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The relevance of Platelet Rich Plasma (PRP) as a regenerative therapy is in-
creasin, particularly in equine sport medicine, but there is still lack of controlled
studies demonstrating its action in treating ligament injuries. This study was
designed to evaluate the effect of Platelet Rich Plasma therapy in the repair of
experimental injuries in equine suspensory ligament (SL). PRP was evaluated
for treatment of desmites surgically induced in the body of the SL in six horses.
PRP was applied 14 days after induction of the lesions, in the thoracic and pelvic
left limbs; right limbs constitute control. Sonographic examinations were per-
formed weekly to monitor the dynamics of lesions Intensity Rate (IR), based on
ecogenicity and cross-sectional 4rea. Forty-six days after PRP treatment, sam-
ples of the ligaments were collected and evaluated for celularity, vascularity
and colagen content. The group treated with PRP presented reduced intensity
rate (IR), improving ecogenicity in SL lesions. Treated group also presented
higher neovascularity and type I colagen content. The number of fibroblasts
was higher in treatment group, but it was not significant. The results suggests
that PRP was effective in improving suspensory ligament repair in this study.
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RESUMO. O tratamento com Plasma Rico em Pla-  equina, sendo ainda insuficientes os estudos con-

quetas tem se difundido como terapia regenerati- trolados que demonstrem a sua agado sobre lesdes
va na medicina esportiva, em especial na medicina  ligamentares de equinos. Objetivou-se avaliar o
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efeito do tratamento com PRP sobre lesdes expe-
rimentais do ligamento suspensor do boleto (LSB)
em equinos, através de exames ultrassonograficos
e histopatologia. As lesdes foram induzidas cirur-
gicamente no corpo do LSB de seis equinos, nos
quatro membros. O PRP foi aplicado 14 dias ap6s a
cirurgia nos membros toracico e pélvico esquerdos;
os membros do lado direito constituiram controle,
sendo tratados com solucdo salina. Os exames ul-
trassonograficos foram realizados semanalmente,
avaliando-se o Indice de Intensidade da Lesao (IL)
baseado na sua ecogenicidade e drea transversal.
As amostras para avaliagdo histolégica foram co-
letadas cirurgicamente, 46 dias apds o tratamento,
e avaliadas quanto a celularidade, vascularizagdo e
caracterizacdo do coldgeno. O grupo tratado com
PRP apresentou a ultrassonografia, menor IL que o
grupo controle pela melhora no padrao ecogénico
da les@o. A histopatologia o grupo tratado apresen-
tou maior vascularizagao e percentual de colageno
do tipo I. A média do grupo tratado também foi su-
perior quanto a contagem de fibroblastos, embora
a diferenca ndo tenha sido significativa. Os resulta-
dos sugerem a eficacia do PRP em auxiliar o reparo
de lesdes no LSB, nas condic¢des deste experimento.

PALAVRAS-CHAVE. Colédgeno, desmite, histopatolo-
gia, picrosirius, ultrassonografia.

INTRODUCAO

Na era moderna, os esportes equestres crescem
em interesse entre o publico em geral, representan-
do um segmento econdmico importante. O equi-
no utilizado em provas esportivas de alto desem-
penho trabalha sempre préximo ao limite da sua
capacidade fisica, o que tem como consequéncia a
ocorréncia frequente de lesdes. Enfermidades ten-
dineas e ligamentares causam grandes prejuizos,
devido ao tempo prolongado necessario para o tra-
tamento e ao fato do tecido resultante ter proprie-
dades viscoelasticas diferentes do original, predis-
pondo a recorréncia (Crow et al. 2002, Carmona &
Giraldo-Murillo 2007, Carmona et al. 2011, Zuffova
et al. 2013).

A lesao do ligamento suspensor do boleto (LSB)
ocorre em membros tordcicos ou pélvicos de ca-
valos atletas, podendo levar a reducao do desem-
penho antes que os sinais clinicos se manifestem
e o tratamento seja instituido, e por isso tende ao
agravamento e cronificacdo. A busca por alternati-
vas que abreviem o tempo necessario para o trata-
mento e favorecam a recuperagao completa das le-
sOes tém enfatizado as terapias celulares, incluindo
o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) (Zuffova et al.

2013, Brossi et al. 2015, Romagnoli et al 2015). As
plaquetas sdao fragmentos citoplasmaéticos deriva-
dos dos megacariocitos que apresentam a proprie-
dade de sintetizar, armazenar e liberar fatores de
crescimento (FC) como o Fator de Crescimento De-
rivado de Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento
Insulinico Tipo I (IGF-I), e Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF), que estimulam o metabolismo
celular e atuam sobre a proliferagdo e diferencia-
cao tecidual (Carmona & Lopez 2011, Sundman et
al. 2011). Acredita-se que o tratamento com PRP
promova a recuperagdo da fungdo de tenddes e li-
gamentos apos lesdes, melhorando a qualidade do
tecido neoformado, mas sdo muitas as variaveis e
existem poucos estudos controlados que compro-
vem essa eficacia (Brossi et al. 2015).

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito
do PRP sobre lesdes experimentais do ligamento
suspensor do boleto (LSB) em equinos, através de
exames ultrassonograficos e andlise morfoldgica e
morfométrica do tecido de reparo.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se seis éguas mesticas, higidas, com ida-
de média de cinco anos (£3), sendo as unidades experi-
mentais os ligamentos suspensores do boleto (LSB) dos
quatro membros. Para inclusdo no experimento conside-
rou-se como critérios a higidez do aparelho locomotor e
ligamento suspensorio, atestado pelo exame clinico e ul-
trassonografico, e concentracdo sanguinea de plaquetas
acima de 100.000/pL. Os equinos foram mantidos con-
finados em baias e alimentados com feno de tifton e su-
plementagdo com ragdo comercial e sal mineral durante
todo o periodo experimental, no Hospital de Medicina
Veterindria da Universidade Estadual de Santa Cruz,
Salobrinho, Théus.

Lesoes padronizadas foram induzidas cirurgicamen-
te nos membros tordcicos e pélvicos, sob anestesia ge-
ral inalatéria e bloqueio anestésico local, retirando-se
um fragmento de 5 mm de didmetro do corpo do LSB,
utilizando-se uma pinga de biopsia cutanea (Figura 1),
conforme técnica proposta por Soares et al. (2010). Para

Figlira 1. Exposi¢do do LSB (A) para retirada do fragmento de
5mm (B) com pinga de bi6psia cutanea.
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preparo do PRP foi utilizada a técnica de dupla centri-
fugacdo em tubos modificada de Argiieles et al. (2008)
obtendo-se concentragdo plaquetdria minima de 300.000
plaquetas/pL e concentracgdo de leucdcitos < 2.000/uL.
O tratamento foi aplicado no 14° dia, consistindo de 2,5
mL de PRP nos membros torédcico (MT) e pélvico (MP)
esquerdos. O PRP foi aplicado por injecdo intralesional
guiada por ultrassom, com o equino em estagdo sob se-
dagdo com detomidina (1pg/kg IV) e bloqueio nervo-
so palmar e plantar alto com bupivacaina. Os membros
contralaterais receberam solugdo salina, constituindo o
controle.

Exames ultrassonograficos foram realizados no 10°,
30° e 60° dia ap6ds a inducao da lesdo, utilizando-se trans-
dutor linear multifrequencial operando na frequéncia
de 7,5 MHz, conforme descrito por Denoix et al. (2008),
para acompanhar a evolucao do tratamento e obtencao
de imagens padrao para avaliacao da lesdo. Os graus de
ecogenicidade foram determinados subjetivamente em
uma escala de 1 a 4 adaptada de Waselau et al. (2008),
considerando-se: 1 < 50% da lesdo anecdica; 2 = 50% da
lesdo anecdica; 3 > 50% da lesdo anecdica; 4 = 100% da
lesdo anecodica. As imagens obtidas no 10° e 60° dia fo-
ram utilizadas na determinac¢do do indice de IL inicial
e final. Para estabelecer o IL multiplicou-se o percentu-
al da érea transversal do ligamento ocupada pela lesao
pelo grau de ecogenicidade da mesma.

Quarenta e seis (46) dias apo6s o tratamento com PRP
os animais foram submetidos a uma segunda interven-
cdo cirdrgica para biépsia do tecido cicatricial na area
da lesdo. As amostras coletadas e processadas para mi-
croscopia foram coradas por hematoxilina e eosina (HE)
e picrosirius (Luna 1968). Foram avaliadas imagens de
seis campos por lamina em objetiva de 20x e 40x. A con-
tagem de fibroblastos e de vasos por campo, e a avalia-
¢do qualitativa e quantitativa do coldgeno sob luz polari-
zada foram realizados com o uso do aplicativo Image-Pro
Plus (Media Cibernetics, Silver Springs, USA).

As varidveis paramétricas analisadas foram: ATL
(area transversal do ligamento); ATLes (drea transversal
dalesdo). Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Ca-
sualizado - DIC (One-way); com o modelo matematico
das varidveis quantitativas analisadas:

Y, =m+t +e onde: Y, =valor observado na unida-
de experimental que recebeu o tratamento i, repetigdo j;
m= efeito da média geral; t, = efeito do tratamento i; e =
erro aleatorio (residuo).

As variaveis ndo paramétricas (Eco, IL e percentual
da érea de lesdo em funcdo do tempo) foram avalia-
das através do teste de Wilcoxon para diferencas en-
tre pares ordenados e Kruskal-Wallis para diferenca
entre tratamentos (amostras ndo pareadas). Os dados
sobre celularidade, vascularizagdo, e percentual de co-
lageno tipo I foram avaliados por anélise de variédncia,
para determinacdo de diferencas entre os tratamentos
e entre membros tratados e os controles, considerando
p<0,05.

Este trabalho foi aprovado pela Comissao de Etica
no Uso de Animais da Escola de Medicina Veterindria e
Zootecnia da UFBA sob protocolo 12/2011.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s a indugdo da lesdao ndo foram observados
sinais evidentes de desconforto ou dor nos animais,
que mantiveram seu comportamento e apetite nor-
mais, confirmando o descrito por Soares et al. (2010).
Os protocolos utilizados para a biépsia e o pés-ope-
ratério foram, portanto, satisfatérios para garantir
adequagdo aos critérios de bem-estar animal.

Imagens ultrassonograficas da lesdo no 10° dia
foram obtidas para comparagao da evolugao e dos
resultados do tratamento, considerando-se que foi
necessdrio aguardar o fim da fase inflamatoéria e a
estabilizacdo da lesdo para quantificar o seu grau
inicial. Este foi um requisito adotado para aten-
der ao protocolo experimental, em que se optou
por instituir o tratamento na fase proliferativa. Em
casos da rotina clinica, porém o PRP tem sido uti-
lizado tanto em lesdes cronicas como agudas (Ar-
glielles et al. 2008, Waselau et al. 2008, Carmona et
al. 2009, Manzano et al. 2009, Carmona et al. 2011).
Também se optou por utilizar uma tnica aplicagao
de PRP, embora seja citado na literatura o uso de
uma a quatro aplicacdes com intervalos que variam
de uma a duas semanas. A opcdo de tratamento
tnico se deu devido ao curto periodo de avaliagao
ap0s o tratamento (45 dias), em que mais de uma
aplicacdo produziria interferéncia sobre o mecanis-
mo de reparagdo e dificuldade na interpretagdo dos
resultados observados.

As lesoes produzidas foram facilmente identifi-
cadas ao exame ultrassonogréfico, e apresentaram
ecogenicidade que variou de predominantemen-
te hipoecédica a anecéica (graus 3 e 4), localizada
na porcao central do ligamento (Figura 2). A &rea
transversal das lesdes também apresentou variagao
de 28,5 a 75,5 mm com média (+ erro padrdo) de
51,54 (+14,81).

O indice de Intensidade da Lesao (IL) foi obtido
pela multiplicacdo do percentual da area transver-
sal do ligamento ocupada pela lesdao pelo grau de
ecogenicidade. Os dados referentes ao IL das lesdes
no 10° 30° e 60° dias estdo expostos na Tabela 1.
Ao fim do periodo experimental observou-se que
o Grupo Tratado (GT) apresentou menor IL (0,91 +
0,57) comparado ao GC (1,08 + 0,49).

Considerando-se os ntmeros gerais, ocorreu
aumento da area transversal do ligamento, tanto
no GT quanto no GC. Esse aumento ocorreu de
forma progressiva no periodo que durou o expe-
rimento, com maior variacao no GT, enquanto no
GC esse aumento foi mais discreto. A area trans-
versal da lesdo (ATL) acompanhou essa tendéncia,
de modo que quando se considera a area relativa
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da lesdo, esta se manteve relativamente estavel
durante todo o periodo experimental. A tendéncia
ao aumento da area transversal do ligamento tam-
bém foi relatada por Soares et al. (2010) ao avaliar
a técnica para indugdo das lesdes experimentais.
Em estudos clinicos, o aumento na area transversal
do ligamento é considerado um aspecto negativo
na evolugdo do tratamento, uma vez que esta as-
sociado ao edema e a degeneracdo do ligamento.
Neste trabalho, apesar do aumento na espessura
do ligamento, ndo se observou sinal de aumento
do edema, que se traduz na perda de ecogenicida-
de a imagem ultrassonografica. O curto periodo de
avaliagdo ndo permitiu observar a reorganizagao
das fibras em arranjo longitudinal, um dos para-
metros ultrassonograficos indicados por Denoix et
al. (2008), porém neste aspecto deve-se considerar a
natureza da lesdo produzida, que constituiu da ex-
tracdo mecanica de um fragmento. Na desmite de
ocorréncia natural ocorre rompimento de fibras e
liberacdo de enzimas que produzem a degradagao
da matriz por processos quimicos. Esta diferenca é
salientada por Soares et al. (2009) ao propor a téc-
nica utilizada para avaliacdo de reparo tecidual. A
maior variagdo observada no grupo tratado pode
ser consequéncia dos efeitos do PRP sobre a ativi-
dade fibrobléstica, uma vez que ndo se observou si-
nal de inflamagdo ou edema no periodo observado.
Essa acao seria mediada principalmente pelo Fator
de crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), Fa-
tor de Crescimento Insulinico Tipo I (IGF-I), e fator
de crescimento epidérmico (EGF) que estimulam a
migracdo e mitose dos fibroblastos e a sintese de
matriz extracelular (Carmona & Lopez 2011, Lépez
& Carmona 2014).

A analise dos fragmentos do LSB obtidos no
momento da inducado da lesdao experimental confir-
mou a integridade do tecido antes do experimento.
Todos os animais apresentaram ligamento consti-
tuido por fibrécitos entre feixes densos e paralelos
de coldgeno maduro, orientados na mesma diregdo
(Figura 3; A e B). Ap6s 46 dias de tratamento, os
animais do grupo tratado com PRP apresentaram
tenddo composto por fibroblastos ativos, com nu-
cleo ovalado e citoplasma volumoso e maior quan-
tidade de vasos sanguineos, caracteristico da fase
proliferativa do reparo. O tecido apresentava-se
menos organizado, sem orientagdo paralela das cé-
lulas (Figura 3; C e D). No grupo controle o tendao
apresentava-se menos vascularizado e com orien-
tacao aleatdria das fibras (Figura 3; E e F).

O grupo tratado com PRP apresentou maior
média de fibroblastos e densidade de vasos sangui-

neos, caracteristico da fase proliferativa do reparo
(Tabela 2). No grupo controle o tenddo apresentou-
-se menos vascularizado.

A neovascularizagdo é um dos sinais caracteristi-
cos do reparo tecidual e é mediado pelo FC vasculo-
-endotelial (VEGF) e pelo PDGF presente no PRP
(Anitua et al. 2005, Bosch et al. 2011, Lopez & Car-
mona 2014). Bosch et al. (2011) testaram o efeito de
uma tnica aplicacdo de PRP em lesdes criadas cirur-
gicamente em equinos, avaliando a vascularizagao
por ultrassonografia com Color Doppler e imunohis-

Figura 2. Imagem ultrassonogréfica transversal do terco médio
da regido metacarpiana de equino, dez dias apos a cirurgia
(@), com delineamento da 4rea transversal do LSB e da area
dalesdo (b) com ecogenicidade grau 3.

Tabela 1. Indices de Intensidade das Lesdes ao exame
ultrassonografico, considerando-se o grupo tratado com PRP
(GT) e Grupo Controle (GC).

Grupos Periodo (dias)

10° (lesao inicial) 30° 60°
GT 1,37+0,60° 1,29+0,45 0,91+0,57*
GC 1,110,327 1,210,377 1,08+0,49°

Letras diferentes em linhas significa diferenca estatistica do parametro
avaliado ao 10°, 30° e 60° dias. (p<0,05);Teste de Wilcoxon.

Tabela 2. Comparagdo no ntimero de fibroblastos e vasos
sanguineos por campo, no grupo tratado com PRP (GT) e no
grupo controle tratado com NaCl a 0,9% (GC).

Grupos Nuamero de  Fibroblastos/campo  Vasos/campo
experimentais animais

GT 6 54,00+17,75° 27,06+20,40°
GC 6 43,86+14,51° 9,535,16¢

Letras diferentes significa diferenca estatistica do pardmetro avaliado,
entre tratamentos e respectivos controles. (p<0,05) /ANOVA.

Tabela 3. Percentual de coldgeno do tipo I (% Col-I) em relacao
ao do tipo III, no 60° dia apo6s a lesdo inicial, em LSB tratados
com solucao salina (GC) quando comparados aos membros
contralaterais tratados com PRP (GT);

GT (n=6) GC (n=6)
41,79° 18,340
(27,14) (11,15)

(p<0,05); ANOVA.
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toquimica, demonstrando que os membros tratados
com PRP apresentaram maior neovascularizagao. O
estimulo a vascularizagdo é proposto como a razao
para o prolongado efeito terapéutico de uma tnica
aplicagdo de PRP, uma vez que o periodo de agdo
dos fatores de crescimento é limitado. Neste traba-
lho néo foi utilizado nenhum tipo de agente ativa-
dor externo no PRP antes da sua aplicagéo.

A tipificacao do coldgeno objetivou identificar a

presenca de fibras do tipo I, caracteristica do tecido
tendineo e ligamentar, e do tipo III, tipica da fase
inicial do processo do reparo (de MOS et al. 2008).
A quantificagdo do coldgeno com base na birrefrin-
géncia pode subestimar os valores reais, porque
varia conforme o dngulo de incidéncia da luz. Este
problema é minimizado quando se utiliza a luz com
incidéncia circular, como utilizado neste trabalho.
Como enfatizado por Rich e Whittaker (2005), a téc-

Figura 3 Imagens de laminas histolégicas do LSB de equinos; integro (A, B); ap6s 60 dias da indugdo da leséo e 45 dias de trata-
mento com PRP (Grupo Tratado: C, D) e solugdo NaCl 0,9% (Grupo Controle: E, F); HE; 20x (A, C, E) e 40x (B, D, F)
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tegro ou com lesdo e tratado com PRP ou NaCl 0,9%, coradas com Picrosirius-Red;

10x. A) Ligamento integro apresentando grande quantidade de coldgeno tipo I com intensa birrefringéncia verde. B) LSB ap6s
60 dias da inducao da lesao e 46 dias de tratamento com PRP apresentando fibras colagenas de coloragao predominantemente
verde com arranjo aleatério das fibras ou C) coloragdo predominantemente amarelada e arranjo aleatério das fibras. D) LSB
do grupo controle, ap6s 60 dias da indugdo da lesdo e 45 dias de tratamento com NaCl 0,9%. Ligamento apresentando fibras
colagenas de coloracdo predominantemente alaranjada, com arranjo aleatério.

nica propicia variar o angulo de incidéncia da luz
e assim revelar detalhes que ficariam ocultos na
incidéncia linear fixa. Ainda assim, a técnica leva a
imprecisdo na quantificacdo do colageno, por isso
optou-se por expressar os valores em percentual so-
bre o valor total dos dois tipos de coldgeno avalia-
dos. Os valores foram expressos em porcentagem
do colageno tipo I, e estdo indicados na Tabela 3.

A microscopia de luz polarizada, as amostras
coletadas na 1% biépsia apresentaram fibras de co-
loracao verde de aspecto delgado e arranjo longi-
tudinal em ondas caracteristico do ligamento inte-
gro (Figura 4A), constituido de colageno do Tipo
I na proporcao de 85% (Rich & Wittaker 2005).
As amostras coletadas ap6s 60 dias apresentaram
maior proporcao de coloracdo amarela ou alaran-
jada (Figura 4B), com arranjo aleatério. Ligamentos
tratados com PRP (Figura 4C e D) apresentaram
maior proporc¢ao de coldgeno tipo I (p<0,05) com-
parados aos que receberam placebo (Tabela 3).

Paoloni et al. (2011) encontraram maior propor-
¢do de colageno tipo I em tecido tendineo e liga-
mentar cultivados em meio com PRP. Mos et al.
(2008) associaram a maior quantidade de células
observada em cultivos de tendao humano com PRP
ativado e nao ativado, com a maior deposicao de
coldgeno do tipo I. Os mesmos autores citaram que
nos casos de evolugdo para tendinose e formagao
de cicatriz existe tendéncia desta rela¢do se inverter
para predominéncia de coldgeno do tipo III.

Os ligamentos tratados com PRP apresentaram
maiores médias de celularidade e vascularizacao,
respectivamente, do que os seus controles. Esses
resultados sugerem efeito positivo do PRP utiliza-
do no processo de reparo, uma vez que essas vari-
aveis tendem a melhorar a deposigdo de coldgeno
e o metabolismo tecidual. Esse efeito foi observado
também na caracterizacdo das fibras colagenas pre-
sentes, verificando-se predomindncia do tipo I nos
ligamentos tratados com PRP.
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As éreas de lesdo ao 60° dia apresentaram arranjo
aleatorio das fibras, resultado distinto ao observado
por Dolkart et al. (2014), que utilizaram modelo mu-
rino. O fato do metabolismo de roedores ser sabida-
mente mais intenso do que de animais de grande
porte pode explicar a diferenca desses resultados.
Os mesmos autores ndo encontraram diferenga sig-
nificativa no grau de vascularizacdo entre tenddes
tratados e controle, que pode ser também reflexo de
um estagio mais avancado de maturagao tecidual.
E conhecido que a instituicio do exercicio gradu-
al dos animais no periodo de recuperacao favorece
este alinhamento e consequentemente, maior resis-
téncia ao ligamento. O exercicio ndo foi aplicado
neste estudo, pois também existe a associagdo entre
a carga mecdanica imposta aos fibroblastos e o es-
timulo a produgdo do FC PDGF-f3, que estimula a
deposicao de colageno do tipo 1, e poderia haver
confundimento sobre a influéncia da terapia fisica e
o efeito dos tratamentos. Na reabilitacdo de cavalos
atletas, é indicada a instituicdo de um programa de
exercicios controlados no periodo de recuperagao
de lesdes tendineas e ligamentares para favorecer
o alinhamento das fibras e prover resisténcia ao te-
cido neoformado, além de haver evidéncias de que
o estimulo mecanico inibe a expressao de citocinas
catabdlicas e a degeneracdo da matriz extracelular
(Waselau et al. 2008, Abellanet 2009).

CONCLUSOES

Os ligamentos tratados com PRP apresentaram
melhores resultados aos 60 dias ap6s a indugao, no
que se refere ao indice de intensidade das lesdes ao
exame ultrassonografico. O estabelecimento de um
indice de intensidade permitiu sintetizar as varia-
veis relativas a lesdo e minimizar a variabilidade
inerente a técnica da ultrassonografia, salientando
a diferenca entre os resultados.

O PRP promoveu proliferacao de fibroblastos e
neovascularizacdo nos ligamentos tratados. A de-
posicdo de coldgeno do tipo I também foi maior no
grupo tratado, sinalizando um melhor padrdo de
reparagao nos ligamentos tratados. Esses resultados
sugerem efeito positivo do PRP na qualidade do te-
cido neoformado. O curto periodo de avaliacdo do
tratamento limita a interpretacdo dos resultados a
longo prazo. A avaliagdo da evolucao futura das le-
sOes seria fundamental para verificar a capacidade
do PRP em prevenir a degeneracao do ligamento
suspensor do boleto e potencializar o reparo.
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