139

USO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS NO TRATAMENTO DA
DOENCA ARTICULAR DEGENERATIVA EM CAO: RELATO DE CASO

Euler Moraes Penha'

Larissa Ribeiro Julido?

Paloma Borges Cavalcante®
Lorena Carneiro Barreto*
Daniela Farias Larangeira’
Milena Pereira Botelho Soares®
Stela Maria Barrouin-Melo’

PENHA, E. M.; JULIAO, L. R.; CAVALCANTE, P. B.; BARRETO, L. C.; LARANGEIRA, D. F.; SOARES, M. P. B;
BARROUIN-MELO, S. M. Uso do plasma rico em plaquetas no tratamento da doenca articular degenerativa em cdo: relato
de caso. Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v. 17, n. 2, p. 139-144, abr./jun. 2014.

RESUMO: No presente trabalho ¢ descrito o uso do plasma rico em plaquetas (PRP) no tratamento de um caso de osteoar-
trose naturalmente adquirida em um cdo. O PRP foi obtido a partir de sangue venoso autdlogo coletado em citrato de sddio. A
separacdo do precipitado celular do sobrenadante foi realizada de forma estéril. Apds adigdo de cloreto de calcio e liberagdo
dos fatores de crescimento, o PRP foi infiltrado no joelho do animal em estudo. Apds o tratamento, os parametros de apoio,
crepitacao e dor articular apresentaram melhora, ndo havendo intolerancia do animal a infiltracdo. Preliminarmente, pode-se
dizer que ¢ esta ¢ uma técnica minimamente invasiva e de alta aplicabilidade. O emprego do PRP para infiltracdo mostrou ser
simples, rapido, barato e seguro para o tratamento da osteoartrose no animal em questdo. Estudos com maior ntimero de casos
em caes sao necessarios, a fim de validar este procedimento como pratica terapéutica na rotina clinica.
PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia. Osteoartrose. Fatores de crescimento.

USE OF PLATELET-RICH PLASMA IN THE TREATMENT OF DEGENERATIVE JOINT DISEASE IN DOG:
CASE REPORT

ABSTRACT: The use of platelet-rich plasma (PRP) in the treatment of a natural case of osteoarthrosis in a dog is reported in
the present work. The PRP was obtained through autologous venous blood collected in sodium citrate. The cellular precipitate
was separated from the supernatant in a sterile condition. After the addition of calcium chloride and the release of growth
factors, the PRP was infiltrated in the knee of the dog under study. After the treatment, weight-bearing, crackle and joint pain
parameters presented improvement without intolerance to the infiltration by the animal. Preliminarily, it can be concluded
that this is a minimally invasive method with high applicability, as well as being simple, quick, cheap and safe for the treat-
ment of degenerative joint disease to the described animal. The study of a larger number of cases in dogs is necessary in order
to validate the procedure for clinical routine.
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USO DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS EN EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DEGENERATIVA
DE LAS ARTICULACIONES EN PERRO: RELATO DE CASO

RESUMEN: En este estudio se ha descrito el uso del plasma rico en plaquetas (PRP) en el tratamiento de un caso de osteoar-
tritis, adquirido naturalmente por un perro. El PRP ha sido obtenido a partir de la sangre venosa autologa recogido en citrato
de sodio. La separacion del precipitado celular del sobrenadante se ha realizado de forma estéril. Después de la adicion de
cloruro de calcio y liberacion de los factores de crecimiento, el PRP ha sido infiltrado en la rodilla del animal en estudio. Tras
el tratamiento, los parametros de apoyo, crepitacion y dolor articular presentaron mejora, no ocurriendo intolerancia del ani-
mal a la infiltracion. Preliminarmente, se puede decir que esta es una técnica poco invasiva y de alta aplicabilidad. El empleo
del PRP para infiltraciéon ha mostrado ser sencillo, rapido, barato y seguro para el tratamiento de osteoartritis en el animal
estudiado. Estudios con mayor niumero de casos en perros son necesarios, para que se pueda validar este procedimiento como
practica terapéutica en la rutina clinica.
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Introducao

A doenga articular degenerativa (DAD) ou osteoar-
trose (OA) ¢ uma enfermidade comum na clinica de animais
de estimagdo e acomete com maior frequéncia os cées. Ca-
racteriza-se por ser progressiva, minimamente inflamatoria
e com alteragdes neoproliferativas ndo neoplasicas, que pro-
porciona disfungdo consideravel na articulagdo com sua pos-
terior faléncia (CLARK, 1998; NELSON; COUTO, 2006).
Envolvem todas as estruturas articulares como a cartilagem,
os tenddes, capsula e ligamentos, tendo especial importancia
a sua interferéncia na interagdo entre cartilagem hialina, 0sso
subcondral e membrana sinovial nas fases mais avancadas
(PENHA et al., 2007).

A osteoartrose ¢ classificada como primaria, quando
ndo se tem uma causa definida, ou secundaria quando decor-
re de forcas anomalas aplicadas em articulagdes saudaveis
ou forgas normais aplicadas em articulagdes primariamen-
te comprometidas (CALDEIRA; MUZZI; MUZZI, 2002).
Eventos nocivos bioquimicos e biomecanicos resultam em
instabilidade articular e desequilibrio na distribuicdo das
for¢as na superficie articular levando a ruptura dos arran-
jos de proteoglicanos com consequente edema e exposi¢do
de fibrilas de colageno (fibrilagdo). Nesta fase, surgem clo-
nes de condrdcitos que tentam reparar a superficie articular
lesionada(MCPHAIL, 2000; MELOet al., 2008). O proces-
so de degradagdo ¢ acelerado pela liberagdo de citocinas e
prostaglandinas, além também de enzimas liberadas princi-
palmente pelos condrocitos(BELHORN; HESS, 1993; NEL-
SON; COUTO, 2006).

Os animais afetados pela osteoartrose apresentam
claudicag@o, relutancia em se movimentar ap6s repouso e di-
ficuldade em realizar certas atividades,sendo estes os sinais
comuns mais precoces. Os proprietarios podem relatar que
o animal apresenta irritabilidade, insonia, agressividade, de-
pressdo, inapeténcia, assim como lambedura ou mordedura
da articulacdo acometida devido ao desconforto constante.O
diagnostico geralmente baseia-se na anamnese ¢ exame fisi-
co sustentado pelos achados radiograficos ¢ ocasionalmente
confirmado por analise do fluido articular. Com menor fre-
quéncia outras técnicas sdo utilizadas, como a artrografia e
a ressonancia magnética (CLARK, 1998; CALDEIRA; MU-
771; MUZZ1.,2002).

O tratamento clinico dos cdes com osteoartrose &
sintomatico, inespecifico e tradicionalmente baseia-se no uso
de anti-inflamatdrios ndo esterdides, condroprotetores espe-
cialmente glicosamina associado ou ndo a condroitina e, em
alguns casos, indica-se o uso de corticdides e realizagdo de
artrodese. Entretanto, nenhum desses tratamentos ¢ capaz de
curar ou modificar as alteragdes articulares ja instaladas. Os
objetivos sdo aliviar a dor ¢ o desconforto, diminuir a infla-
magao, melhorar a fungdo comum e prevenir degeneragdes
posteriores. Alguns fatores devem ser eliminados, como o
excesso de peso e exercicios de alto impacto(BRUSA; BOC-
CIA, 2000; PEDERSEN; MORGAN; VASSEUR., 2004;
NELSON; COUTO, 2006).

O plasma rico em plaquetas (PRP), também chama-
do de plasma autdgeno de plaquetas, gel de plaquetas, plasma
rico em fatores de crescimento (PRGFs) ou concentrado de
plaquetas (CP), é uma concentra¢dao autdégena de plaquetas
em um pequeno volume de plasma obtido a partir da centri-
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fugagdo do sangue total (MARX, 2004; SCHIMIDT; CHEN;
LYNCH, 20006).

O PRP constitui-se de plasma, formado pelo soro
sanguineo e proteinas envolvidas na coagulagdo, leucocitos
responsaveis pela imunidade e plaquetas (WHITMANet al.,
1997).A vantagem do uso do PRP, em relagdo ao soro auto-
logo ¢ a presenca das altas concentragdes de plaquetas, que
contribuem para a prolongada liberagao dos fatores de cres-
cimento celular (ALIO; MONTIEL; RODRIGUEZ, 2007,
PANDA et al., 2012).

De acordo com Marx (2004), para melhorar a efici-
éncia do PRP deve-se obter um aumento basal de plaquetas
de quatro vezes a quantidade presente no sangue periférico
ou uma concentragdo minima de 500.000 a 1.000.000 pla-
quetas por pL!, para que seja capaz de acelerar a reparagéo.
No entanto, Anituaet al. (2004) consideram concentragdes
superiores a 300.000 plaquetas pl' suficientes para o preparo
do PRP.

As plaquetas concentradas no PRP sofrem degranu-
lagdo no local da les@o e liberam diversos fatores de cresci-
mento (FC) e citocinas. Os FC s@o nanoparticulas de poli-
peptideos, mediadores naturais de proliferacao celular, que
exercem varios efeitos nos processos de regeneragdo. Esses
elementos t€ém um papel importante na regulacdo de eventos
de reparo tecidual como a sintese de DNA, quimiotaxia, di-
ferenciagdo e sintese de matriz. Dessa forma, irdo contribuir
para a reparacao Ossea porque aceleram a sua formagéo, au-
mentam a vascularizacdo local ¢ melhoram a qualidade do
trabeculado (FERES JUNIOR et al., 2004; BARBOSA et al.,
2008).

Foram identificados pelo menos sete diferentes
fatores de crescimento secretados ativamente pelas plaque-
tas que atuam na fase inicial da cicatrizagdo. Sao eles: a)
trés isomeros do fator de crescimento plaquetario (PDGF):
PDGFaa, PDGFBB e PDGFaf; b) dois fatores de crescimen-
to transformadores (TGF): TGFB1 e TGFB2; c) o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF); d) o fator de cres-
cimento epitelial (EGF); ¢) o fator de crescimento similar a
insulina (IGF-I). Dentre estes, os principais fatores derivados
dos granulos alfa-plaquetarios sdo o fator de crescimento de-
rivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento similar a
insulina (IGF-I) e o fator transformador de crescimento beta
(TGFB) (MARX, 2004).

O presente trabalho teve como objetivo utilizar o
plasma rico em plaquetas no tratamento da doenga articular
degenerativa em um cdo e avaliar a resposta terapéutica, bem
como a aplicabilidade da técnica em um modelo canino de
doenga articular degenerativa naturalmente adquirida. Em se
tratando de relato de caso, ndo houve a necessidade de auto-
riza¢do do comité de ética da Universidade Federal da Bahia
para a realizagdo do evento.

Relato de caso

Apds concordancia formal do proprietario, um céo
da ra¢a Cocker Spaniel, macho, de seis anos de idade, ndo
castrado, com 18Kg foi submetido ao tratamento de doenga
articular degenerativa com o emprego de plasma rico em pla-
quetas autélogo.

O animal chegou ao Hospital de Medicina Veterina-
ria da Universidade Federal da Bahia (UFBA) com historico
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de claudicagdo persistente e progressiva. O cdo ja havia sido
tratado anteriormente com carprofeno® (4,4 mg/kg/SID) du-
rante doze dias e meloxicam’ (0,2 mg/kg/SID) por cinco dias,
sem é&xito. Para qualificagdo clinica das alteragdes nas articu-
lagdes acometidas, os achados foram classificados segundo
trés parametros: padrao de deambulag@o, crepitago articular
e dor, conforme tabelas de 1 a 3.

Tabela 1: Classificacdo da qualidade da deambulagdo em
cées portadores de moléstia articular degenerativa

Grau Parametro

1 Crepitagdo ausente.

Crepitagdo discreta: presenca de crepitacdo durante

2 ~ N .
os extremos de flexdo e extensdo passivas.

Crepitagdo moderada: crepita¢do intermitente du-
rante a flexdo e extensdo passivas.

Crepitacdo acentuada: crepita¢do intensa e cons-
4 tante durante toda a amplitude de flexdo e extensao
passivas.
Fonte: Penha et al (2007). Adaptado.

Tabela 2: Classifica¢do da crepitacdo articular em caes por-
tadores de moléstia articular degenerativa

Grau Parametro

1 Crepitagdo ausente.

Crepitacdo discreta: presenca de crepitacao durante

2 - ~ .
os extremos de flexdo e extensdo passivas.

Crepitagdo moderada: crepitacdo intermitente du-
rante a flexdo e extensdo passivas.

Crepitagdo acentuada: crepitagdo intensa e¢ cons-
4 tante durante toda a amplitude de flexdo e extensao

passivas.
Fonte: Penha et al (2007). Adaptado.

Tabela 3: Classifica¢ao da dor em cées portadores de molés-
tia articular degenerativa

Grau Parametro

Dor ausente: o animal permite o exercicio passivo
1 de todos os movimentos fisioldgicos da articulagao
sem apresentar relutdncia ao exame.

Dor discreta: o animal permite que a articulagdo
seja manipulada embora apresente sinais de des-
conforto articular, voltando o focinho em diregao
ao avaliador durante o exame.

Dor moderada: o animal permite que a articulagao
3 seja manipulada com restri¢des, e traciona o mem-
bro durante a movimentagao articular.

Dor intensa: o animal ndo permite que a articulagao
4 seja manipulada apresentando vocalizagdo e agres-
sividade.
Fonte: Penha et al (2007). Adaptado.

Ao exame fisico, o cdo apresentava claudicagdo
em ambos os membros pélvicos e toracicos (grau 4), com
sensibilidade dolorosa na realizagdo de qualquer atividade

8Carprofeno, Agener Unido, Sdo Paulo/SP.
*Meloxicam, Laboratorio Duprat, Rio de Janeiro/RJ.

PENHA et al. 141

fisica e/ou manipulacdo (grau 3) e presenca de crepitagdo
moderada em ambas as articulagdes fémoro-tibio-patelares
(AFTP) e na articulagdo radio-carpica (ARC) esquerda (grau
3). Foram realizados hemograma completo, glicemia, analise
de liquido sinovial e exames radiologicos da AFTP e da ARC
nas incidéncias antero-posterior e médio lateral e das articu-
lagdes coxofemorais na incidéncia ventro-dorsal.

Antes de iniciar o tratamento, o diagnéstico exclu-
dente de multiplas lesdes osteo-articulares, osteoartrose de
grau 3 ¢/ou 4, fraturas epifisarias, moléstia auto-imune, imu-
nomediada ou infecciosa que pudesse trazer manifestagdes
articulares foi realizado.

Os exames hematoldgicos ndo apresentaram qual-
quer alteracdo digna de nota. A analise do liquido sinovial
sugeriu processo inflamatorio. As radiografias revelaram
imagens compativeis com osteoartrose em ambas as articula-
¢des fémoro-tibio-patelares, permitindo o diagndstico clinico
de osteoartrose grau 1 ou 2.

Inicialmente foi prescrito repouso e prednisona'
(1mg/kg/BID) durante sete dias consecutivos. O animal re-
tornou apresentando melhora no quadro de claudicagéo e dor.
Entretanto, apds 30 dias o cdo voltou a apresentar crises de
dor e claudicagdo.

Foi entdo iniciado o tratamento com PRP, apenas
das AFTP, sob a forma de infiltragdo intra-articular, uma vez
por semana durante quatro semanas.

O PRP foi obtido a partir de coleta de 15 mL de
sangue autdgenoda jugular do cdo (Figura 1A) e colocado em
tubos de vidro estéreis com citrato de s6dio (concentragao de
1 parte de citrato de sddio para 9 partes de sangue total). Os
tubos, cada um contendo 6 mL da mistura foram submetidos
a centrifugagdo a 1800rpm em centrifuga sorologica por 10
minutos (Figura 1B), o que resultou na precipitagao da fragdo
celular. O PRP, no sobrenadante (Figura 1C), foi entdo sepa-
rado por pipetagem em condigdes de esterilidade (figura 1D),
e adicionado ao cloreto de calcio a 10% (0,2 mL para cada
1,0 mL de plasma, cinco minutos antes da sua utilizagao) (Fi-
gura 1E). Antes que se formasse o gel de plaquetas, o produto
foi entdo infiltrado em ambas as articula¢des, no volume de
1,0 mL por articulacdo (Figura F).

%Prednisona, Intervet Schering-Plough, Sao Paulo/SP.
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Figura 1: Uso de plasma rico em plaquetas em um cao portador de
osteoartrite na articulagio

PENHA et al.

fémuro-tibio-patelar. (A) Colheita de sangue autégeno; (B) Cen-
trifugacdo do sangue em tubos de citrato de sodio;(C)Aquisi¢ao
plasma rico sobrenadante; (D) Pipetagem e separacdo do PRP; (E)
Adigao de cloreto de calcio a 10%; (F) Infiltrag@o intra-articular do
PRP.

Resultados e Discussao

O animal foi avaliado semanalmente imediatamen-
te antes de nova aplicagdo, sempre pelo mesmo examinador.
Na segunda semana apo6s a aplica¢do do PRP, o cdo ja apre-
sentava uma resposta positiva, retomando uma parte de suas
atividades normais. Todos os parametros clinicos articula-
res foram classificados em grau 2. A percepgao por parte do
proprietario foi de que a melhora do animal foi semelhante
a observada com o emprego de farmacos antinflamatdrios
nao-esteroidais (AINES), antes do inicio do tratamento com
PRP.

Ao fim do tratamento, na quarta semana, a avaliagdo
clinica do cdo evidenciou que nao havia nenhum sinal de dor
articular ou crepitagdo nas articulagdes AFTP tratadas, dife-
rentemente dos parametros da ARC esquerda, ndo tratada.
Nesta articulacdo, os parametros iniciais de dor, crepitagdao
e claudicag@o permaneceram inalterados. Foi, entdo, instau-
rado o tratamento da ARC esquerda, com o mesmo proce-
dimento, uma vez que esta articulagdo também apresentou
alteragdes ao exame clinico inicial. Oito meses apos o trata-
mento, o animal retornou para uma avaliagdo final, quando
o proprietario relatou uma melhora consideravel, ressaltando
que o cdo voltou a praticar todas as atividades normalmente,
inclusive correr, algo que ha algum tempo nao fazia.

Segundo Aleixo et al. (2011), a realizagdo de duas
centrifugagdes de sangue de cdo, a primeira a 1200 rpm ¢ a
segunda a 1600 rpm por 10 minutos em cada ciclo, propi-
ciou maior concentragdo plaquetaria quando comparado ao
protocolo de centrifugacdo unica a 1200rpm. O protocolo
utilizado no presente relato para a obtengdo do PRP, foi por
meio de uma unica centrifugagdo a 1800 rpm, por 10 minu-
tos, porém, resultou em um protocolo terapéutico cujo resul-
tado mostrou-se promissor ¢ pratico para a sua utilizagdo na
rotina clinica'.

O emprego do PRP em medicina veterinaria ¢ rela-
tivamente recente (MAIA; SOUZA, 2009). Pelo menos um
estudo, com lesdes Osseas experimentalmente induzidas em
cdes, indicou que as lesdes reparadas com enxerto 6sseo na
presenca de PRP apresentaram melhor recuperagdo do que
na auséncia de PRP (BARBOSAet al., 2008). Alguns autores
propdem que o mecanismo principal de reparacdo de lesdes
osteoarticulares pela acdo do PRP seria a diferenciagdo ce-
lular e consequente promogao da recuperagdo funcional de
tecidos 6sseos pela osteoindug@o em células osteoprogeni-
toras. Dessa forma, estudos tém atribuido grande importan-
cia a esses componentes na reparacdo Ossea, na formagao de
cartilagem, na reparagdo de tecidos musculares e esquelético
(LIEBERMAN; DALUISKI; EINHORN, 2002; BARBOSA
et al., 2008; LEMOS; ROSSI JUNIOR; PiSPICO, 2008).

Lee et al. (2001) fizeram uso de fibroblastos expres-
sando atividade TGF-B1 ¢ mostraram resultados em que o

""A ndo utilizagdo da dupla centrifugacdo no presente trabalho pode ser justi-
ficada pelo fato do relato de caso ter sido realizado antes de 2011, ainda ndo
havia o conhecimento sobre as vantagens deste protocolo.
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PRP foi capaz de regenerar cartilagem hialina em joelhos de
coelhos com lesdes induzidas. Condigao reparadora seme-
lhante foi também verificada nas articulagdes fémoro-tibio-
-patelares do cao do presente estudo.

A seguranca do método de injecdo intra-articular de
elementos estimuladores da reparagdo tecidual foi demons-
trada anteriormente (SCHMIDT; CHEN; LYNCH, 2000),
que utilizaram o fator de crescimento plaquetario (PGDF-
BB) em injegdes intra-aticulares em ratos esqueleticamente
imaturos e concluiram que o procedimento foi bem tolera-
do pelos ratos jovens com cartilagem normal. No presente
relato, o bom resultado clinico obtido sugere que houve da
mesma forma, 6tima tolerancia pelo paciente, visto que cli-
nicamente ndo ocorreu o desencadeamento de nenhuma res-
posta sugestiva de fibrose ou processo inflamatério articular
do cao tratado.

Estudos em equinos evidenciaram que o tratamento
intralesional de PRP promoveu resolugdo de quadros de ten-
dinite, associada a diminui¢do da claudicagdo, do edema, da
sensibilidade e do calor local, além de melhora na imagem
ultrassonografica das estruturas avaliadas (MEIRELLES et
al., 2010). Na mesma espécie ainda foi constada a eficacia do
PRP em lesdes condrais induzidas (YAMADA et al., 2012).
Como percebido, o PRP apresenta aplicabilidade terapéutica
em diferentes espécies animais, resultando em abrandamen-
to e diminuigdo da sintomatologia clinica associadaa lesdes
osteoarticulares.

Até onde ¢ de conhecimento dos autores deste tra-
balho, ndo foi ainda citado na literatura nacional ou interna-
cional trabalho que faca o emprego exclusivo do PRP intra-
-articular no tratamento da osteoartrose no c@o. Os resultados
animadores do presente relato indicam a necessidade de estu-
dos mais abrangentes com maiores nimeros de animais para
validacdo do método visando sua aplica¢ao na rotina clinica
em animais de estimagdo, portadores de doenca articular de-
generativa.

Conclusao

O presente relato demonstrou, portanto, uma res-
posta positiva ao tratamento com infiltragao intra-articular de
plasma rico em plaquetas em um cdo portador de osteoar-
trose. O emprego de infiltrado de PRP mostrou ser simples,
rapido, barato e seguro para o tratamento desta enfermidade
no animal em questdo, acredita-se que o uso terapéutico des-
te procedimento pode trazer beneficios clinicos, que resultam
na melhor qualidade de vida e bem-estar animal.
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