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RESUMO:

As patologias articulares, particularmente a osteoartrite,representam uma parte significativa nas
perdas de bem-estar e de performances nos equinos. Esta doenga da cartilagem articular, de natureza
degenerativa, é altamente complexa e os tratamentos convencionais com anti-inflamatérios mostram-
se insuficientes. No sentido de limitar a degenerescéncia precoce e a perda de func¢do da articulagao,
o interesse crescente pela medicina regenerativa tem levado a um aumento consideravel de estudos
relativos ao Plasma rico em plaquetas e a sua utilizagdo neste tipo de patologias. Gragas a uma técnica
simples de colheita e dupla centrifugacdao e com um custo moderado, pode ser obtida uma solugdo
concentrada em plaquetas. Esta substancia permite a liberacdo de fatores de crescimento e de
citoquinas diretamente no local da lesdo. Os fatores de crescimento ajudam na proliferacao celular, na
reparacado dos tecidos e, consequentemente, na regeneracdo da cartilagem. Eles sdo suplementados
pelas citoquinas que sdo responsaveis pela regulacdo do catabolismo e da reacdo inflamatéria intra-
articular. O alivio da dor e dos sinais clinicos permite alcancar retorno ao exercicio ou aumento do
conforto na vida de muitos cavalos. Mesmo tendo em conta a variabilidade individual, este produto
autélogo apresenta resultados muito positivos e promissores no futuro da medicina veterindria. No
entanto, mais estudos sdao necessarios para definir um consenso sobre protocolos de preparagao e de
aplicacdo do Plasma Rico em Plaquetas, bem como para obter mais informacdo sobre a eficiéncia e a

fiabilidade do tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Plasma Rico em Plaquetas, PRP, medicina regenerativa, articulacdo, cartilagem,

cavalos, osteoartrite.



ABSTRACT:

Joint pathologies, particularly osteoarthritis , represent a significant portion of welfare and
performance losses in horses. This degenerative joint disease is highly complex, and conventional
treatments with anti-inflammatories often prove insufficient. In an effort to limit early degeneration
and joint function loss, the growing interest in regenerative medicine has led to a considerable increase
in studies regarding Platelets Rich Plasma and its use in such pathologies. Thanks to a simple technique
of collection and double centrifugation, and with moderate cost, a platelet-rich plasma solution can be
obtained. This substance allows for the release of growth factors and cytokines directly at the site of
the lesion. The growth factors aid in cell proliferation, tissue repair, and consequently, cartilage
regeneration. They are supplemented by cytokines responsible for regulating catabolism and the intra-
articular inflammatory reaction. Relief from pain and clinical signs enables a return to exercise or an
increase in the quality of life for many horses. Despite individual variability, this autologous product
shows very positive and promising results for the future of veterinary medicine. However, further
studies are needed to establish a consensus on Platelets Rich Plasma preparation and application

protocols, as well as to obtain more information on treatment efficiency and reliability.

KEY WORDS: Platelet Rich Plasma, PRP, regenerative medicine, joint, cartilage, horses, osteoarthritis



INTRODUGAO:

Os equideos, e mais precisamente os equideos de desporto, devido & sua utilizacdo, sdo mais sujeitos
ao desenvolvimento de patologias musculosqueléticas. Este tipo de patologias representa grande
parte dos diagndsticos em medicina veterindria equina e tendem a diminuir a fungao atlética do animal
ou até pior, acabar prematuramente a sua carreira desportiva (Ribitsch et al., 2021).

As patologias articulares, muitas vezes, sdo do tipo cronico e degenerativo e neste caso, mais
frequentemente designadas de osteoartrite (OA). A OA, também designada de afecdo articular
degenerativa, é caracterizada pela erosdo da cartilagem articular que desencadeia remodelagdo
prematura da estrutura dssea e dos tecidos associados. Infelizmente, elas nem sempre apresentam
respostas satisfatorias aos tratamentos convencionais pela administragdo de anti-inflamatdrios intra-
articulares ou analgésicos a médio e longo prazo, pois s6 permitem diminuir os sinais sem tratar a lesdo
em si (Bogers SH. 2018).

Esta situacdo reforca o interesse e a investigagcdo da medicina chamada de «regenerativa». Ela implica
0 uso de substancias autdélogas (Plasma Rico em Plaquetas (PRP), células estaminais ou autologous
conditioned serum (ACS) e a regenerac¢do autdonoma do organismo em vez de terapias medicamentosas
(Abu-Seida, 2015). No caso do plasma rico em plaquetas, trata-se da colheita do sangue do préprio
animal, da centrifugacdo e da reinjecao do mesmo na drea da lesdo. O PRP tem funcdo regenerativa e
anti-inflamatéria que permite a estimulacdo da cura e o alivio da dor ao nivel da lesdo (Garbin et al.,
2021). Esta técnica simples, interessante do ponto de vista econédmico e com resultados promissores
tem e terd, sem duvida, grande interesse no tratamento das doencas articulares, nomeadamente na
osteoartrite.

O objetivo desta revisdo é apresentar uma compilacdo dos artigos mais recentes, publicados
relativamente ao PRP, do seu uso e dos seus desafios de futuro no contexto do tratamento da

osteoartrite nos equinos.

1. ARTICULACAO E OSTEOARTRITE ASSOCIADA

1.1. ANATOMIA E FISIOLOGIA ARTICULAR

As articulagdes representam uma parte importante do sistema musculosquelético. Permitem a ligacao

de partes do esqueleto, de forma flexivel, possibilitando a deformacdo do corpo e, assim, sua

locomocgdo, sem comprometer a rigidez dos segmentos individuais. Os movimentos também sdo



condicionados pelo equilibrio entre a transmissdo das forcas e a lubrificacdo dos pontos de mobilidade,
qgue sdo as articulagdes (Van Weeren, R. 2013). Existem trés tipos diferentes de articulacGes, mas
aquelas de interesse principal neste caso sdo as articulagGes sinoviais (Mcllwraith et al., 2016). Estas
articulagGes sdo compostas por varias estruturas que vao ser apresentadas mais adiante e que estdo

resumidas na figura 1.

bone

synovial membrane

synovial (joint) fluid

articular cartilage
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collateral ligament

periosteum

Figura 1: Representac¢do esquematica de uma articulacdo equina adaptada do artigo «The Anatomy of
a Joint». Duffy, 2019 - USEA

1.1.1. O osso subcondral

O osso subcondral é constituido por osso trabecular subcondral e placa dssea subcondral, que formam
0 0sso peri-articular nas margens articulares. A placa éssea subcondral esta ligada ao osso trabecular
de um lado e a cartilagem calcificada marca a separagdo com a cartilagem articular do outro lado
(Goldring, 2010). Esta camada Gssea de constituicdo mais rigida que o osso trabecular tem como
principal funcdo o suporte estrutural do corpo. O osso trabecular, que apresenta mais elasticidade, é

responsavel pela absor¢do dos choques mecanicos devido as cargas do corpo em movimento, sem



sofrer deformacgdo. Constituido por nervos e por uma rede vascular bem desenvolvidos, o osso
subcondral também tem um papel importante na percecdo da dor nas patologias articulares (Van

Weeren, 2014).

1.1.2. Acartilagem

A cartilagem articular é um tecido conjuntivo altamente especifico que cobre o osso subcondral na
extremidade dos ossos. Ela permite a lubrificacdo e fornece uma superficie lisa e macia que auxilia na
transmissdo das forcas, reduzindo a fricgao entre as diferentes partes da articulagao (Fox et al., 2009).
E principalmente acelular, avascular, aneural e alifatica e ainda constituida por uma matriz extracelular
muito densa contendo algumas células, como os condrdcitos. Esta matriz é constituida por agua e
fibras de colagénio maioritariamente do tipo Il, contrariamente a maior parte do corpo que é
constituido por colagénio do tipo I, hialuronato, proteoglicanos e outras proteinas, tendo como fung¢do
aretencdo da dgua. Isso permite a existéncia de alguma elasticidade, compensando a solidez e firmeza

da rede de fibras de colagénio (Van Weeren et al., 2001).

1.1.3. Acdpsula articular

A cdpsula articular € uma camada fibrosa densa ligada ao osso que envolve as articulagdes. Ela fornece
uma estrutura de suporte passiva, pela limitacdo fisica dos movimentos e contribui para a estabilidade
articular ativa, gracas a presenca de muitas terminag¢Ges nervosas que indicam ao cérebro a posi¢cdo
precisa da articulacdo. (Ralphs et al., 1994). A cdpsula também permite a delimitacdo da cavidade

articular em que estdo contidas todas as outras estruturas (Van Weeren, 2016).

1.1.4. A membrana e o liquido sinovial

A membrana sinovial ou sindvia é uma camada posicionada na face interna da capsula articular até a
sua inser¢do no 0sso e sobre 0 0sso até o inicio da cartilagem articular (Danila, 2014). Esta camada é
constituida por dois tipos de células: os sinovidcitos envolvidos na fagocitose e na pinocitose
(macroéfagos) e os sinovidcitos com fungdo de liberacdo de proteinas (fibroblastos) (Frisbie,2012). Estes
Ultimos produzem lubricina e hialuronato ou 4dcido hialurénico, uma macromolécula
(glicosaminoglicano ndo sulfatado) que tém um papel maior na composi¢cdao da matriz extracelular e

do liquido sinovial nomeadamente a sua viscosidade. Ambas as células tém a capacidade,



principalmente em caso de patologia articular, de produzir citoquinas, fatores de crescimento e
mediadores da inflamagdo (Van Weeren, 2014). A membrana, muito fina, comporta entre uma a
quatro camadas de células. Ela delimita a cavidade articular, que tem grande importancia na
homeostasia da articulagdo e na constituicao do liquido sinovial (Frisbie, 2012).

O liquido sinovial é formado por acido hialurdnico, lubricina e outros metabolitos libertados pelas
células sinoviais num fluido semelhante ao plasma sanguineo ultrafiltrado. (Tew et al., 1981). Além da
sua principal fun¢do, que é a lubrificacdo da articulagdo para diminuir a friccdo e o desgaste na
cartilagem, o fluido permite o transporte de nutrientes necessarios para a nutricdo e a remogao dos

produtos indesejaveis da cartilagem articular (Van Weeren, 2014).

1.2. A OSTEOARTRITE

1.2.1. Prevaléncia e etiopatogenia da doenga

O termo de osteoartrite (OA) é utilizado para definir uma patologia degenerativa das articulagGes dos
cavalos. Representa uma das maiores causas de perdas de bem-estar e de performances nos cavalos
de desporto. (Goodrich et al., 2006). A prevaléncia desta patologia varia dependendo do grupo de
estudo e, principalmente, da idade. Um estudo que envolveu 50 cavalos de corrida, entre 2 e 9 anos
(periodo de carreira desportiva), demonstrou que um terco dos cavalos (entre os 2 a 3 anos) ja
apresentavam lesGes articulares e mais concretamente na cartilagem. Este estudo revelou ainda que
a proporc¢do e a gravidade das lesGes aumentam significativamente por volta dos 6 anos e o treino
intensivo influencia o aparecimento precoce da OA (Neundorf et al., 2010). De forma mais geral, cerca
de 50% dos cavalos desenvolvem OA depois dos 15 anos e mais de 80% depois dos 30 anos (Baker et
al., 2022). Além disto, estima-se que mais de 60% das claudicagcbes sdo relacionadas com OA
(Mcllwraith et al., 2012). Também foi demonstrado que a condicdo corporal do animal esta relacionada
com a quantidade de biomarcadores da inflamacdo no plasma libertada, a prostaglandina E2
plasmatica (PL-PGE2). Associado ao nivel de exercicio fisico, o aumento do score de condigao corporal,
favorece a inflamacéo intra-articular o que induz um aumento da prevaléncia de OA (Pearson et al.,
2018).

A OA é uma patologia complexa e multifatorial, que se caracteriza pela degradagdo progressiva da
cartilagem articular (perda de proteoglicanos e de colagénio do tipo Il e pelo aumento da atividade dos
condrdcitos), muitas vezes acompanhada de modificacGes dsseas (ostedfitos) e da inflamagdo dos
tecidos vizinhos (Ribitsch et al., 2021). A OA tem uma multitude de etiologias como traumas

articulares, conformagGes anormais, sobrecarga articular, genética, idade ou ainda a nutri¢do. Pode



ser separada em dois processos patofisioldgicos principais ligados entre eles: os processos primarios,
envolvendo a inflamacdo da capsula articular (capsulite) e da membrana sinovial (sinovite) com a
degradacdo bioquimica das estruturas de suporte (tipo 1), ou secunddrios, que implicam trauma
relevante com lesdo da cartilagem articular e dano fisico na estrutura de suporte (tipo Il) (Ross et al.,
2010; Mcllwraith et al., 2016). O primeiro tipo de OA, também designada de OA primaria, estd
relacionada com a repeti¢cdo crdénica de microtraumas, com predisposi¢des sistémicas do individuo ou
ainda com as repercussGes do uso mecanico da articulagdo (sobrecarga, idade ou exercicio fisico
intenso) (Labens et al., 2012). Ainda é incerto se o processo de sinovite ou capsulite ocorre em primeiro
lugar, principalmente pela intervenc¢do de células como os macréfagos sinoviais e os condrécitos, ou
se é secundario a degradacdo da cartilagem e do osso subcondral (Menarim et al., 2020). A inflamacdo
da capsula e da membrana sinovial conduz a libertacdo de mediadores catabdlicos e pro inflamatérios
como as citoquinas (Interleucina-1B, Interleucina 6, fator de necrose tumoral a), a prostaglandina E2,
o oxido nitrico, e os neuro-peptideos que estimulam a degradacdo da matriz extracelular da cartilagem
articular (Baccarin et al., 2022). Por outro lado, a OA secundaria pode ser causada por dano fisico direto
na cartilagem ou no osso subcondral, como em casos de fraturas articulares, artrites traumatica ou
séptica ou ainda osteocondrose (Labens et al.,, 2012). Em condi¢des normais, as cargas mecanicas do
corpo podem ser absorvidas pela matriz extracelular cartilaginea sem causar danos nem reagao
inflamatdria (Baccarin et al., 2022). No entanto, a ulceracao da cartilagem e fraturas intra-articulares
podem ser causados por choques repetidos e assim desencadear enfraquecimento da cartilagem. Este
processo vai conduzir a diminuicdo do poder de absorgao da articulagdo e a libertagao dos mediadores
da dor e da inflamac&o até evoluir para sinovite e/ou capsulite reforcando a degradagdo da cartilagem
(Mcllwraith et al., 2016).

Os processos etioldgicos, estreitamente interligados, chegam ao ponto comum de fibrilagdo, erosdo e
fissuras na cartilagem articular (Goodrich et al., 2006), mas também podem criar ostedlise, osteofitos,
espessamento da membrana sinovial ou ainda esclerose do osso subcondral (Carmona et al., 2009).
Na figura 2 estdo sistematizadas as etapas da degradacdo da cartilagem articular que resultam do

trauma da articulagdo no cavalo (Mcllwraith et al., 2012)
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Figura 2: Etapas para degradagdo da cartilagem articular resultando de um trauma na articulagdo do

cavalo (adaptado de Mcllwraith et al., 2012)

1.2.2. Sinais clinicos e diagndstico

A osteoartrite apresenta uma multitude de sinais clinicos, tais como a dor articular. Ela induz a
diminuicdo da capacidade de movimento e, de facto, a claudicacdo do animal com severidade variavel,
em fungdo da severidade da OA e a perda de performances (De Souza, 2016). O cavalo afetado pode
demostrar reacdo a palpacdo e ser positivo ao teste de flexdo. A articulagdo pode também apresentar-
se quente, tumefata ou com crepitaces (Mcllwraith et al., 2016).

A suspeita de OA pode ser surgir primeiramente no exame geral, acompanhado pelo exame locomotor
do animal pelos sinais descritos anteriormente. Neste caso, é aconselhado avangar para a segunda
etapa: os exames complementares de diagndstico, nomeadamente imagioldgicos (De Souza, 2016).

O exame radiografico é essencial para se obterem mais informacgdes sobre as estruturas dsseas
atingidas e a importancia das lesGes na articulacdo. Em caso de OA pode ser observada a presenca de
novas formacdes dsseas irregulares (ostedfitos), a lise ou esclerose do osso subcondral e a redugdo do
espaco articular. No entanto, no raio X pode ser impossivel de detetar modificagdes subtis no osso ou

nos tecidos moles (Baccarin et al., 2022; Bertoni et al., 2020). Para compensar essa lacuna, a utilizagdo



de ecografia apresenta-se como indispensavel para avaliar o aspeto e o eventual espessamento da
cartilagem (Nocera et al., 2022). A ecografia permite também de revelar a quantidade e o aspeto do
liqguido sinovial, o estado da superficie articular e do osso subcondral ou ainda a presenca de
vascularizacdo ou anomalias da cdpsula articular (Yamada et al., 2020). A outra vantagem do exame
ecografico reside na sua capacidade de mostrar sinais de OA mais precocemente contrariamente ao
exame radiografico, que apenas evidencia modificagdes dsseas (processos mais tardios da patologia)
(Andersen et al., 2022).

Além destas duas técnicas, outras ferramentas de diagndstico como a ressonancia magnética (RM) e a
tomografia computorizada (TC), respetivamente no estudo dos tecidos moles e dos tecidos ésseos da
articulagdo, surgem e sdo de grande utilidade no diagndstico da OA (McKnight, A. 2012). Elas tornam
possiveis a avaliacdo transversal, tridimensional e com precisdo muito superior das estruturas
articulares (Bertoni et al., 2020). A RM, comparativamente a ecografia, fornece um maior contraste
dos tecidos o que permite visualizar melhor as lesGes na cartilagem, quantificar a efusdo do liquido e
analisar precisamente a presenca e a importancia de ostedfitos. (Olive et al., 2010). A RM também
pode fornecer imagens relevantes para detetar anomalias na superficie do osso e particularmente do
osso subcondral (Smith et al., 2016).

A Ultima técnica, aTC, também pode ser utilizada no diagndstico da osteoartrite e ser complementar
as outras técnicas. Tem a capacidade de revelar lesdes 6sseas extremamente pequenas e com a ajuda
de produtos de contraste, evidenciar lesGes cartilaginosas indetetdveis pelos outros exames
imagioldgicos (Honkanen et al.,, 2023). No entanto, o estudo de Bolz et al. (2023), revelou que as
performances de diagndstico entre a ressonancia magnética e a tomografia computorizada eram
muito parecidas. A diferenca residia numa maior especificidade da TC (66%) relativamente a RM (52%),
mas uma maior sensibilidade da RM com 66% contra 53% da TC. Infelizmente, essas técnicas ainda ndo
sdao muito utilizadas neste contexto devido a necessidade de exposicao a radiacao, e de representar

um tempo e um custo muito relevante (Li et al., 2016).

1.2.3. Tratamentos convencionais

No maneio da OA equina, o tratamento deve ter como objetivo a combina¢do da diminuicdo dos
sintomas com a resolucdo das causas primarias da patologia (Mcllwraith et al., 2012). Um dos sinais
clinicos mais importante é a dor. Ela provem da inflamacgdo e é responsavel pela claudicacdo e pela
limitacdo da fungdo locomotora. Para aliviar essa dor, o tratamento mais usado continua a ser os anti-

inflamatdrios ndo esteroides (AINES) sistémicos. (Van Weeren et al., 2010). Os AINES, além de
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reduzirem a inflamacdo, tém funcdo analgésica e antipirética. Eles funcionam principalmente gracas
ao bloqueio das enzimas de ciclo-oxigenase (COX-1 e COX-2) que sdo responsaveis pela producdo de
prostaglandinas. Estas moléculas sdo mediadores quimicos que tém um papel muito importante na
cascada da resposta inflamatéria (Jacobs et al., 2022). Mas este tipo de medicamento tem como limite
a ndo selecdo entre os dois tipos de ciclo-oxigenases. De facto, as duas enzimas tém funcdo muito
diferentes: a COX-1 esta relacionada com a homeostasia corporal, a prote¢do da mucosa gastrica e dos
rins enquanto que a COX-2 é essencial na produgdo das prostaglandinas, que induzem o processo
inflamatdrio (Clegg, P., & Booth, T., 2000). Na inibicdo da COX-1, os AINES impedem o efeito benéfico
gue tem no organismo, criando um desequilibrio na homeostasia do organismo e o aparecimento de
efeitos adversos, principalmente gastricos e renais (Goodrich et al., 2006; Flood et al., 2022).

Alguns estudos tendem a promover o uso de AINES seletivos para COX-2 no ambito de reduzir os
efeitos indesejaveis (Ziegler et al., 2017). Contudo, os AINES ndo seletivos continuam a ser muito mais
prescritos no contexto das patologias articulares e principalmente, a fenilbutazona e a flunixina
meglumina, tendo menor custo e maior tempo de agdo (Jacobs et al., 2022).

Além do maneio sistémico da dor, podem ser usadas substancias intra-articulares no tratamento da
OA. Alguns estudos mostram que o uso de anti-inflamatdrios esteroides tém efeitos benéficos para
aliviar a inflamacgao e a dor intra-articular (Souza, M. V. 2016). No entanto, os esteroides tém de ser
usados com muitas precauc¢des relativamente a dosagem e a técnica podendo, no caso contrario,
causar danos irreversiveis a cartilagem. Explica-se pelas diferengas de pH entre o produto e a
cartilagem. E aconselhado usa-los combinados com acido hialurénico, polissulfato de
glicosaminoglicano e recetores antagonistas da proteina interleucina 1 para minimizar os riscos
(Goodrich et al., 2006; Labens et al., 2012).

Em alguns casos muitos avancados da patologia e quando a abordagem terapéutica ja ndo se mostra
suficiente, o tratamento da OA também pode ser cirurgico. O objetivo principal é a estabilizacdo pela
imobilizacdo total da articulagdo. A técnica é chamada de artrodese e visa dar mais conforto e
qualidade de vida ao cavalo (Delco et al., 2009; Chapman et al., 2019).

Para completar as terapias precedentes, o maneio do cavalo incluindo a regulacdo da atividade e o
controlo da condicdo corporal, também representam uma parte importante do processo (Labens et

al., 2012).

2. O PLASMA RICO EM PLAQUETAS E SEU USO NA OSTEOARTRITE

O PRP é um conceito que apareceu pelos hematologistas dos anos 70 no ambito do tratamento da
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trombocitopénia na medicina humana. Dez anos mais tarde, comecaram a usar essa técnica para
cirurgia maxilofacial antes de a exportar para o tratamento de muitas outras patologias, incluido os
transtornos musculo-esqueléticos, devido as suas propriedades de proliferacdo celular e anti-
inflamatdrias (Cao et al., 2021). Nos anos 90 surgiram os primeiros estudos na drea dos equideos, mas
s6 em 2003 é que surgiu o primeiro documento. O PRP continua a ser, atualmente, um assunto de

grande atengdo na investigacao cientifica (Garbin et al., 2019).

2.1.CONSIDERAGOES GERAIS E PREPARAGAO

O PRP é uma preparacdo bioldgica autdloga e estd incluido nas técnicas de medicina regenerativa
(Miranda et al., 2019). Baseia-se na acdo dos fatores de crescimento e de moléculas contidas no plasma
sanguineo, nos leucdcitos e nas plaquetas. Os efeitos clinicos parecem depender principalmente da
concentracdo destas moléculas no local de lesdo (lonita et al., 2014).

O plasma sanguineo é um componente do sangue, representando cerca de 55% do volume total, de
cor amarelada, que pode ser considerado como o fator liquido do sangue. Ele permite o transporte
homogéneo dos atores responsaveis pela funcdo fisiolégica do sangue: os glébulos vermelhos
(eritrécitos), os glébulos brancos (leucécitos) e os trombdcitos (plaquetas). E composto por 91-92% de
agua e o restante sdo sélidos nomeadamente as substancias coagulantes, principalmente fibrinogénio,
proteinas plasmaticas, como albumina e globulina que mantém o equilibro osmético, eletrdlitos que
asseguram o pH, como sddio, potdssio, bicarbonato, cloreto e cdlcio e, por fim, imunoglobulinas que
permitem de combater infe¢des acompanhadas por outras moléculas como enzimas, hormonas e
vitaminas (Mathew et al., 2023).

As plaquetas sdo pequenos fragmentos de células, anucleares e de forma discoide, e resultam da
fragmentacdo dos megacaridcitos. Apds serem libertadas na corrente sanguinea, elas participam
ativamente na cascata de coagulacdo e no processo de inflamagdo. Elas também tém um papel
fundamental na homeostasia, na integridade vascular e na regeneracdo celular gracas a secrecdo dos
fatores de crescimento contidos nos granulos-a (Ghoshal et al., 2014).

Na literatura, tendo com objetivo comum a obtencdo de uma solug¢do concentrada em plaquetas, sao
descritas varias técnicas relativamente ao processo de preparagdo de PRP para utilizagdo. Existem trés
tipos principais, como os procedimentos automatizados, semi-automatizado e o manual. Os
procedimentos automatizados estdo reportados na medicina veterindria, como uma das técnicas
utilizadas até aos dias de hoje. Os processos semi-automatizados, existentes sobre a forma de kits

prontos para ser utilizados, contendo um dispositivo, um recipiente estéril para colheita de sangue e
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um dispositivo para centrifugacdo. Apresentam a vantagem de ser de simples utilizacdo, mas tém um
custo mais elevado (Garbin et al., 2021). O ultimo tipo de procedimento, sem duvida o mais usado, é
o manual. Os estudos que relatam inumeros protocolos para este tipo de técnica e muitas vezes com
opinides divergentes relativamente as condi¢es de centrifugacdo temperatura, tempo, velocidade de
centrifugacdo. No entanto, quase todos os estudos tendem a convergir em processos gerais (Cao et
al., 2021).

Neste ponto, é importante de colocar em evidéncia que os procedimentos de colheita, de preparacao
e de armazenamento, tém de ser realizados em condi¢des 6timas. Sabendo que a fonte principal de
contaminacgdo da preparagdo provem da pele do animal, da flora ou do trato respiratério superior do
clinico, é essencial de realizar o processo completa com uma assepsia rigorosa, num ambiente o mais
limpo possivel e sem correntes de ar descontroladas (Camargo Garbin et al., 2021).

O primeiro passo reside na colheita de sangue do préprio animal usando agulhas 16 Gauge (G) em
tubos contendo citrato de sédio 3.2% ou em bolsas de sangue contendo
citrato/fosfato/dextrose/adenina como anticoagulante (Pereira et al., 2013). O volume de sangue
colhido dependera da quantidade de PRP desejada tendo em conta que a quantidade de sangue sera
dividida entre 5 a 10 vezes para o volume final de PRP obtido (Dhurat et al., 2014).

Depois da colheita, a amostra necessita de ser sujeita a centrifuga¢do, que permite a separagao das
moléculas em fungdo do peso molecular gragas a rotagao em alta velocidade (Stephenson, F. H. 2016).
Alguns artigos evocaram a possibilidade de usar a sedimentac¢do, mas revelou-se menos eficiente por
aumento da contaminac¢do e diminui¢ao da concentracdo em plaquetas (Segabinazzi et al., 2021). Além
disso, o tempo necessario da técnica torna o processo muito mais demorado e pode potencialmente
provocar o dano das componentes bioldgicas do sangue (Dhurat et al., 2014). Segundo Miranda et al.
(2019), pode ser utilizado um protocolo de dupla centrifugacdo com uma primeira de 10 minutos com
forga de 120xg com o objetivo de separar os gldbulos vermelhos e uma segunda com forca de 240xg e
uma durag¢do também de 10 minutos para concentrar as plaguetas, minimizando assim a destruicdo
celular (Miranda et al., 2019; Dhurat et al., 2014). Apds esta segunda centrifugacdo, o sobrenadante,
que representa plasma pobre em plaquetas, é descartado para obtencdo do produto final enriquecido
(Pereira et al., 2013). Na figura 3, esta esquematizado o processo acima descrito de preparacgdo de

PRP.
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Figura 3: Protocolo de preparacdo do PRP (adaptado do artigo de Miranda et al., 2019)

Relativamente ao armazenamento, foi demonstrado que o Plasma Rico em Plaquetas podia ser
conservado a temperatura ambiente varias horas sem risco de dano gragas a a¢ao do anticoagulante.
No entanto, é sempre preferivel usar o produto quando estd pronto para evitar contaminacdo.
(Hauschild et al., 2016).

A qualidade minima do PRP para ter efeitos terapéuticos satisfatérios ainda é muito controversa e
necessita mais investigacdao. O valor base da concentragdo de plaquetas no sangue dos equinos situa-
se acerca das 150000 plaquetas/ pL (Holanda et al., 2013) e estima-se que a concentra¢do minima do
PRP de trés vezes ou mais superior a concentragao fisiologica parece suficiente para mostrar melhoria
dos sinais clinicos (Rinnovati et al., 2016; Cole et al., 2010). Em caso de concentracdo demasiada
elevada, o PRP pode ter efeito contraprodutivo e reforgar o processo inflamatério. A notar que além
das condicGes de preparacdo, a qualidade do PRP é um processo autdlogo e também pode ser
influenciada por muitos fatores individuais como a idade, a racga, o género ou o estado de saude do

proprio cavalo (Miranda et al., 2018).

2.2.ACAO E APLICAGAO NA OSTEOARTRITE

2.2.1. Protocolos de tratamento

Apds o seguimento do plano de preparagao descrito anteriormente, é importante realizar a assepsia
do local de injecdo. A contaminacdo bacteriana apresenta se com o maior risco de complicacdo desta
técnica o que implica a desinfecdo cuidadosa das maos e o uso de luvas de procedimentos (Guermazi
etal., 2020). Depois de ser realizada a tricotomia da zona, deve ser realizada uma lavagem com solucdo
antisséptica (solugdo de clorexidina 2% ou povidona-iodada 10%) durante 3 minutos seguida por

irrigacdo com alcool a 70%. O processo dever ser repetido 3 vezes com objetivo de obter uma

14



esterilidade de nivel cirargico (Baima et al., 2008). O ambiente também deve ser controlado,
privilegiando areas limpas e minimizando as correntes de ar. O operador pode prosseguir, usando luvas
estéreis, com a recolha estéril do PRP numa seringa. No cavalo em estac¢do e sob sedagao, a preparacado
de PRP é administrada via intra-articular no local da lesdo com uma agulha 21G. A quantidade da
preparacdao com PRP a administrar depende do tipo de lesdo e da articulagdo afetada. O recurso a
ecografia para guiar a administragdo é recomendado, permitindo uma maior precisdo e um menor
risco de lesdo secundaria. Existem muitos protocolos que preconizam uma sé inje¢do, mas um estudo
de Carmona, (2006) indica a realizagdo de trés inje¢Ges, com duas semanas de intervalo entre cada
uma, para maximizar o efeito terapéutico (Carmona, J.U. 2006).

A discussdo relativamente a ativacdo das plaquetas previamente a administracdo continua a ser
controversa. Na pratica, e numa parte importante da literatura, ndo é geralmente mencionada a
ativacdo plaquetaria. No entanto, muitos estudos recentes demostram a importancia deste processo
(Cavallo et al., 2016). O objetivo principal é o aumento da concentracdo dos fatores de crescimento
derivados de plaquetas BB (PDGF-BB) e fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-B1) contido
no PRP (Fukuda et al., 2020). Pode ser realizada gracas a varias técnicas como a congela¢do multipla,
o uso de trombina autdloga ou bovina a 5% ou o uso de derivados calcio como CaCl,. Segundo Fukuda
et al. (2020), a dupla congelagdo da solucdo apresenta-se como a técnica 6tima para o uso de PRP
criopreservado, tendo apresentado melhores resultados que a congelacdo simples, mas sem diferenca
com trés ou mais congelagGes. A congelacdo faz com que os granulos das das plaquetas rebentem,
proporcionado assim a libertacdo dos fatores de crescimento. Por outro lado, a melhor técnica para o
uso instantaneo de PRP parece ser a trombina autéloga combinada com Calcio (Fukuda et al., 2020).
Este conceito esta confirmado por Textor et al. (2012), que adiciona a eficiéncia da trombina bovina
(5U/mL) e reforga que o uso de CaCl, (23mM) se apresenta como um meio mais econémico e eficaz da
ativacgdo plaquetdria com mais de 80% de PDGF ativado. A utilizagdo de trombina bovina, mesmo sendo
mais eficiente, é proveniente de outro organismo e requer uma atengao particular na dose, pois o seu
uso pode criar reagdes inflamatdrias indesejaveis (Textor & Tablin, 2012). A trombina tem como fungéo
a polimerizagdo do fibrinogénio em fibrina e a desgranulacgdo dos granulos interplaquetarios, enquanto
gue o CaCl, serve como antagonista do anticoagulante. Estes processos vao permitir a formacao de

um gel que favorece a adesdo e a a¢cdo do PRP no local da lesdo. (A. Yamada et al., 2012).

2.2.2. Mecanismo de a¢ado

O funcionamento do PRP assenta principalmente numa concentragao trés a cinco vezes superior das
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plaguetas no local da lesdo do que no sangue circulante (Ribitsch et al., 2021). A a¢do das plaquetas
baseia-se em varios mecanismos e, mais particularmente, na acdo de diferentes fatores de
crescimento. A ativacdo das plaguetas permite a desgranulagdo dos granulos a que contém a maior
parte desses fatores, nomeadamente o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) que
estimula a proliferagao das células, a sintese da matriz extracelular e é essencial para a formacgao de
novos vasos sanguineos (angiogénese) e reparacao dos tecidos. Outro fator que desempenha um papel
crucial na modula¢do da inflamagdo, na regulacdo da reparacdo tecidual e também favorece a
producgdo de coldgeno e a diferencia¢do das células estaminais é denominado de transformador beta
1 (TGF-B1). O terceiro fator é o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) que esta envolvido na
reparacao de tecidos moles e ossos, estimulando a proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais, e
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que estimula a angiogénese, necessaria para
fornecer nutrientes e oxigénio as areas lesionadas. A lista pode ser finalizada com os fatores de
crescimento insulinico (IGF), epidérmico (EGF) ou hepatocistico (HGF) que auxiliam na regeneracdo
dos tecidos ao estimular o crescimento e a diferenciacdo das células (Tabela 1). Estes fatores ligam-se
a recetores especificos que vao iniciar o processo de cicatrizagdo. As plaquetas também libertam
citoquinas e fatores bioativos como adenosina difosfato e trifosfato (ADP e ATP), ides de calcio,
histamina, serotonina e dopamina, que sdo ativos na modulac¢do celular e na regeneracdo tecidual.
(Cole et al., 2010; Textor et al., 2011; Silva, V. P, 2017). A matriz de fibrina criada pela polimerizag¢do
do fibrinogénio devida a ativacdao plaquetaria prévia como explicada anteriormente ou a a¢do da
tromboplastina endégena também tem um papel importante na retencdo das plaquetas responsaveis
pela secrecdo das substancias cicatrizantes (Wes Sutter, 2007). Este fendmeno de desgranulacdo
intervém depois de 10 minutos apds o processo de coagulagado fisioldgica que acontece no momento
da administracdao do PRP. Na primeira hora, cerca de 90% dos fatores de crescimento ativos sdo
libertados e outros continuam a ser secretados durante os 5 a 10 dias seguintes (Lichtarska & Sokol,

2021; Wes Sutter, 2007).
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Fator de crescimento

Acgao

Fator de crescimento derivado de plaquetas

(PDGF)

- Estimula a producao de fibroblastos e de
colagénio

- Estimula a angiogénese

- Estimula o fator de crescimento
transformador-B1 (TGF-B1)

- Regula positivamente a quimiotaxia e a sintese

de proteoglicanos.

Fator de crescimento transformador beta 1

(TGF-B1)

- Estimula a proliferacao de fibroblastos

- Reforga a formagdo da matriz extracelular e a
viabilidade celular

- Regula a inflamagao

- Suprime os efeitos mediados por interleucina 1
na sintese de proteoglicanos na cartilagem

- Estimula a angiogénese

Fator de crescimento fibroblastico basico

(bFGF)

- Estimula angiogénese
- Favorece a proliferacao dos mioblastos

- Estimula a producgédo de colagénio

Fator de crescimento endotelial vascular

(VEGF)

- Reforga a proliferagdo das células do endotélio
vascular
- Estimula angiogénese

- Favorece a chegada das células inflamatérias

Fator de crescimento insulinico (IGF)

- Reforga proliferagao celular

- Aumenta a produgdo de matriz extracelular

Fator de crescimento epidérmico (EGF)

- Estimula angiogénese
- Promove a diferenciacdo celular
- Estimula a proliferagado das células

mesenquimais e epiteliais.

Fator de crescimento hepatocistico (HGF)

- Refor¢a a expressdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF)

- Estimula angiogénese

Tabela 1: Fungdes dos diferentes fatores de crescimento contidos nas plaquetas adaptado de Cole et

al., (2010) e de Carmona et al., (2011)
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2.3. OUTRAS APLICACOES DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Além da aplicacdo do PRP nas patologias articulares, esta a ser utilizado em outras dreas da medicina
veterinaria. Muitos estudos relatam a eficiéncia do uso do PRP no tratamento das lesdes tendinosas.
Este tipo de patologias necessita normalmente um tempo para a regeneragdo dos tecidos e este tempo
de recuperagao apresenta-se reduzido acerca dos 30% gragas a uma maior producdo de colagénio e
de glicosaminoglicanos, uma melhor producdo e organizagdo celular do tenddo. Segundo os mesmos
principios, o tratamento das lesGes ligamentosas e musculares parecem igualmente apresentar
resultados muito positivos (Garbin et al., 2021; Kunze et al., 2019; Silva, V. P, 2017).

Mais controverso, o uso do PRP aplica-se também no tratamento das feridas dos cavalos. Elas podem
ter uma cicatrizagdo morosa e complexa, ainda aumentada em presenca de diabetes. Como ja foi
descrito, os FC tém um papel fundamental na cascata de cicatriza¢do e o estudo de Carter et al, (2003),
demostrou um efeito positivo significativo do PRP na histologia de uma ferida num cavalo (Carter et
al., 2003; Wes Sutter, 2007).

No contexto das patologias dsseas, como as fraturas, os testes in-vitro e in-vivo parecem também ter
influéncia na producdo, proliferacdo e migracdo das células ésseas como os osteoblastos e na
estimulacdo do colagénio (Bacevich et al., 2024).

Em éguas, estudos demostram resultados muito promissores nos casos de endometrite. O uso de PRP
antes ou depois da inseminacdo artificial permite a redugdo dos fluidos e das células
polimorfonucleares. Favorece também a diminuicdo da enzima COX-2 e PGE-2 responsavel pelo
desenvolvimento da inflamagdo na endometrite (Garbin et al., 2021).

Além da fungdo curativa, o PRP pode ter um efeito anti-inflamatério muito importante gragas a inibicao
ou na regulacdo de citoquinas como TNF-a, IL-1, e COX-2, moléculas que induzem o processo
inflamatodrio. O uso preventivo, pela reducdo da inflamacdo e da dor permite ao animal de manter um

exercicio fisico reduzindo o risco de lesdo (Garbin et al., 2021; Rios et al., 2015)

3. RESULTADOS E PERSPECTIVAS FUTURAS DO PRP

O uso do plasma rico em plaquetas nas patologias articulares e, mais particularmente, no tratamento
da OA ainda é recente e esta a ser estudada com uma atencdo crescente. No entanto, muitos estudos
relativamente aos resultados clinicos ja foram publicados. Um estudo de 2015, incluindo 123 casos
demostra efeitos positivos em 46,7% e sem efeito aparente em 43,3%, no contexto clinico. No quadro

experimental, 73% apresentam efeitos benéficos contra 7,9% negativos (Brossi et al., 2015). Outro
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trabalho de Bertone et al., (2014), investigou o efeito do PRP num grupo de 40 cavalos onde
administraram em metade dos cavalos PRP e outra metade solu¢do salina (grupo controlo).
Relativamente ao exame locomotor, foi observado uma melhoria significativa do movimento
comparativamente ao grupo de controlo, apés 7 e 14 dias. Os cavalos apresentaram também menos
dor a palpac¢do, menos inchago e, no exame quimico da articulagdo, as células inflamatérias do liquido
sinovial estavam diminuidas. Na imagiologia, ndo foram observadas mudancas significativas, apds 7 e
14 dias. Finalmente, os animais foram seguidos pelos tutores durante 52 semanas e foram reportados
na maioria dos casos a melhoria no conforto e a diminui¢ao da dor. O estudo concluiu a eficiéncia do
PRP no tratamento da OA (Bertone et al., 2014).

Paralelamente, os clinicos recomendam muitas vezes um programa de reabilitacdo adaptado a lesdo
contraida pelo animal que conduzird, sem duvida a melhoria na recuperacgdo e diminuicdo do tempo

de convalescenca (Silva, V. P. 2017).

No entanto, existem também muitos estudos que relatam uma diferenca notavel entre os resultados
dos ensaios in vitro e a realidade do tratamento in vivo, no contexto clinico. (Moraes et al., 2015). A
interpretacdo dos estudos realizados pode ser subjetiva, nomeadamente por causa de falta de grupos
controlo com tratamentos placebo, medidas de diagndstico subjetivas ou periodos de avaliagao curtos
(Brossi et al., 2015). Além disso, o perfil biolégico do PRP depende da preparagdo, que varia em
diferentes estudos. A variabilidade genética e fisioldgica dos pacientes equinos ou dos sujeitos
experimentais aumenta a inconsisténcia da eficacia do PRP entre os individuos (Garbin et al., 2021).

Os resultados dos estudos convergem e reforcam a necessidade de realizar mais investigagdes com
objetivo de aprofundar os conhecimentos e os mecanismos de a¢ao do PRP. O interesse e os fundos
investidos na procura aumentaram consideravelmente nestes ultimos anos e, proporcionalmente a

eles, as areas de utilizacdo alargam-se ao longo do tempo (Dhillon et al., 2012).
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4. CONCLUSAO

A utilizacdo do PRP na OA equina oferece uma perspetiva extremamente interessante no contexto do
tratamento veterinario, pois pode representar uma mudanca significativa na forma como abordamos
e tratamos essa condi¢do debilitante em cavalos. Quando aplicado em areas afetadas pela OA, o PRP
pode ajudar a reduzir a inflamacao, promover a regeneracao do tecido cartilaginoso danificado e aliviar
a dor associada No entanto, apesar dos beneficios evidentes, é importante reconhecer que ainda ha
aspetos a serem explorados e refinados no uso do PRP para a OA equina. Por exemplo, é necessario
compreender melhor os mecanismos exatos pelos quais o PRP promove a regeneracdo tecidual e
determinar os protocolos de tratamento ideais, incluindo a dosagem e a frequéncia das
administragdes. Além disso, estudos de acompanhamento a longo prazo sdo essenciais para avaliar a
durabilidade dos resultados obtidos com o tratamento com PRP e identificar possiveis complicagGes

ou efeitos adversos a longo prazo.

Em suma, embora a utilizacdo do PRP na OA equina representa um avango promissor, mas ainda ha
espaco para mais investigacdo e desenvolvimento nesta drea. Com o continuo avancgo da ciéncia e da
tecnologia veterindrias, podemos esperar que o uso do PRP se torne ainda mais refinado e amplamente

adotado como uma ferramenta eficaz no tratamento da OA e de outras patologias em cavalos.
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