das plaquetas (Figura 3) em uma situagéo fisiologica normal, em resposta
ao dano causado nos tecidos e fluxo cardiovascular, resulta na formacdo do tampéo
plaquetério e do codgulo de sangue para promover a hemostasia e secre¢do de proteinas
biologicamente ativas (PIETRZAK & EPPLEY, 2005).

Figura 3 - Micrografias obtidas mediante microscopia eletrénica de transmisséo de uma

plaqueta equina normal (A) e de uma plaqueta equina ativada (B).

MP: membrana plasmatica. G: glicogénio. oo: granulos alfa. P: pseudopode.

Fonte: Adaptado de CARMONA et al., 2011

Portanto, segundo Pagliosa & Alves (2007), anteriormente a incorporacdo do PRP na
area de implante, é necessaria a adicdo de um fator coagulante. A funcdo é formar uma rede
de fibrina incorporada ao PRP capaz de permitir sua aderéncia ao local do implante, bem
como impedir a migracdo de células epiteliais e do tecido conjuntivo para fora da regido de
enxerto.

Assim, o potencial regenerativo do PRP depende, em grande parte, nos niveis de
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proteinas secretoras liberadas durante a ativagdo (PIETRZAK & EPPLEY, 2005).

Os fatores de ativacdo plaquetéria estimulam o ciclo do fosfatidilinositol, a liberagéo
de acido aracddnico da membrana dos fosfolipideos e a fosforilacdo de proteinas especificas.
Essas respostas bioquimicas sdo induzidas por outros fatores estimulantes como o ADP, a
trombina ou ionoforos e parecem ser consequéncia da liberacdo de ions célcio de um local
inacessivel aos agentes quelantes (BILLAH & LAPETINA, 1983).

Foster et al. (2009) descreveu que a ativacdo das plaquetas leva a liberacdo dos fatores
de crescimento dos granulos o, evento conhecido como degranulacdo. Ha algumas subtancias
comerciais disponiveis para a ativacdo de plaquetas (para uso em humanos), como, por
exemplo, a trombina bovina. Porém, apesar de ser um evento raro, pode haver
desenvolvimento de anticorpos resultando em risco de vida, decorrente de coagulopatia.
Aproximadamente 70% dos fatores de crescimento sdo liberados em 10 minutos e quase
100% em 1 hora. Pequenas quantidades podem continuar a serem produzidas por 8 a 10 dias.
Um sistema alternativo para retardar a liberacdo dos fatores de crescimento é a adi¢do do
cloreto de calcio (CaCly para iniciar a formacdo de trombina enddgena, a partir da
protrombina.

A ativacdo plaquetaria pode ser quantificada pela mensuracdo da P-Selectina, uma
proteina contida no interior da membrana dos granulos «. Em consequéncia da ativacao
plaquetaria, a membrana dos granulos o« faz fusdo com a membrana da plaqueta, ¢ essa
proteina é expressa na superficie plaquetaria, onde se torna mensuravel. Assim, a mensuracao
da P-Selectina proporciona informactes valiosas sobre o PRP. As proteinas secretoras sdo
geralmente quantificadas pelo método ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). No
entanto, a mensuracdo das proteinas secretoras no PRP pode ser dificil de ser justificada
durante a rotina clinica normal, tendo mais valor em pesquisas e estudos laboratoriais
(PIETRZAK & EPPLEY, 2005).

Maia et al. (2009), apds a primeira centrifugacdo do PRP, usou 125 pL de cloreto de
calcio a 0.0125 mol/L para a ativacdo das plaquetas, incubando o tubo com PRP em estufa de
laboratdrio de 20°C a 22°C por duas horas, a fim de estimular a degranulacdo das plaquetas, e
logo apos realizando a segunda centrifugacdo. Este procedimento foi feito para obter um PRP
homogéneo apos a ativacdo, sem coadgulos de fibrina que poderiam vir a interferir na injecao
intratendinea. O resultado ¢ a liberacdo lenta dos fatores de crescimento, em um periodo de 7
dias (FOSTER et al., 2009).

Um método alternativo para a ativacdo das plaquetas € o uso do col&geno tipo I. O

colageno tem se mostrado igualmente efetivo na estimulagéo da liberacdo de trombina (FUFA
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et al., 2008). Se admitido que o colageno tipo | é efetivo, injecBes in vivo de PRP sem
ativacdo poderiam ser efetivas. Mais estudos sdo necessarios para determinar se o colageno
dos tenddes in vivo pode induzir a formacdo de coagulo pelo PRP inativado e promover a
ativacdo plaquetaria (FOSTER et al., 2009).

Zandim et al. (2012) investigou em seu estudo a capacidade de ativacdo do PRP por
substancias farmacoldgicas, assim como verificou a necessidade ou ndo dessa ativacdo para
uso terapéutico. Entre os tubos onde a ativacdo foi feita com cloreto de calcio a 10%,
trombina bovina diluida em agua, trombina bovina diluida em cloreto de calcio a 10%, e o
controle, sem ativacdo, concluiu-se que a melhor substancia para a ativacdo de plaquetas foi o
cloreto de célcio a 10%. No entanto, também o estudo também mostrou que o PRP pode ser
utilizado sem ativacdo prévia por agentes farmacoldgicos, jA que apresenta uma alta
percentagem de plaquetas ativadas apds os procedimentos de rotina para sua obtencéo.

E importante ressaltar que a ativacdo das plaquetas deve ser realizada proximo ao
momento da aplicagdo terapéutica, de forma a assegurar uma adequada concentracdo dos
fatores de crescimento presentes (MAIA, 2008).

Porém, Man et al. (2001) descreveu uma técnica alternativa para a aplicacdo de PRP
ativado, em cirurgias cosméticas em humanos. O PRP e solucéo de cloreto de célcio/trombina
sdo misturados em uma proporcdo de 10:1 usando um sistema de duas seringas. O PRP é
aspirado para uma seringa de 10 mL e a solucdo ativadora em uma seringa de 1 mL. Os
émbolos das seringas sao ligados para mover em conjunto, com ambas as saidas ligadas a uma
ponta de aplicacdo que permite que as solugbes sejam misturadas a medida que sdo aplicadas
ao local cirdrgico. Isso descarta o problema com a retracdo do coagulo antes da aplicagdo do

PRP, o que causaria uma deficiéncia nas proteinas secretoras.
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4 USO CLINICO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

A historia do uso clinico do PRP como tratamento de enfermidades degenerativas do
aparelho musculoesquelético de cavalos, tais como as tendinopatias - principalmente do
tendao flexor digital - é muito recente. Carmona et al. (2011) afirma que o tratamento é
seguro, e que as injeces de PRP ndo induzem reagdes adversas nos cavalos tratados.

N&o se deve duvidar que a maioria das enfermidades do aparelho locomotor equino
sdo cronicas por natureza, e que 0s episddios agudos sdo apenas agravamentos momentaneos
das mesmas patologias (CARMONA & PRATES, 2009).

4.1 Aplicacéo intralesional

Carmona et al. (2011) considera que o PRP pode ser aplicado em qualquer momento
de evolucdo das lesdes. No entanto, Schnabel et al. (2007) contrapde que o PRP constitui um
tratamento excelente como analgésico e anti-inflamatério para as lesGes tendineas,
ligamentares e articulares na fase aguda, mas que porém, existem limitacdes tedricas que
sugerem sua aplicacdo unicamente na fase proliferativa da lesdo, principalmente nas
tendineas.

Investigacgdes recentes sobre as propriedades bioquimicas, biomecanicas e histoldgicas
dos tenddes tratados intralesionalmente com PRP em um estudo experimental com placebo,
refletiram em resultados positivos apds 24 semanas (Bosch et al., 2010).

Em um estudo sobre PRP como uma terapia em lesdes tendineas e ligamentares em 7
equinos, Rindermann et al. (2010) injetou no tend&o/ligamento lesionado o PRP com uma
agulha calibre 21, guiado por ultrassom. O volume injetado (de 2 a 4 mL) dependeu do
tamanho e grau da lesdo.

Carmona et al. (2011) ainda afirma que, 3 a 4 aplicagdes com intervalos de 10-15 dias
entre elas é um esquema de posologia adequado, baseando-se na impresséo clinica dos autores
e nos estudos de Abellanet (2009).

Maia et al. (2009) realizou um estudo sobre tratamento de tendinopatia induzida em
equinos com avaliacdo histoldgica. Apos a inducgéo da lesdo tendinea, no 12° dia, os animais
foram tratados. O membro direito foi tratado com PRP e 0 membro esquerdo foi usado como
controle com solugdo salina a 0,9%. Entdo, 2,5 mL de PRP previamente ativado foram
injetados (logo ap6s sua formulagdo) na lesdo criada no tenddo flexor digital superficial

(TFDS) do membro direito (grupo tratado com PRP). Na lesdo do TFDS esquerdo foi
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administrada 2.5 mL de solucdo salina a 0,9% (grupo controle). Em ambos os grupos foram
usadas agulhas calibre 21, monitoradas por ultrassom. Os 2.5 mL de PRP e solugéo salina
foram divididos em trés locais de aplicacdo: 1.5 mL no local da lesdo, 0.5 mL meio
centrimetro acima, e 0.5 mL meio centimerto abaixo. Apds o término da aplicacdo, uma

bandagem foi feita na regido do metacarpo, permanecendo por 24 horas assim.

4.2 Avaliacdo de resultados clinicos

Rindermann et al. (2010) injetou no tendao/ligamento lesionado o PRP e os cavalos
foram confinados em cocheiras pro 28 dias. Apos, foram caminhados a méo por cabresto 15
minutos por dia, extendendo progressivamente o tempo até 1 hora nos meses seguintes.
Acompanhando os dados posteriores dos cavalos descritos no estudo (entrevistando
proprietérios, treinadores, e/ou veterinarios responsaveis) revelou-se um resultado positivo
entre 7 a 9 meses. Todos os cavalos tratados com PRP ou estavam treinando na sua carga de
exercicios prévia ou voltaram ao treinamento completo. Nenhum dos animais apresentou
recidiva. Os resultados obtidos neste estudo clinico foram baseados em um numero pequeno
de cavalos, usados em diversas disciplinas equestres (Turfe, passeio, Adestramento ou Salto),
nas quais ha lesdes tendineas e ligamentares.

Maia et al. (2009), em seu estudo sobre o PRP no tratamento de tendinopatia induzida
com avaliacdo histoldgica, apds a aplicacdo intralesional do PRP e do controle de solucéo
salina 0.9%, afirmou que os animais descansaram 5 dias nas cocheiras. Apo6s, foram
submetidos a caminhadas controladas e progressivas, em linha reta: 5 minutos por 10 dias, 10
minutos por 10 dias, 15 minutos por 10 dias. Trinta e seis dias apds a tendinopatia, a avaliacdo
histolégica mostrou que as lesdes tratadas com apenas uma injecdo de PRP cicatrizaram com
um tecido mais uniforme e organizado se comparado ao grupo controle. No entanto,
consideram que avaliagBes histologicas mais prolongadas, feitas em diferentes etapas do
processo de cicatrizagdo, assim como mais injecOes de PRP, devem ser consideradas no
préximo experimento controlado em equinos.

Maia et al. (2009) publicou também sobre o PRP no tratamento de tendinite induzida
em equinos e avaliacdo ultra-sonografica. A aplicacdo intralesional e fisioterapia pos-
procedimento foram idénticos ao do seu estudo sobre avaliacdo histoldgica, porém desta vez,
avaliando com exame ultra-sonografico as areas lesionadas. Apds o tratamento (dias 14, 21,
28, 35 e 42), a unica variavel que diferiu significativamente entre o grupo controle (GC) e o

grupo tratado (GT) foi a area transversal da lesdo (ATL), com menores valores medios no GT
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(Figura 4). Outras variaveis foram avaliadas, mas o importante € que os resultados obtidos
por Maia et al. (2009) permitiram concluir que o PRP promove maior reducdo da &rea de

lesdo de tendinite induzida por colagenase.

Figura 4 - Estimativas da area da lesdo nos grupos tratado (GT) e
controle (GC) apds o tratamento, em fungédo do tempo de
avaliacdo.
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Fonte: MAIA et al., 2009.

Abellanet (2009) descreveu os resultados de um estudo clinico controlado no qual se
avaliou o uso de PRP em 72 cavalos com lesGes tendineas no tendao flexor digital superficial,
10 com lesGes tendineas no tendao flexor digital profundo, e 16 com lesbes ligamentares do
ligamento suspensério. Os cavalos com lesdes no TFDS apresentaram uma melhoria clinica
de 80%, em comparacdo com 45% para o grupo controle (n = 9). Dos cavalos que foram
tratados com PRP apresentaram lesdes recidivas em 22%, em comparagdo com 80% do grupo
controle. Os cavalos com lesdes no tenddo flexor digital profundo que receberam tratamento
com PRP apresentaram melhora de 100%, em comparacdo com 0% do grupo controle (n = 4)
e uma recidiva de 17% dos cavalos tratados. Os cavalos com desmopatias do ligamento
suspensor apresentaram melhoria clinica de 90%, contra 0% do grupo controle (n = 16). Dos
cavalos que foram tratados com PRP, as recidivas foram de 10%. Em geral, todos os cavalos
tratados com PRP se recuperaram em um periodo de 6 meses.

Em sete equinos acometidos de tendinite ou desmite, Arguelles et al. (2005)
observaram, apés tratamento com aplicacdo intralesional de PRP, reducdo na severidade da
claudicacdo e melhora na imagem ultra-sonogréfica das estruturas envolvidas. Alguns animais
retornaram as suas atividades fisicas apds dois meses de tratamento. Em estudo ainda mais

recente, realizado em cinco equinos, sendo dois acometidos com tendinite aguda do TFDS e
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trés com desmite proximal do ligamento suspensorio, Arguelles et al. (2008) observaram
melhora clinica em ambas as afec¢fes apds tratamento intralesional com concentrado de
plaquetas (CP), porém a avaliacdo ultrasonografica demonstrou que apenas 0s animais com
tendinite apresentaram evolucdo positiva. Por outro lado, todos os equinos avaliados
retornaram ao treinamento habitual seis meses apds tratamento, ndo sendo observada recidiva

até 20 meses ap06s 0 mesmo, quando 0s animais ainda se encontravam sob observacao.
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5 CONCLUSOES

O plasma rico em plaguetas mostrou ser uma opc¢do interessante no tratamento de
afeccdes tendineas em equinos, seja por sua resposta terapéutica consideravel, seja pela sua
simples formulagdo e aquisicdo a baixo custo. Exames histolégicos e ultrassonograficos
comprovaram uma cicatrizacdo mais organizada e reducdo da area da leséo tendinea (MAIA
et al., 2009), o que certamente diminui o risco de lesdes recidivas.

Porém, é necessario ampliar os conhecimentos sobre a técnica com estudos cientificos
feitos in vivo a longo prazo e com uma populacdo de equinos maior e mais homogénea, visto
que os trabalhos publicados até 0 momento tem um nimero baixo de animais avaliados e com

uma variedade de racas e aptiddes equestres.
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