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RESUMO 

 

Objetivo: Avaliar o efeito do uso de Plasma rico em plaquetas (PRP) e de Plaqueta rica 

em fibrina (PRF) no reparo de nervos periféricos, comparando com os resultados do 

padrão-ouro (enxerto autólogo) e com grupo controle (solução salina). 

Materiais e Métodos: Trinta e seis ratos Wistar foram utilizados no estudo, sendo 

quatro ratos utilizados apenas como doadores de sangue para obtenção de PRP e PRF. 

Foram criadas lesões de 10mm nos nervos ciáticos da pata esquerda dos ratos, e estas 

foram reparadas com um dos 4 tipos de tratamentos: enxerto autólogo (AE); tubulização 

com solução salina (TS); tubulização com PRP; tubulização com PRF. Foram realizados 

Testes de marcha no período pré-operatório, 30, 60 e 90 dias pós-operatórios. Após 90 

dias, os ratos foram eutanásiados e foram realizadas análises histomorfométricas 

avaliando diâmetro das fibras, diâmetro axonal e espessura de bainha de mielina.   

Resultados: Com 90 dias pós-operatórios, os grupos AE, PRF e PRP demonstraram 

uma melhora funcional significativa em relação ao grupo TS (p = 0,000), que continuou 

apresentando déficit na marcha. Na histomorfometria, o grupo AE apresentou uma 

melhor organização estrutural, com distribuição regular das fibras mielinizadas, com 

pouco tecido conjuntivo entre as fibras. Os grupos TS, PRP e PRF demonstraram maior 

espaço endoneural entre as fibras nervosas e a presença de processos degenerativos. O 

grupo AE demonstrou maior diâmetro de fibra nervosa no segmento proximal quando 

comparado ao grupo TS (p = 0,037), e também apresentou maior diâmetro de fibra em 

relação ao grupo PRF (P = 0,001) e PRP (P = 0,002), quando comparados os segmentos 

medianos. Quanto ao diâmetro axonal e espessura da bainha de mielina, não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos. 

Conclusão: Os dados deste estudo sugerem que tanto o PRP quando o PRF possuem 

efeito positivo na recuperação funcional nervosa, apresentando resultados funcionais 

similares aos encontrados pelo grupo AE. Porém, não apresentam melhora significativa 

nas análises histomorfométricas. 

 

Palavras-Chave: Nervo ciático. Plasma rico em plaquetas. Regeneração nervosa. 

Sistema nervoso periférico. Fibrina. 



ABSTRACT 

 

Objective: This study evaluates the effect of Platelet Rich Plasma (PRP) and Platelet 

Rich Fibrin (PRF) on peripheral nerve repair, comparing the results to the gold-standard 

(autologous nerve graft) and to the control group with saline solution. 

Materials and Methods: Thirty six Wistar rats were used in the study, and four of 

these were blood donors to obtain the PRP and the PRF. The Injuries were made on the 

sciatic nerve from the left paw with 10mm long gap and they were repaired with one of 

the four treatments: Autologous nerve grafts (ANG); tubulization with saline solution 

(TS); tubulization with PRP; tubulization with PRF. Walking track analysis were 

performed at pre-operative period, 30, 60 and 90 days after surgery. On the 90 

postoperative day, the rats were euthanized and histomorphometric analysis were made 

measuring the fiber diameter, axonal diameter and the myelin sheath thickness. 

Results: On 90 days post-operative, the ANG, PRF and PRP groups presented a 

significant functional improvement in relation to the TS group (p = 0.000), which 

showed functional deficit. On the histomorpometric test, the ANG group presented a 

better structural organization, with a regular distribution among the myelinated fibers, 

and little conjunctive tissue between the fibers. The TS, PRP and PRF groups had a 

larger endoneural tissue between the nerve fibers and presented degenerative process. 

The ANG group achieved a larger nerve fiber diameter at the proximal segment while 

comparing with the TS (p = 0.037), and also comparing with the PRF (p = 0.001) and 

the PRP (p = 0.002) while analyzing the medial segments. About the axonal diameter 

and the myelin sheath thickness, no statistical significant difference has been found 

between the groups. 

Conclusion: This research data suggests that PRP and PRF have positive effects on 

functional nerve recovery, presenting results similar to the ANG group. However, the 

PRP and PRF don’t achieve a significant improvement on the histomorphometric 

analysis. 

 

Keywords: Sciatic nerve. Platelet rich plasma. Nerve regeneration. Peripheral nervous 

system. Fibrin. 
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 1 INTRODUÇÃO 

 

Injúrias em nervos periféricos são comuns e ocorrem frequentemente como resultado de 

transecções, esmagamento, compressão, isquemia, e estiramentos.1,2  

As transecções de nervos periféricos normalmente causam perda de sensibilidade e 

motricidade nervosa comprometendo as atividades diárias dos pacientes, causando impactos 

sócio-econômicos que representam sérios problemas a sociedade.3,4 O comprometimento das 

atividades diárias de pacientes com injuria nervosa é o fator determinante para o 

estabelecimento de novas técnicas de recuperação do mesmo.3 

O traumatismo por transecção de nervo periférico acarreta modificações no corpo 

celular, nos segmentos proximal e distal à lesão, no próprio local de lesão e nos órgãos 

inervados pelo referido nervo.5 A regeneração nervosa depende de diversos fatores, como a 

distância entre o local de lesão e o órgão final, o mecanismo gerador do trauma, a duração do 

intervalo entre a lesão e o reparo cirúrgico, a idade e a condição geral do paciente, a técnica 

cirúrgica empregada no reparo6, a formação de neuromas, a extensão da lesão, o espaço criado 

entre os cotos nervosos (“gap” nervoso) e a disponibilidade de fatores tróficos.7  

Regeneração nervosa é encontrada sem a intervenção cirúrgica para reparo e 

orientação do crescimento do nervo.8,9 Na maioria das ocorrências a intervenção cirúrgica 

torna-se a única opção terapêutica aplicável.5 A literatura especializada cita diversas técnicas 

cirúrgicas possíveis de serem empregadas na reparação nervosa, dentre estas ressalta-se a 

neurorrafia epineural,10 os enxertos nervosos,11 e a técnica de tubulização.7,12,13,14 Essas 

alternativas utilizadas no reparo de lesões nervosas periféricas apresentam bons resultados 

porém demonstram problemas associados que comprometem sua eficácia e limitam o seu uso 

na clínica.  

Diversos pesquisadores tem como foco de estudo otimizar as técnicas de reparo 

nervoso já utilizadas com a adição da engenharia tecidual, visando restabeler a capacidade 

funcional e estrutural dos nervos periféricos injuriados e diminuindo as limitações associadas 

a estas lesões.15,16,17   

Concentrados plaquetários como o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) tem sido 

utilizados com sucesso na regeneração tecidual, devido à alta concentração de fatores de 

crescimento contidos nas plaquetas. Quando ativadas, as plaquetas liberam altas quantidades 

de fatores de crescimento como, PDGF, TGF-b1, EGF e VEGF, que promovem proliferação e 
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diferenciação celular, quimiotaxia e angiogênese otimizando o processo regenerativo.10,11 O 

uso do PRP foi testado no reparo nervoso apresentando resultados contrastantes.12,13 

Plaqueta rica em Fibrina (Platelet-rich fibrin (PRF)) é definida como um concentrado 

de plaquetas sobre uma membrana de fibrina com alto potencial regenerativo.14 Assim como o 

PRP, o uso do PRF é baseado na liberação de fatores de crescimento pela ativação 

plaquetária.15 O PRF apresenta além do concentrado de plaquetas, uma matriz de fibrina que 

suporta tanto as plaquetas como as células imunes circulantes, desempenhando assim 

mecanismos de defesa e papel importante na reparação tecidual.16,17  

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do PRP e do PRF no reparo de lesões de 

10mm do nervo ciático em ratos, e comparar seus efeitos com o autoenxerto “padrã-ouro” e 

solução salina.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Anatomia do nervo periférico 

 

Os nervos periféricos são constituídos por três componentes principais, os axônios, as 

células de Schwann e tecido conjuntivo.18  

O axônio origina-se do corpo celular no cone de implantação como um prolongamento 

único dos neurônios, e sua espessura é proporcional a sua velocidade de condução, quanto 

maior o diâmetro do axônio, maior a velocidade de condução.19 Suas funções de conduzir e 

receber estímulos, tanto de outros neurônios quando de células efetoras, irão determinar seu 

comportamento. 

As células de Schwann possuem a importante função de formar a bainha de mielina em 

torno dos axônios permitindo que estes tenham isolamento elétrico e proporcionando uma 

condução de impulsos nervosos mais rápida. Ao longo do comprimento do axônio ocorrem 

interrupções nesta bainha de mielina, formando intervalos regulares, que são denominados 

nódulos de Ranvier.19 Segundo sua relação com a célula de Schwann, os axônios podem ser 

classificados como mielínicos ou amielínicos. Os axônios mielínicos são recobertos pela 

bainha de mielina e possuem diâmetro de 2 a 24µm, e os axônios destituídos desta bainha de 

mielina são chamados de amielinicos, e possuem um menor diâmetro  0,2 a 3,0 µm.20,21 

Nervos periférico são feixes de fibras nervosas (axônios), denominados fascículos, que 

são revestidos pela camada mais externa de três envoltórios de tecido conjuntivo, o epineuro. 

O epineuro, composto por tecido conjuntivo colagenoso contendo algumas fibras elásticas, 

reveste o nervo periférico como um todo protegendo os fascículos de traumas externos.18,22 

Cada fascículo (feixe de fibra nervosa) é coberto individualmente pelo perineuro, camada 

média de tecido conjuntivo denso e fibroblastos que possui função de preservar o 

microambiente endoneural.19 A camada de tecido conjuntivo mais interna, denominada 

endoneuro reveste os axônios (fibra nervosa) individualmente (Figura 1). Este apresenta 

tecido conjuntivo frouxo, fibroblastos, macrófagos, capilares, mastócitos, células de Schwann, 

e os nodos de Ranvier23 que regulam o microambiente da fibra nervosa.24,25  
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  Figura 1. Figura ilustrativa da descrição anatômica do nervo periférico. 

 

 

2.2 Lesões de nervos periféricos 

 

Existem duas classificações para as injúrias nervosas: a classificação de Seddon, primeira 

a ser utilizada e a classificação de Sunderland.  

Seddon26,27 classificou as lesões nervosas periféricas em: 

a) Neuropraxia — lesão leve com recuperação em semanas a meses, com perda motora e 

sensitiva devido a desmielinização, mas sem alteração estrutural, sem rompimento axonal ou 

degeneração Waleriana. A perda de função irá persistir até ocorrer a remielinização. 

 b) Axonotmese — lesões causadas comumente por esmagamento ou estiramento. Ocorre 

perda de continuidade axonal, subseqüente degeneração Walleriana do segmento distal porém 

não ocorre perda de célula de Schwann. A recuperação depende do grau de desorganização do 

nervo e também da distância ao órgão terminal. 
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c) Neurotmese — lesão completa do nervo, o tronco nervoso é rompido sem ter continuidade 

anatômica. Ocorre a desorganização do axônio causada por uma fibrose tecidual com 

conseqüente interrupção do crescimento axonal. A recuperação espontânea é pobre, não 

regenera sem intervenção cirúrgica.18,1  

Sunderland21 modificou a classificação de Seddon dividindo-a em cinco graus de injuria: 

(1) neurapraxia, (2) perda de continuidade dos axônios sem violar a bainha do endoneuro das 

fibras nervosas, (3) axonotmese com descontinuidade axonal e endoneural, porém o perineuro 

é preservado, (4) estrutura interna completamente rompida, apenas o epineuro continua 

intacto e a continuidade do nervo é mantida por tecido cicatricial. Esse rompimento ira gerar 

neuroma, (5) perda de continuidade do tronco nervoso. Nenhuma reinervação ocorre no grau 

4 e 5 sem reparo cirúrgico. 

A neuropraxia de Seddon foi classificada por Sunderland como lesão de grau I; a 

axonotmese foi dividida em três tipos, que variam de acordo com o grau da lesão (II, III, IV), 

e a neurotmese foi classificada como grau V. Raramente é possível, através da classificação 

de Sunderland, classificar com exatidão uma lesão axonotmética com base em dados clínicos 

e eletromiográficos. O subtipo é geralmente discriminável pelo exame histológico da lesão do 

nervo.18,28  
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2.3 Degeneração e Regeneração de nervos periféricos 

 

Quando ocorre transecção completa do nervo periférico (axotomia), ocorre a 

degeneração imediata no local da lesão, ocasionando a retração do nervo que passa a 

apresentar um coto proximal e um coto distal.29 No local da lesão, o intervalo formando entre 

os dois cotos nervosos é preenchido por sangue formando um coágulo de fibrina.30 

Macrófagos são recrutados para o local da lesão promovendo lise e fagocitose da mielina, e 

proliferação das células de Schwann.31 Tanto os macrófagos como as células de Schwann 

secretam mitógenos e fatores de crescimento que possuem papel importante na regeneração 

axonal e remielinização.32 

No coto distal ocorre a degeneração axonal, denominada de degeneração Walleriana, 

nas primeiras 48-96 horas após a injúria.33 Devido à interrupção do contato com o corpo 

celular, ocorre ausência de suporte trófico e aumento da entrada de íons cálcio (Ca+2) nas 

fibras axotomizadas levando a degeneração do coto distal, que possui início com a 

fragmentação da bainha de mielina e dos axônios.34 Juntamente com este processo, as células 

de Schwann e macrófagos são recrutados para o local da lesão para realizar a fagocitose dos 

fragmentos de mielina e de neurofilamentos dos axônios em degeneração.35,36  

As células de Schwann possuem papel fundamental na regeneração nervosa, elas 

proliferam alinhando-se dentro do tubo de lâmina basal formando as bandas de Büngner,37 

microambiente favorável para o crescimento e direcionamento dos axônios em direção ao 

órgão-alvo.38 Outra importante função das células de Schwann é ser fonte de fatores 

neurotróficos.39 Estes se difundem do coto distal através da área injuriada para exercer uma 

influência trófica nos axônios em regeneração direcionados para o coto proximal.40 

Experimentalmente, após a transecção do nervo ciático as células de Schwann do coto distal 

expressam altos níveis de receptores de fator de crescimento neural (NGF), em 7 dias o 

número de receptores aumenta em torno de 50 vezes quando comparado aos receptores de 

células de Schwann de um nervo ciático normal.41   

Os macrófagos também secretam fatores de crescimento e citocinas como IL-1, IL-6 e 

IL-12, que irão agir como fatores quimiotáxicos para as células de Schwann e neurônios 

lesados. Além disso, removem substâncias que inibem o crescimento axonal.42 As células de 

Schwann, macrófagos e fibroblastos passam a apresentar características relacionadas à 

proliferação e migração celular tanto no coto proximal quanto no distal.43,44 Portanto, o 
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processo regenerativo está ligado diretamente a manutenção das células de Schwann, podendo 

atingir meses com a existência de sinais celulares produzidos por estas células.45   

No coto proximal, o corpo celular entra em cromatólise, processo caracterizado pela 

degeneração da substância de Nissl, pelo ingurgitamento da célula, e pela migração do núcleo 

do centro para a periferia.46 Além disso, há um aumento do retículo endoplasmático rugoso, 

responsável pela produção de moléculas de reparo e os axônios degeneram retrogradamente 

até a formação do primeiro nó de Ranvier, gerando uma pequena área de degeneração 

Walleriana.19,47 Estas modificações tem como objetivo produzir proteínas, principalmente 

actina e tubulina, que estão intimamente relacionadas com a movimentação do cone de 

crescimento.48  

Poucas horas após a lesão, na extremidade do coto proximal os axônios injuriados 

formam diversos brotos neurais (protrusões axoplasmáticas),49 que com o aumento de 

mitocôndrias irão formar os cones de crescimento. O cone de crescimento é considerado a 

extremidade de um axônio bem desenvolvido, e possui duas porções, a região do lamelipódio 

e os filopódios, que juntos formam uma rede complexa que permite o cone de crescimento 

explorar o microambiente extracelular e se ligar as células de Schwann formando a 

reorientação para ocorrer o crescimento axonal em direção ao coto distal.50 A sobrevivência 

das células de Schwann é fundamental para o crescimento do cone e geralmente ocorre por 

interações destes elementos mediada por moléculas de adesão celular (CAMS) expressa por 

ambos elementos.45 As células de Schwann liberam fatores de crescimento que podem 

potencializar a regeneração axonal pela superregulação da expressão de CAMS.51   

Conforme os axônios são regenerados, as células de Schwann são mantidas pela 

atuação de fatores de crescimento como o IGF, o PGF e o NT-3 que são liberados no local da 

lesão.52 Os fatores de crescimento também possuem a função de conservar a integridade dos 

axônios no coto distal e permitir que estes atinjam os órgãos-alvo.53  

Fatores de crescimento são polipeptídeos constitutivos que são superregulados e 

particularmente ativados em situações de traumas ou inflamação. Dentro dos fatores de 

crescimento, estão os fatores neurotróficos que estão relacionados à regeneração de nervos 

periféricos.54 No processo de regeneração nervosa, os fatores neurotróficos exercem seus 

efeitos de regular e manter a função do neurônio promovendo seu crescimento diretamente 

sobre o metabolismo celular, no entanto, eles também podem atuar indiretamente pela ação no 

metabolismo de células de suporte, sendo a célula de Schwann a principal representante.44 
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Os nervos degenerados são importantes fontes de fatores neurotróficos, assim como as 

células de Schwann, estes se dividem em 3 famílias de moléculas e seus receptores, e são 

responsáveis pelo crescimento e sobrevivência dos axônios e neurônios motores e sensitivos 

após danos teciduais. Várias substâncias que são produzidas no local da lesão atuam como 

fatores neurotróficos, dentre elas se destacam: o Fator neurotrófico derivado do cérebro 

(brain-derived neurotrophic factor, BDNF), o Fator de crescimento do nervo (nerve growth 

factor, NGF), o Fator neurotrófico derivado de linhagem de células gliais (glial cell line 

derived neurotrophic factor, GDNF), o Fator neurotrófico ciliar (ciliar neurotrophic factor, 

CNTF), o Fator de crescimento tranformador-β (transforming growth factor-β, TGF- β), o 

Fator de crescimento insulínico (insulin-like growth factor, IGF), o Fator de crescimento 

derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor, PDGF) e as neurotrofinas (NF). Estes 

exercem seus efeitos separadamente, porém podem ter efeitos complementares.55,54 

O uso do NGF demonstrou capacidade de otimizar o processo de regeneração de nervos 

periféricos, aumentando a capacidade de recuperação funcional após lesão nervosa.56  

Embora, o NGF apresente efeitos positivos após lesão periférica, doses excessivas deste fator 

no local da lesão podem inibir o processo de regeneração.57  

Estudo experimental evidenciou que a dose e duração dos níveis de NGF são 

determinantes para a recuperação após injuria nervosa em ratos.58 Wang et al., 2010 

incorporaram o NGF em condutos de PLGA para reparar defeitos de 13 mm no nervo ciático 

de ratos. Os resultados demonstraram que a recuperação funcional do grupo PLGA/NGF foi 

superior quando comparada ao grupo que utilizou apenas o conduto de PLGA, demonstrando 

que o NGF juntamente com o conduto de PLGA otimiza o processo de recuperação de nervos 

periféricos.59   

A administração de BDNF também possui a capacidade de otimizar a regeneração de 

nervos periféricos após transecção nervosa.60 E este efeito benéfico do BDNF pode ser 

aumentado com a administração conjunta de CNTF.61 

Estudo experimental em ratos avaliou o efeito de injeção de CNTF na regeneração de 

nervos ciáticos. O CNTF demonstrou capacidade de promover regeneração dos axônios 

motores, aumentando a recuperação funcional nervosa.62 Outro estudo envolvendo CNTF, 

utilizou o tubo de PLGA/chitosan acrescido de CNTF foi para reparar defeitos de 25 mm do 

nervo tibial de cães. As avaliações histológicas demonstraram que o tubo de PLGA/Chitosan-

CNTF obteve resultados semelhantes ao enxerto autólogo (padrão ouro), tornando o conduto 

juntamente com o CNTF uma alternativa promissora na regeneração nervosa63 A utilização de 



22 
 

GDNF também foi evidenciada na regeneração de lesões de 13 mm no nervo ciático de 

ratos.64   

Diversos estudos demonstraram a eficácia de fatores de crescimento especificos no reparo 

de lesões de nervos periféricos, porém a regeneração nervosa completa depende da ação 

conjunta de diferentes fatores neurotróficos, estes agindo de forma sinérgica ou em seqüência 

definida.54 

A regeneração após reparo cirúrgico é mais lenta que a regeneração espontânea, e esta 

regeneração axonal não é sinônimo de retorno funcional. Após os axônios atingirem seus 

órgãos-alvo, deve ocorrer a remielinização, alargamento axonal, e estabelecimento de 

conexões com os órgão alvos para resultar na recuperação funcional.65 Em humanos, estima-

se que a taxa de crescimento axonal seja de aproximadamente 1 mm/dia, porém esta taxa não 

é linear devido à variabilidade individual.22  

 

2.4 Técnicas de reparo de nervos periféricos 

 

           Traumatismos por transecção em nervos periféricos raramente apresentam recuperação 

sem a intervenção cirúrgica.8,9 A literatura especializada cita diversas técnicas cirúrgicas 

possíveis de serem empregadas na reparação nervosa periférica, dentre estas a neurorrafia 

epineural,10 neurorrafia fascicular,66 enxertos nervosos,11 aplicação de cola de fibrina,17 

aplicação de laser,67,68 aplicação de estimulo elétrico,69 e técnicas de tubulização com 

condutos de diferentes materiais.7,12,70,13,14  

Quando houver interrupção da continuidade do nervo, sem perda de substância 

nervosa, a técnica cirúrgica mais utilizada é a sutura direta também chamada de neurorrafia. A 

neurorrafia consiste na sutura das extremidades do nervo lesado, porém quando o defeito 

formado entre os cotos nervosos for longo demais esta técnica não é aconselhada, pois causa 

tensão excessiva no nervo levando a uma maior formação de cicatriz, impedindo o fluxo 

microvascular e prejudicando a qualidade da regeneração nervosa.71,72 O uso de veias para 

reparar lesões nervosas tem sido vastamente pesquisado. Estudos experimentais73,74 e 

clínicos75,76,77 demonstraram a eficácia de veias no reparo de lesões nervosas, porém seu uso 

tem maior efetividade em defeitos nervosos pequenos.75 
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Os enxertos surgem como alternativa quando as lesões de nervos periféricos formam 

longos defeitos. Os aloenxertos são considerados bons condutos nervosos pois atuam como 

scaffold temporário permitindo regeneração nervosa do paciente. Aloenxertos nervosos 

podem ser constituídos por tecido nervoso cadavérico ou de doador vivo, e ambos 

demonstram bons resultados no reparo de longos defeitos nervosos, tanto experimentalmente 

quanto clinicamente.78,79,80 Porém, a necessidade de imunossupressão sistêmica limita o uso 

clínico de aloenxertos nervosos, pois os imunossupressores podem causar problemas como 

infecções oportunistas e formação de tumor.81 

O transplante autólogo, também denominado autoenxerto, de nervo periférico 

representa atualmente o padrão ouro de reparação quando há perda de substância nervosa que 

impossibilite a neurorrafia. Este apresenta algumas limitações como a necessidade de 

realização de dois procedimentos cirúrgicos em locais distintos, maior morbidade e a escassez 

de sítios doadores, e déficit sensitivo resultante na área doadora.82,8,71,83,76 

Philipeaux e Vulpian foram os pioneiros a utilizar enxerto autólogo, e observaram 

regeneração nervosa confirmada por neovascularização do enxerto.84 

Outra alternativa para os casos em que a extensão da lesão impossibilita a simples 

reunião dos cotos nervosos85 é a técnica de tubulização, a qual utiliza condutos artificiais para 

substituir o uso de autoenxerto.  

Esta técnica, também denominada entubulação, é um procedimento cirúrgico em que 

os cotos nervosos seccionados são introduzidos e fixados dentro de uma prótese tubular, 

formando um microambiente ideal para a regeneração nervosa72,86,87. Proporciona ainda o 

direcionamento do crescimento das fibras nervosas do coto proximal ao coto distal8 

protegendo-as do tecido cicatricial e evitando a formação de neuroma.47  

Numerosas referências relatam a utilização de diferentes materiais para a confecção 

dos condutos nervosos,14,88,89 dentre eles o uso do silicone.90  

Lundborg et al. desenvolveram um modelo experimental utilizando tubo de silicone 

com o objetivo de estudar a regeneração nervosa sem a interferência do meio externo23 e o 

estudo demonstrou que o silicone era ideal para regeneração.91  

Em (1991) Lundborg et al. relataram uma aplicação clínica em um paciente de 21 anos 

com perda de 3 mm do nervo mediano no punho. Após três anos, em virtude do desconforto 

ocasionado pelo tubo de silicone, os autores realizaram uma revisão do procedimento anterior, 

constatando neoformação nervosa completa e considerando o aspecto macroscópico como 
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normal, sem sinais de compressão causada pelo tubo. A recuperação motora e sensitiva foi 

relatada como excelente.92 Em 1997 o mesmo grupo realizou um estudo prospectivo, 

randomizado e comparativo da utilização do tubo de silicone e do enxerto microcirúrgico 

convencional em 18 pacientes. Os pesquisadores evidenciaram uma recuperação sensitiva 

mais rápida no grupo em que foi utilizado o tubo de silicone.93   

A técnica de tubulização pode ser otimizada com acréscimo de fatores neurotróficos, 

componentes da matriz extracelular, células diferenciadas e indiferenciadas,94 e concentrados 

de plaquetas.12,95  

Rodríguez et al., avaliou a habilidade de células de Schwann transplantadas em 

regenerar nervos ciáticos com lesões de 6mm em ratos. Os resultados mostraram que essas 

células podem ser uma alternativa promissora para regenerar longos defeitos de nervos 

periféricos.96  

Estudo envolvendo células tronco objetivou investigar se MSCs possuem capacidade 

de melhorar os resultados das reparações nervosas com enxerto de nervo acelular em um 

modelo de defeito de 10 mm do nervo ciático em camundongos. O enxerto de nervo acelular 

acrescido de MSCs otimizou a recuperação funcional e demonstrou um maior número de 

axônios na regeneração nervosa quando comparada ao enxerto de nervo acelular sozinho.15 

Outro grupo de pesquisa realizou uma comparação do uso de BMSCs e OADNCs para 

regenerar lesão de 10mm do nervo ciático de ratos. Ambos os tipos celulares apresentaram 

bons resultados funcionais e morfométricos.74 

Em estudo envolvendo fatores de crescimento, Ho et al., demonstraram que o tubo de 

colágeno acrescido dos fatores de crescimento BDNF e CNTF demonstrou uma melhora na 

recuperação funcional em modelo de lesão do nervo ciático em ratos.97 Em 2011, com o 

objetivo de avaliar o efeito do GDNF na reparação de lesões de 1,5cm do nervo ciático de 

ratos durante 16 semanas, os autores realizaram análises funcionais e histológicas que 

demonstraram a efetividade do GDNF em melhorar a regeneração nervosa através da técnica 

de tubulização.16  
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2.5 Plasma Rico em Plaquetas (PRP) 

 

O plasma rico em Plaquetas (PRP) é definido como um volume de plasma autólogo 

que possui concentração plaquetária acima dos níveis fisiológicos.98 Ele é constituído por uma 

pequena porção de plasma e principalmente por plaquetas. O plasma é a porção líquida do 

sangue que contém sais e compostos orgânicos, como aminoácidos, lipídios, vitaminas, 

proteínas e hormônios.99 

As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos de megacariócitos formados na medula 

óssea, e estão concentradas no baço. São células de aproximadamente 2µm de diâmetro, 

anucleadas, que possuem alfa-grânulos contendo fatores de crescimento, citocinas, e proteínas 

bioativas que possuem papel importante na homeostase de locais lesados e regulam e iniciam 

os primeiros estágios da regeneração tecidual.100,101 A concentração normal de plaquetas no 

sangue humano varia entre 150.000 a 400.000 plaquetas/ μl, e estas permanecerão na 

circulação em média por dez dias antes de serem removidas pelos macrófagos.102 

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) deve possuir a concentração de 1,000,000 

plaquetas/μl, em um volume de 5ml de plasma para ser considerado terapêutico (aumentar a 

capacidade regenerativa), ou seja, as plaquetas estão 4-5x mais concentradas, tendo assim o 

mesmo aumento nas concentrações de fatores de crescimento.98 O PRP é constituído por 95% 

plaquetas, 4% células vermelhas e 1% células brancas, enquanto o hematoma formado 

naturalmente pelo sangue basal possui 95% células vermelhas, 4% plaquetas e 1% células 

brancas.103 

Em resposta ao dano tecidual, ocorre a ativação das plaquetas e formação de um 

coágulo que promove hemostase e secreção de proteínas ativas. A coagulação leva a ativação 

plaquetária, que resulta na liberação dos fatores de crescimento contidos nos alfa-grânulos das 

plaquetas, processo denominado de degranulação. Aproximadamente 70% dos fatores de 

crescimento são liberados nos primeiros 10 minutos, pico de liberação, e o restante é liberado 

dentro de 1 hora. Pequenas quantidades de fatores de crescimento podem continuar sendo 

liberadas pelas plaquetas durante o resto de tempo de suas vidas (8-10 dias).98 

Os principais fatores de crescimento liberados pelas plaquetas são três isômeros do 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF; PDGFαα, PDGFββ e PDGFαβ), dois 

isômeros do fator de crescimento transformador (TGF; TGFβ1 e TGFβ2), fator de 

crescimento epitelial (EGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Estes fatores 
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de crescimento desempenham diversas funções como promover a proliferação e diferenciação 

celular, quimiotaxia e angiogênese.104,105,98 

O PDGF é uma proteína dimérica consistituida por 2 subunidades: a e b, e pode ser 

encontrado em 3 combinações: PDGF-aa, PDGF-bb, e PDGF-ab. É encontrado 

principalmente nas plaquetas, monócitos, macrófagos, células musculares lisas, células 

endoteliais.106 O PDGF é o primeiro fator de crescimento que age no processo de regeneração 

e seu efeito depende da presença de outros fatores de crescimento. Sua principal função é 

estimular mitose, aumentando o número de células regenerativas (incluindo células tronco 

mesenquimais, células osteoprogenitoras e fibroblastos), e angiogênese.107 Outra função 

importante do PDGF é ativar os macrófagos que irão estimular a secreção de fatores de 

crescimento pelos tecidos adjacentes.108 

Encontrado em altas concentrações nas plaquetas e nos ossos109 o TGF não tem sua 

ação limitada ao microambiente das células que o produzem.110 Quando liberado pelas 

plaquetas ou secretado pelos macrófagos o TGF-beta1 exerce seus efeitos nas células 

adjacentes, incluindo fibroblastos, células tronco da medula, células endoteliais, e pré-

osteoblastos.111,107 As plaquetas secretam isômeros b1 e b2 que estão envolvidos em todos os 

estágios da regeneração, tendo papel importante na inflamação, angiogênese, reepitelização, e 

regeneração de tecido conectivo.113 

O TGF possui efeitos adversos, ele possui habilidade de antagonizar os efeitos 

mitógeno de outros fatores de crescimento, como PDEGF e PDGF possuindo assim ação anti-

proliferativa.114 

Outros importantes fatores de crescimento encontrados no PRP são o VEGF e EGF. O VEGF 

tem como principais funções aumentar a permeabilidade do microambiente, promover 

proliferação e migração celular,115 e angiogênese116 e o EGF é um potente mitógeno para 

fibroblastos, células epiteliais e endoteliais estimulando a epitelização, e também estimula 

angiogênese.117,118 

Diversos estudos têm demonstrado que o PRP é uma fonte abundante dos fatores de 

crescimento PDGF, TGF, EGF, e VEGF.119,120,102 Comparações realizadas por Teste de Elisa 

entre amostras de sangue basal e PRP mostraram que o PRP apresentou aumento de 3,6x na 

concentração do TGF-β1, 5,1x na concentração do PDGF-bb, 3,9x na concentração do EGF e 

6x na concentração do VEGF quando comparado com o sangue basal.102 
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A eficácia do PRP depende dos níveis dos fatores de crescimento secretados pela 

ativação plaquetária.102,105 Estes níveis dos fatores de crescimento irão depender de fatores 

como, a concentração destes nos alfa-grânulos, a técnica de processamento do PRP, e a 

proporção de plaquetas que são ativadas.102,121 A literatura verificou que existe uma tendência 

geral linear na correlação entre o número de plaquetas e a concentração dos fatores de 

crescimento.98,102 Porém, alguns autores122,105 ressaltam que podem existir diferenças nos 

resultados encontrados nesta correlação entre número de plaquetas e concentração de fatores 

de crescimento devido a variabilidade individual na produção e estoque dos fatores de 

crescimento e das diversas técnicas de ativação do PRP utilizadas. 

O PRP ainda é constituído por fibrina, fibronectina e vitronectina que atuam como 

moléculas de adesão celular e otimizam o processo de reparo tecidual promovendo migração 

celular.100,98 O PRP possui as mesmas concentrações destas moléculas de adesão que o sangue 

basal, por isso não pode ser considerado uma matriz de fibrina (200 μg-400 μg/ml).98 

A obtenção do PRP só pode ser realizada a partir de sangue anticoagulado, pois a 

formação de coágulo irá reter as plaquetas inviabilizando-as.100 Este pode ser mantido viável 

por 8h em anticoagulante.119 

A preparação do PRP tem inicio com a adição de anticoagulante ao sangue coletado 

para prender o cálcio ionizado inibindo a cascata de coagulação. O anticoagulante ACD-A é 

considerado ideal para a obtenção de concentrados de plaquetas, pois este mantém a 

viabilidade das plaquetas durante um período mais longo.98 

Logo após, as amostras de sangue anticoagulado são submetidas a primeira 

centrifugação que irá separar o sangue em 3 camadas distintas: células vermelhas, plaquetas e 

células brancas do plasma.  Células vermelhas (7 μm diâmetro) e células brancas (7-15 μm 

diâmetro) são muito maiores que as plaquetas (2 μm diâmetro) por isso se separam facilmente 

durante o processo de centrifugação.100 As camadas contendo o plasma e plaquetas são 

retiradas e colocadas em um novo tubo que irá ser submetido a segunda centrifugação. Esta 

irá concentrar as plaquetas formando assim duas camadas: o PRP e o plasma pobre em 

plaquetas (PPP). O PRP necessita ser ativado, pela adição de cloreto de cálcio e trombina 

bovina, para reverter a ação do anticoagulante e ativar a coagulação, induzindo a ativação 

plaquetária.119 

O PRP vem sendo utilizado com sucesso tanto experimentalmente,123,17,124 quanto 

clinicamente,125,126,127,128 mostrando ser um material promissor na regeneração tecidual. 
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O uso do PRP já foi testado na regeneração nervosa demonstrando resultados 

contrastantes. Sariguney et al., utilizaram o PRP juntamente com a neurorrafia para reparar 

lesões do nervo ciático de ratos. O PRP otimizou a remielinização dos nervos lesados sendo 

considerado uma opção para a regeneração de nervos periféricos.129 Em contraste, Piskin et 

al., utilizaram tubo de colágeno acrescido com gel de plaqueta para reparar lesões de 10mm 

no nervo ciático de ratos Wistar, e não evidenciaram melhora na regeneração axonal17. 

Existem, porém problemas ligados ao uso do PRP. Estes são o manejo das amostras, 

que propicia a ocorrência de erros e também aumenta a chance de contaminação, e o uso da 

trombina bovina que pode causar complicações, podendo resultar em coagulopatias.130 

 

2.6 Plaqueta Rica em Fibrina (PRF) 

 

A Fibrina Rica em Plaqueta (Platelet-Rich Fibrin, PRF) foi desenvolvida pela primeira 

vez por Choukroun et al.,131 na França, e é definida como um concentrado de plaquetas sobre 

uma membrana de fibrina com alto potencial regenerativo.132   

Assim como o PRP, o uso do PRF está baseado na liberação de fatores de crescimento 

pela ativação das plaquetas. A degranulação das plaquetas faz com que seus fatores de 

crescimento sejam liberados acelerando o processo de reparação tecidual.133 As plaquetas 

liberam pelo menos sete fatores de crescimento que atuam na fase inicial da cicatrização, os 

três isômeros do fator de crescimento plaquetário PDGF, PDGFαα, PDGFββ e PDGFαβ, os 

dois isômeros do fator de crescimento beta (TGFβ), TGFββ1 e TGFββ2, fator de crescimento 

epitelial (EGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que possuem papel 

fundamental no reparo tecidual.134,98  

O PRF apresenta além do concentrado de plaquetas, uma matriz de fibrina contendo 

todos os elementos moleculares e celulares que permitem a cicatrização ideal.135 Esta matriz 

de fibrina suporta tanto as plaquetas como as células imunes circulantes e possui capacidade 

de guiar a angionênese, permitir a migração de células endoteliais e fibroblastos e promover o 

remodelamento da fibrina em tecido conectivo resistente. Desempenhando assim mecanismos 

de defesa e papel importante na reparação tecidual.136 
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A técnica de obtenção do PRF é muito parecida com o Plasma Rico em Plaquetas, 

porém ela não requer a adição de fatores externos como, anticoagulante, trombina bovina, ou 

outros agentes gelificantes.135  

O sangue é coletado em tubos plásticos sem adição de anticoagulante e é 

imediatamente centrifugado na velocidade de 3000 rpm (aproximadamente 400 g) por 10 

minutos. Este processo deve ser realizado rapidamente, pois assim que o sangue entra em 

contato com a parede do tubo a cascata de coagulação é iniciada, causando a ativação 

plaquetária, e subseqüente liberação dos fatores de crescimento. Durante a centrifugação o 

fibrinogênio é revertido em fibrina formando um coágulo. 

Após a centrifugação o coágulo se encontra na parte média do tubo, abaixo se 

encontram as células vermelhas e acima se encontra o plasma acelular. As plaquetas e células 

imunes, principalmente leucócitos, estão aderidas nas malhas de fibrina, sendo encontradas 

dentro do coágulo de fibrina.135 

  O sucesso da técnica de obtenção do PRF depende da rapidez da coleta de sangue e da 

sua transferência para a centrífuga. De fato, sem a adição de anticoagulante, as amostras de 

sangue iniciam a coagulação quase imediatamente no contato com o tubo de vidro.137 O 

manejo rápido é a única maneira de se obter um coágulo de PRF viável.135  

O PRF é resultado de uma polimerização natural e progressiva que ocorre durante a 

centrifugação das amostras. Esta polimerização realizada com trombina fisiológica forma uma 

arquitetura matricial elástica.138 A distribuição de plaquetas e leucócitos não é uniforme nas 

malhas de fibrina, elas se encontram concentradas na camada intermediária localizada entre as 

células vermelhas e o coágulo de PRF, representando uma “zona de névoa” na superfície do 

coágulo de PRF.139 

Além disto, a polimerização lenta e progressiva gera um aumento na incorporação de 

citocinas nas malhas de fibrina, com isso aumentando o tempo de vida das mesmas, tendo 

assim um efeito prolongado.138 Os fatores de crescimento PDGF-AB, TGF-beta 1, VEGF e 

EGF possuem uma liberação aumentada constante até 60 minutos após a formação do coágulo 

de PRF, e após este período até 300 minutos ocorre uma liberação ainda maior dos 

mesmos.134   

A eficiência do PRF reside neste prolongado fornecimento de fatores de crescimento e 

de proteínas bioativas contidos no coágulo de PRF que otimizam a regeneração tecidual. 
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Além disto, o coágulo de fibrina constitui a primeira matriz cicatricial no local da lesão 

estimulando a migração celular e o processo de reparo.  

Contudo, o PRF possui diversas vantagens sobre o PRP: elimina o processo 

redundante de adicionar anticoagulante e o neutralizar com cloreto de cálcio e não utiliza 

trombina bovina; a eliminação destes passos diminui o manejo bioquímico das amostras e o 

risco de transmissão de doenças associado ao uso da trombina bovina, tornando o protocolo 

de obtenção de PRF mais simples e seguro que o do PRP.137  

Estudos in vitro,140,141,142 experimentais143 e clínicos144,132 vem demonstrado bons 

resultados com o uso de PRF, evidenciando a eficiência do mesmo na regeneração de tecidos.  

Em estudo clínico, Sanchez et al., utilizaram o PRFM no tratamento do tendão de 

Aquiles de 12 atletas. Os resultados mostraram que o PRFM otimizou a regeneração tendínea 

e a recuperação funcional.145 O PRF também demonstrou ser eficiente na regeneração 

timpânica de humanos, acelerando a proliferação celular e remodelamento da matriz.146 

Bracini & Dohan, avaliaram o uso do PRF para otimizar os enxertos adiposos na lipoestrutura 

facial em 32 pacientes. Todos os pacientes ficaram satisfeitos com os resultados, e ocorreu 

pequena reabsorção associada.147 Em ensaio clínico recente, o PRF demonstrou capacidade de 

otimizar a regeneração óssea em defeitos intra-ósseos na periodontite crônica sendo 

considerado um biomaterial promissor na regeneração óssea.148 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A procura por alternativas que sejam eficazes no reparo de transecções de nervos 

periféricos é de extrema importância, uma vez que estas injúrias apresentam regeneração 

nervosa limitada e causam importantes impactos sócio-econômicos. Otimizar o processo 

regenerativo nervoso através de tratamentos eficientes e seguros é o objetivo dos 

pesquisadores. A engenharia tecidual vem sendo vastamente utilizada no campo da medicina 

regenerativa, e os concentrados plaquetários apresentam resultados promissores no processo 

regenerativo. O Plasma Rico em Plaquetas e a Plaqueta Rica em Fibrina podem demonstrar a 

capacidade de otimizar e acelerar a regeneração nervosa, pois ambos são fontes de fatores 

neurotróficos essenciais no processo de regeneração de nervos periféricos.       
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4 HIPÓTESES 

 

4.1 Hipótese Operacional 

 

Não existe diferença entre o uso de PRP e PRF na regeneração estrutural e funcional 

de lesões de 10mm em nervos ciáticos de ratos wistar. 

 

4.2 Hipótese Conceitual 

 

Existe diferença entre o uso de PRP e PRF na regeneração estrutural e funcional de 

lesões de 10mm em nervos ciáticos de ratos wistar. 
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5 OBJETIVOS  

 

5.1 Objetivo Primário 

 

Avaliar o efeito do uso de Plasma rico em plaquetas (PRP) e de Plaqueta rica em 

fibrina (PRF) no reparo de lesões agudas de grande porte em nervo ciático de ratos Wistar. 

 

5.2 Objetivos Secundários 

 

1. Avaliar quantitativa e qualitativamente as diferenças dos grupos experimentais de 

tratamento, PRP e PRF, com o grupo tratado com enxerto autólogo na regeneração do 

nervo ciático de ratos Wistar; 

2. Avaliar quantitativa e qualitativamente as diferenças dos grupos experimentais de 

tratamento, PRP e PRF, com o grupo controle (solução fisiológica) na regeneração do 

nervo ciático de ratos Wistar. 

3. Avaliar quantitativa e qualitativamente as diferenças entre os grupos experimentais de 

tratamento, PRF e PRP, na regeneração do nervo ciático de ratos Wistar; 

4. Avaliar quantitativa e qualitativamente as diferenças entre o grupo tratado com 

enxerto autólogo e o grupo controle (solução salina) na regeneração do nervo ciático 

de ratos Wistar; 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 Delineamento 

 

Estudo experimental, comparado, controlado e cego. 

 

6.2 Animais  

 

Foram utilizados 36 ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), machos adultos (acima 

de 60 dias de vida) pesando 200 - 250 gramas de massa corporal. Todos os animais foram 

provenientes do vivário do Laboratório de Habilidades Médicas e Pesquisa Cirúrgica 

(LHMPC) da Faculdade de Medicina da PUCRS, e mantidos no mesmo local no período pós-

operatório. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais com controle de luz (ciclo claro-

escuro de 12h), temperatura controlada de 22 ± 1ºC, com água e alimentação ad libitum.  

Estando o presente estudo conforme Lei Arouca 2008, nº 11.794/08 que regulamenta o 

inciso VII do § 1º do art. 225 da Constituição Federal, estabelecendo procedimentos para o 

uso científico de animais, revogando a Lei nº 6.638, de 8 de maio de 1979; e dá outras 

providências.  

 

6.3 Grupos de Experimentação 

 

O experimento foi constituído por 4 grupos, sendo os grupos experimentais PRP e 

PRF compostos por 10 ratos, 8 ratos utilizados nos experimentos e 2 ratos doadores de 

sangue. E os grupos controles de autoenxerto e solução salina compostos por 8 ratos cada. Os 

grupos estão representados abaixo: 

Grupo I– Autoenxerto (AE) (n=8); 

Grupo II– Tubulização com adição de solução salina (TS) (n=8); 

Grupo III– Tubulização com adição de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) (n=10); 

Grupo IV– Tubulização com adição de Plaqueta Rica em Fibrina (PRF) (n=10). 
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6.4 Procedimentos Cirúrgicos 

 

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados no Laboratório de Habilidades Médicas 

e Pesquisa Cirúrgica da Faculdade de Medicina da PUCRS.  

 

6.4.1 Procedimento Anestésico 

 

Para realização das cirurgias os animais foram anestesiados com injeção intramuscular 

de Cloridrato de Cetamina (60 mg.kg-1) e meperidina (20 mg.kg-1). 

 

6.4.2 Técnica Cirúrgica 

 

Os animais foram tricotomizados na área de acesso cirúrgico e colocados em decúbito 

lateral direito sobre bolsa térmica aquecida de forma a evitar hipotermia trans-operatória. 

Uma incisão longitudinal foi realizada 3mm paralela e posterior ao eixo do fêmur 

direito, desde o tubérculo maior do fêmur até a região postero-lateral do joelho. A pele foi 

divulsionada, o músculo glúteo e bíceps femoral foram divididos por dissecção e o nervo 

ciático foi visualizado. O nervo ciático foi liberado de suas inserções fasciais, e um segmento 

do nervo foi ressecado criando defeito de 10 mm no nervo ciático.  

No grupo tratado com autoenxerto (grupo I), foi realizada a secção de um segmento de 

10 mm no nervo ciático (Figura 1) que foi reparada com o mesmo segmento invertido 1800 

graus para alterar a disposição fascicular. O músculo foi suturado com fio polipropileno 

(Prolene® 6-0, M8306 T, Johnson & Johnson,São Paulo,Brasil) e a pele foi suturada com fio 

mononylon 4-0( Ethilon® P1667, Johnson & Johnson,São Paulo,Brasil). 
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Figura 2. Seção de 10 mm do nervo ciático de ratos wistar. 

 

Nos grupos que foram reparados com sistema de tubulização (grupo II, III e IV), um 

segmento do nervo ciático de aproximadamente 5 mm foi ressecado, gerando um defeito de 

10 mm. Um tubo de silicone de 12 mm foi interposto nas extremidades proximal e distal do 

nervo através de dois pontos de sutura ao epineuro em cada extremo, utilizando um fio 

mononylon 9-0 (Ethilon®, BV130-4,Johnson & Johnson Intl., Belgium). O tubo de silicone 

foi preenchido com solução salina, Plasma rico em plaquetas, ou com Plaqueta rica em 

fibrina, de acordo com os grupos (Figura 2). O músculo foi suturado com fio polipropileno 

(Prolene® 6-0, M8306 T, Johnson & Johnson,São Paulo,Brasil) e a pele foi suturada com fio 

mononylon 4-0( Ethilon® P1667, Johnson & Johnson,São Paulo,Brasil).  
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                                 Figura 3. Tubo de silicone suturado a extremidade proximal do nervo 
                                                 ciático danificado preenchido com PRF. 

 

Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados utilizando um microscópio de dissecção 

microcirúrgica (D.F.Vasconcellos, São Paulo, Brasil) e desenvolvidos de forma asséptica. 

 

6.4.3 Pós-operatório 

 

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais após as cirurgias no mesmo 

laboratório de origem. No pós-operatório imediato foi aplicado cetoprofeno (5mg.kg-1) via 

subcutânea a cada 24 horas durante 2 dias, como medicação analgésica e antiinflamatória e 

cloridrato de tramadol via subcutânea (5mg.kg-1) a cada 12 horas durante 2 dias, como 

medicação analgésica.  

 

6.5 Obtenção de Plasma Rico em Plaquetas 

 

Utilizaram-se 2 ratos machos adultos doadores de sangue, que foram anestesiados com 

com injeção intramuscular de Cloridrato de Cetamina (60 mg.kg-1) e meperidina (20 mg.kg-1) 

na mesma seringa via intramuscular. A artéria aorta de cada animal foi canulada e foram 

coletados aproximadamente 6 ml de sangue de cada rato doador com seringa contendo 1,2 ml 
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de anticoagulante ácido citrato dextrose- A (ACD-A) para evitar a degranulação das 

plaquetas. Foram transferidos 0,05 ml de sangue para tubos Eppendorf para contagem de 

plaquetas do sangue total. O restante do sangue (aproximadamente 6 ml) foi centrifugado para 

a obtenção de PRP. No final do processo, a partir destes 6 ml de sangue foram obtidos 0,6 ml 

de PRP, 10% do sangue basal.  

O sangue anticoagulado foi centrifugado na velocidade de 1800 rpm durante 10 

minutos à temperatura ambiente em centrífuga para laboratório Hettich modelo Universal 

320, conforme protocolo adaptado124. Ao final da centrifugação se formaram três camadas: a 

camada inferior onde estão os remanescentes sanguíneos (RBC) (55% do volume total), a 

camada intermediária, chamada de “zona de névoa” onde estão as plaquetas (5% do volume 

total), e a camada superior, porção do plasma acelular (PPP) (40% do volume total) (Figura 

3).  

 

Figura 4. Sangue do rato após a 1a centrifugação para obtenção do PRP.  
  Na porção superior encontra-se o plasma acelular, na porção  
  inferior estão os remanescentes sanguíneos e a porção  
  intermediária corresponde as plaquetas. 

 

A camada superior contendo plasma acelular e a camada intermediária, foram 

cuidadosamente pipetadas e transferidas para um novo tubo sem anticoagulante que foi 

centrifugado novamente. Esta segunda centrifugação realizada na velocidade de 3600 rpm por 

10 minutos em temperatura ambiente. Ao final da segunda centrifugação, se formaram duas 

camadas: a camada inferior contendo o PRP e poucos remanescentes sanguíneos (RBC) e a 
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camada superior contendo o plasma acelular. O plasma acelular foi removido e guardado para 

calibrar a concentração de plaquetas do PRP em 1.000,000 de plaquetas/µl antes de ser 

utilizado nas cirurgias. O restante no tubo, aproximadamente 0,6 ml, corresponde ao PRP.  

Destes 0,6 ml de PRP obtidos, 0,05 ml foram transferidos para tubo Eppendorf para a 

contagem de plaquetas do PRP. O PRP restante, 0,550 ml, foram calibrados na concentração 

de 1.000,000 de plaquetas/µl e ativados para uso nas cirurgias. 

A ativação do PRP foi realizada apenas no momento de aplicação na cirurgia. O PRP 

foi ativado pela adição de 1:1 Beriplast, mistura de cloreto de cálcio 6% (CaCl2) e trombina 

humana 600U, ao PRP. Foram inseridos 0,02 ml de PRP e 0,02 ml de Beriplast em cada tubo 

de silicone. Após ativação, o PRP ativado formou um gel dentro do tubo de silicone.  

 

6.6 Obtenção de Plaqueta Rica em Fibrina 

 

Utilizaram-se 2 ratos machos adultos doadores de sangue, que foram anestesiados com 

injeção intramuscular de Cloridrato de Cetamina (60 mg.kg-1) e meperidina (20 mg.kg-1) na 

mesma seringa via intramuscular. 

A artéria aorta de cada animal foi canulada e foram coletados aproximadamente 6,5ml 

de sangue de cada rato doador. O sangue foi dividido em 2 tubos, um tubo Falcon sem adição 

de anticoagulante no qual foram adicionados aproximadamente 6ml de sangue para a 

obtenção do PRF e o outro tubo Eppendorf contendo 20% de anticoagulanalte ácido citrato 

dextrose- A (ACD-A) no qual foram adicionados 0,05 ml de sangue para contagem de 

plaquetas do sangue total.  

O tubo contendo o sangue sem adição de anticoagulante foi rapidamente centrifugado 

na velocidade de 3000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente, conforme protocolo 

estabelecido135. Após a centrifugação, 3 camadas se formaram: a camada inferior com os 

remanescentes sanguíneos (RBC), a camada intermediária contendo o coágulo de PRF e a 

camada superior de plasma pobre em plaquetas (PPP). O coágulo de PRF foi retirado do tubo 

com auxilio de pinça cirúrgica reta e separado dos remanescentes sanguíneos com tesoura 

cirúrgica (Figura 4). O coágulo de PRF foi recortado em pequenos pedaços e introduzidos 

dentro do tubo de silicone no momento da cirurgia. O restante do coágulo foi colocado em 

placa estéril de metal para liberar o soro contido nele. Após 10 minutos este soro foi coletado 

e utilizado para contagem de plaquetas PRF.  
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                                                 Figura 5. Coágulo de PRF. 

 

6.7 Contagem de plaquetas  

 

A quantificação das plaquetas do sangue total dos ratos, e das amostras de PRP e PRF 

foram realizadas no contador automatizado de células sanguíneas CELM modelo CC530, 

utilizado pelo laboratório do Hospital Veterinário da UFRGS, de acordo com especificações 

do fabricante.  

 

6.8 Eutanásia 

 

Após 90 dias pós-operatórios os animais foram anestesiados conforme protocolo 

anteriormente descrito, e eutanasiados com sobredose do mesmo medicamento sem provocar 

dor ou outro sofrimento ao animal.   
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6.9 Análise funcional 

 

Os animais foram submetidos ao Teste de marcha, de acordo com o método De 

Medinaceli et al.,1982149 e modificado por Lowdon et al., 1988.150 O Índice de Função Ciática 

(IFC) foi calculado de acordo com o método de Bain et al.,1989151 para cada rato.  

Foram obtidas impressões pré-operatórias e nos 300, 600 e 900 dias pós-operatórios de 

cada rato. Tiras de papel brancas foram inseridas sobre uma passarela de madeira com 43cm 

de comprimento por 8,7 cm de largura e 5,5cm de altura, fechada nas laterais e dotada de 

casinhola escura no final (abrigo para o rato). Os animais tiveram suas patas traseiras pintadas 

com tinta nanking preta e foram posicionados na passarela para caminharem. Logo após o 

animal percorrer o percurso total, as tiras de papel contendo as impressões das pegadas foram 

deixadas em temperatura ambiente para secar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             
             Figura 6. Impressões das patas deixadas nas tiras de papel. Pata esquerda experimental,  
                               e pata direita normal (sem lesão). Pegadas obtidas com 30 dias pós-cirurgicos  
                               (A), pegadas após 60 dias pós-cirurgicos (B) e pegadas 90 dias após a cirurgia (C).  

A B C 
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Estas tiras contendo as impressões das pegadas foram digitalizadas com scanner e os 

dados quantitativos foram obtidos através do software de análise de imagens Image J (cálculo 

do IFC, tanto das impressões pré-operatórias, como das impressões pós-operatórias). Foram 

medidos o comprimento da pegada: do calcanhar até o dedo mais longo; a abertura total dos 

dedos: do primeiro dedo ao quinto dedo; e a abertura dos dedos intermediários: entre o 

segundo dedo e o quarto dedo, e estes valores foram inseridos na fórmula do IFC. Quando o 

valor de IFC for igual a menos cem significa disfunção total do nervo e quando o valor for 

igual a zero significa função normal, ou seja, quanto mais próximo de zero o valor melhor 

será a capacidade funcional do rato.  

 

6.10 Análise histomorfométrica 

 

Após 90 dias pós-cirúrgicos os ratos sofreram eutanásia para as análises 

histomorfométricas conforme descrito acima.  

Os tubos de silicone foram removidos, os segmentos de nervo ciático operados foram 

seccionados transversalmente, sendo cada nervo dividido em 3 porções: proximal, mediana e 

distal, tanto a porção proximal quanto a distal foram retiradas em conjunto com uma porção 

do tecido neural normal do nervo (Figura 6). Este mesmo processo foi realizado para nervos 

utilizados nos autoenxertos.  

Figura 7. Figura ilustrativa das secções transversais do nervo regenerado em três segmentos: proximal, 
                mediano e distal. 
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As amostras, porção proximal, mediana e distal de cada nervo, foram fixadas em 

solução de glutaraldeído 2,5% (tampão fosfato 0.1M (pH 7.4)) por 48h a temperatura 

ambiente. Após a fixação, os tecidos foram enxaguados em tampão fosfato (pH 7.4) e pós-

fixados em tetróxido de ósmio 1%. As amostras foram incluídas em resina epoxy em moldes 

de silicone numerados com cavidades de 5mm de profundidade cada. Este molde oferece 

orientação adequada e ângulo de corte para as secções do nervo ciático. Posteriormente, as 

amostras foram seccionadas em ultra-micrótomo (Super Nova Reichert-Yung, Austria), e 

foram realizados cortes semi-finos de 1µm de espessura. Estes cortes foram corados com azul 

de toluidina 1% para observação em microscopia de luz objetivando avaliação da regeneração 

das estruturas nervosas.  

Todas as amostras foram analisadas por especialista cegado em relação aos grupos de 

tratamento. Para a mensuração dos parâmetros morfométricos como preservação da 

arquitetura do nervo, presença de degeneração Walleriana, espessura da bainha de mielina, 

área das fibras de axônios mielinizados, densidade das fibras nervosas (número de 

fibras/mm2), e número de axônios foi utilizado um software analisador de imagens Image Pro 

Plus, versão 4.1.152 O número de axônios será contado randomizamente pela seleção de 

campos (80x60 µm2) em aumento de 400x.  

 

6.11 Análise estatística 

 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias confirmadas 

ao nível de 5% de significância, com auxílio do software SPSS. A hipótese de que não existe 

diferença entre os grupos será rejeitada quando o valor p for inferior ao nível de 0,05 de 

significância. Caso a hipótese nula seja rejeitada, devemos identificar quais os grupos são 

diferentes estatisticamente, utilizando o teste de comparação de Tukey. 

 

6.12 Aspectos Bioéticos 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais (CEUA) 

da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS), sob o número de 

protocolo  10/00173 (Anexo A).  
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O estudo foi realizado respeitando os preceitos para minimizar o sofrimento e a dor 

dos animais utilizados no experimento, conforme Lei Arouca 2008, nº 11.794/08 que 

regulamenta o inciso VII do § 1º do art. 225 da Constituição Federal, estabelecendo 

procedimentos para o uso científico de animais, revogando a Lei nº 6.638, de 8 de maio de 

1979; e dá outras providências.  

Em todos os procedimentos cirúrgicos, foi administrada a anestesia anteriormente 

referida, sendo a eutanásia efetuada com sobredose do mesmo medicamento, o qual deprime o 

sistema nervoso central, sendo uma maneira rápida e indolor de eutanásia.  
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Resultados Clínicos e Cirúrgicos 

 

O  protocolo anestésico empregado foi efetivo durante a realização de todos os 

procedimentos cirúrgicos. As medicações administradas no período pós-operatório foram 

suficientes para manter o bem estar dos animais, permitindo que os animais caminhassem e 

movimentassem o membro operado logo após a cirurgia.  

Nenhum animal apresentou infecções nas feridas operatórias e todos os ratos 

demonstraram boa cicatrização das mesmas. Não foi observada nenhuma complicação clínica 

durante o decorrer do estudo. 

  

7.2 Resultado da contagem plaquetária 

 

A média de plaquetas encontradas no sangue total dos ratos utilizados para obtenção 

do PRP foi de 460.000 plaquetas/ µl e o PRP apresentou média de 2.623.000 plaquetas/µl 

(Figura 7). A alta concentração plaquetária encontrada demonstra que a técnica de preparação 

do PRP foi efetiva, obtendo um aumento de 5,7 vezes no número de plaquetas no PRP quando 

comparado ao sangue total. A média de plaquetas encontradas no sangue total dos ratos 

utilizados para obtenção do PRF foi de 423.000 plaquetas/µl e o PRF apresentou média de 

35.000 plaquetas/µl (Figura 7). Estes resultados demonstram que a técnica utilizada para 

preparação do PRF foi efetiva, demonstrando que as plaquetas ficaram contidas dentro do 

coágulo de PRF, e por isso apresentaram baixas concentrações plaquetárias no exsudato de 

PRF.  
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      Figura 8. Gráfico comparando a concentração de plaquetas no sangue total utilizado para obtenção  
                      de PRP e PRF e concentração plaquetária no PRP, e PRF.    
 

7.3 Resultados Funcionais 

 

Os resultados de SFI obtidos através dos testes de marcha nos períodos  pré-

operatório, 30, 60 e 90 dias pós-operatórios demonstraram que a maioria dos ratos apresentou 

melhora funcional significativa durante o período de acompanhamento, sendo os melhores 

resultados encontrados com 90 dias pós-operatórios.  

O resultado de análise de variância ANOVA não evidenciou diferença estatística 

significativa entre nenhum dos grupos no período pré-operatório, ou seja, todos apresentaram 

função nervosa normal. Após 30 dias pós-operatórios, começaram a existir diferenças 

estatísticas no grau de melhora funcional entre os grupos (p= 0,014). O grupo AE apresentou 

uma maior melhora funcional quando comparado aos grupos PRP e TS, entretanto o grupo 

PRF não diferiu do grupo AE mas também não diferiu dos demais grupos (PRP e TS). Com 

60 dias pós-operatórios a diferença na melhora do nervo ciático entre os grupos AE e TS 

continuou sendo evidenciada porém tanto o grupo PRP quanto o grupo PRF possuíram 

semelhanças com ambos os grupos controles. Com 90 dias pós-operatórios a diferença entre 

os grupos se torna única, o grupo TS obteve uma melhora funcional pobre, possuindo 

diferença estatística significativa (p = 0,000) quando comparado aos grupos AE, PRP e PRF. 

Os grupos AE, PRP e PRF não apresentaram diferenças estatísticas significativas entre 

si, todos obtendo uma boa melhora funcional. Estes dados podem ser observados através do 

código de letras na tabela 1. 
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Tabela 1. Médias e desvio padrão do SFI dos diferentes grupos obtidas nos períodos de avaliação através 
                do Teste de Marcha. Médias seguidas da mesma letra não diferem significativamente pelo teste  

de Tukey ao nível de 5%. 
 

 

 

 

 

Períodos Grupos Média Desvio Padrão 

 

Pré-operatório 

 

 

TS -5,6ª 6,661 

AE -5,42ª 6,373 

PRP -6,4ª 8,3 

PRF -5,63ª 7,546 

 

30 dias 

 

 

TS -77,13b 8,756 

AE -58,32ª 17,835 

PRP -76,76b 4,586 

PRF -69,63ab 12,951 

 

60 dias 

 

 

TS -71,54b 5,623 

AE -52,84ª 15,901 

PRP -63,67ab 9,217 

PRF -59,85ab 13,379 

 

90 dias 

 

 

TS -81,02b 8,298 

AE -42,39ª 10,348 

PRP -55,86ª 11,2 

PRF -53,5ª 11,88 
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7.4 Resultados Histomorfométricos 

 

Para avaliação histomorfométrica foram utilizadas 6 amostras dos grupos controle AE 

e TS, devido a previsibilidade dos resultados, e 8 amostras dos grupos experimentais PRF e 

PRP. Cada nervo regenerado foi seccionado em 3 segmentos: proximal, mediano e distal que 

foram analisados histomorfometricamente. O grupo TS não demonstrou regeneração nervosa 

em nenhuma amostra (Figura 8), sendo seccionado em apenas 2 segmentos, proximal e distal.  

 

 

Figura 9. Coto proximal e coto distal do nervo ciático não apresentando  
             regeneração nervosa após 12 semanas pós-cirúrgicas, grupo tratado  

                          com solução salina.  
 

No grupo PRF foram observados 5 nervos regenerados (Figura 9) e no grupo PRP 

apenas 2 nervos obtiveram regeneração, os demais ratos apresentaram regeneração incompleta 

do nervo ciático. Alguns segmentos nervosos demonstraram fibrose ou necrose tecidual, não 

podendo ser analisados por histomorfometria. 
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Figura10. Nervo ciático completamente regenerado em 12 semanas pós-cirúrgicas,  
            grupo tratado com PRF. 

 

7.4.1 Histologia 

 

A análise estrutural dos nervos regenerados mostrou diferenças entre os grupos PRF, 

PRP e TS em relação ao grupo AE. Observação qualitativa evidencia que as fibras 

mielinizadas apresentam distribuição regular com pouco tecido conjuntivo entre as fibras 

(Figura 10) e possuem maior tamanho nos 3 segmentos do grupo AE quando comparados aos 

demais grupos. Nos segmentos proximais, o grupo PRF e PRP apresentaram fibras nervosas 

maiores que o grupo TS, porém quando comparados os segmentos distais ocorreu o inverso, o 

grupo TS apresentou fibras maiores que os grupos experimentais.     

Nos grupos PRF, PRP e TS o espaço endoneural entre as fibras mielinizadas foi maior 

que no grupo AE.  Os grupos PRF e PRP demonstraram a presença de macrófagos, câmaras 

de digestão e algumas lâminas apresentaram fibrose impedindo suas análises. No grupo TS 

observou-se presença de macrófagos, neutrófilos, degeneração axonal e alguns tecidos 

necrosaram impossibilitando suas análises. Em relação a espessura da bainha de mielina, 

quando comparados os segmentos medianos, os grupos PRP e PRF apresentaram bainhas de 

mielina maiores que o grupo AE (Figura 11). O grupo AE apresentou bainhas mais espessas 

que os grupos PRF, PRP e TS, no segmento proximal e distal (Figura 12).  
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      Figura 11. Segmentos proximais dos grupos AE (A), grupo TS (B), grupo PRF (C), grupo PRP  
                        (D), com coloração azul de toluidina. Aumento de 100X. Presença de fibras mielinizadas, 
                        em A notamos distribuição regular das fibras e nos demais grupos (B,C,D) nota-se maior  
                        espaço endoneural entre as fibras.                                             
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                    
           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            Figura 12. Segmentos medianos dos grupos AE (A), grupo PRF (B), grupo PRP (C), com coloração  
                            de azul de toluidina. Aumento de 100X. Observa-se bainhas de mielina mais espessas em B 
                            e C quando comparadas a A. 
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C 

B 

C D 

A 
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         Figura 13. Segmentos distais dos grupos AE (A), grupo TS (B), grupo PRF (C), grupo PRP  
                      (D), com coloração azul de toluidina. Aumento de 100X. Observa-se bainhas de mielina 
                      mais espessas no grupo A em relação aos demais grupos (B,C,D). 

              

7.4.2 Morfometria 

 

7.4.2.1 Diâmetro da fibra 

 

Quando comparados os segmentos nervosos proximais dos grupos AE, TS, PRF e PRP 

foi encontrada diferença estatística significante (p = 0,049). O grupo AE demonstrou 

melhores resultados quando comparado ao grupo TS (p = 0,037). Porém, quando comparados 

os segmentos nervosos proximais dos demais grupos, não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significantes. 

A comparação do diâmetro da fibra dos segmentos nervosos medianos entre os grupos 

AE, PRP e PRF também demonstrou diferença estatística significante (p � 0,001). O grupo 

AE obteve maior diâmetro de fibras nervosas nos segmentos medianos em relação aos grupo 

PRF (P = 0,001) e PRP (P = 0,002). Os dois grupos experimentais, PRF e PRP, não obtiveram 

diferenças significativas. Nos segmentos nervosos distais, não foram encontradas diferenças 

significativas no diâmetro das fibras nervosas entre nenhum dos grupos (AE, TS, PRF, PRP). 

Os dados citados acima estão dispostos na figura 13.  

A 

D C 

B 
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               Figura 14. Comparações do diâmetro médio das fibras mielínicas (µm) nos  
                                três segmentos nervosos entre os grupos AE, PRP, PRF e TS. 

 

 

7.4.2.2 Diâmetro dos axônios 

 

Quanto ao diâmetro dos axônios, nenhum dos segmentos nervosos mostrou diferença 

estatisticamente significante entre os grupos AE, TS, PRF e PRP. Todos os grupos 

apresentaram resultados semelhantes (Figura 14).  

              
            Figura 15. Comparações do diâmetro médio dos axônios (µm) nos três segmentos 
                              nervosos entre os grupos AE, PRP, PRF e TS. 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

Segmento proximal Segmento mediano Segmento distal

di
âm

et
ro

 (μ
m
)

Grupo AE

Grupo PRF

Grupo PRP

Grupo TS

*

*

*

*
*

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

Segmento proximal Segmento mediano Segmento distal

di
âm

et
ro

 (μ
m
)

Grupo AE

Grupo PRF

Grupo PRP

Grupo TS



53 
 

7.4.2.3 Espessura da bainha 

 

Os resultados da espessura da bainha de mielina também não evidenciaram diferenças 

estatisticamente significativas nos 3 segmentos nervosos entre nenhum dos grupos 

comparados (Figura 15). 

   

             Figura 16. Comparações das espessuras médias da bainha de mielina (µm)  
                               nos três segmentos nervosos entre os grupos AE, PRP, PRF e TS. 
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8 DISCUSSÃO 

 

Traumatismos por transecção de nervo periférico são comuns e ocorrem frequentemente 

causando perda de sensibilidade e motricidade nervosa, comprometendo as atividades diárias 

dos pacientes com consequente impacto sócio-econômico.3,4  

Atualmente, o transplante autólogo de nervo periférico é considerado o padrão ouro no 

reparo de transecções com perda de substância nervosa. Embora apresente características de 

histocompatibilidade e capacidade de guiar o crescimento axonal, o enxerto autólogo 

demonstra algumas limitações, como a necessidade de realização de dois procedimentos 

cirúrgicos em locais distintos, maior morbidade e a escassez de sítios doadores, e déficit 

sensitivo resultante na área doadora.82,8,71,83,76 

A técnica de tubulização surge como alternativa para substituir o uso de enxerto autólogo. 

Esta técnica utiliza condutos artificiais que podem ser otimizados com acréscimo de 

componentes celulares afim de formar um microambiente ideal para a regeneração 

nervosa.72,86,87 

A engenharia tecidual vem pesquisando biomaterias que possam ser utilizados para 

otimizar o processo de regeneração nervosa. Estes devem oferecer os mesmos benefícios do 

enxerto autológo mas não devem apresentar as mesmas limitações.  

A regeneração de nervos periféricos depende da interação entre diferentes elementos 

celulares e mediadores químicos que irão guiar o processo regenerativo modulando sua 

rapidez e seu grau.  

Os fatores neurotróficos são superregulados e ativados em situações de traumas, e estão 

fortemente estão relacionados à regeneração de nervos periféricos.54 Estes podem atuar 

diretamente ou indiretamente no processo regenerativo e exercem seus efeitos separadamente, 

porém podem apresentar efeitos complementares.55,54 

Com isto, a utilização de Plasma Rico em Plaquetas e de Plaqueta Rica em Fibrina 

juntamente com a técnica de tubulização pode se tornar uma alternativa terapêutica 

promissora no reparo de lesões com perda de substância de nervos periféricos. Estudos 

demonstraram que o tubo de silicone é ideal para a regeneração nervosa obtendo recuperação 

motora e sensitiva.90,93  
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A literatura especializada mostra que tanto o PRP, quanto o PRF são alternativas 

promissoras no reparo de lesões, pois estes são fontes abundantes de fatores de crescimento 

essenciais ao processo de regeneração.  

O PRF vem sendo utilizado com sucesso em estudos experimentais143 e 

clínicos144,132,153,154b, evidenciando a eficiência do mesmo na regeneração de tecidos. Porém, 

existe pouca evidência sobre o uso de PRF na regeneração nervosa.155   

O uso de PRP foi testado no reparo de lesões nervosas demonstrando resultados 

contrastantes17,129, provavelmente devido as diferentes técnicas de obtenção de PRP 

utilizadas, na variação interpessoal em relação ao número de plaquetas de cada individuo, e 

aos diferentes modelos experimentais utilizados.  

No presente trabalho, a concentração média de plaquetas encontrada no PRP dos ratos foi 

5,7 vezes maior quando comparada ao sangue total (PRP = 2.623.000 plaquetas/µl). Neste 

estudo foi utilizada a concentração plaquetária de 1.000.000 plaquetas/µl, pois esta é 

considerada a concentração terapêutica para humanos.119  

Weibrich  et al. sugeriram que a eficácia do PRP sobre a regeneração óssea depende da 

concentração plaquetária. Enquanto concentrações plaquetárias baixas podem ter efeitos 

pouco expressivos, altas concentrações de plaquetas podem apresentar efeitos inibitórios no 

processo regenerativo.121 

Trowbridge et al., demonstraram que a quantidade média de plaquetas no sangue de ratos 

é significativamente mais alta que no sangue humano, porém o volume médio de plaquetas é 

significativamente mais baixo que no sangue humano.156 Em estudo comparativo entre a 

concentração de fatores de crescimento do PRP de humanos, ratos e cabra foi demonstrado 

maiores concentrações dos fatores TGF-β1, e PDGF-αα, ββ, αβ no PRP humano, 

evidenciando diferenças entre espécies.157 

Considerando estas diferenças entre as espécies, e a inexistência da padronização de um 

protocolo de obtenção de PRP, os níveis terapêuticos de concentração plaquetária e as taxas 

de fatores de crescimento em animais necessitam ser definidos para a obtenção de melhores 

resultados com o uso de PRP em animais. 

A média de plaquetas encontradas no sangue total dos ratos utilizados para obtenção do 

PRF foi de 423.000 plaquetas/µl e o PRF apresentou média de 35.000 plaquetas/µl, 

demonstrando a tendência das plaquetas ficarem contidas dentro do coágulo de PRF, 

liberando baixas concentrações plaquetárias no seu exsudato. Este achado esta de acordo com 
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os resultados encontrados por Ehrenfest et al., nos quais aproximadamente 97% das plaquetas 

ficam concentradas no coágulo de PRF.139  

Os resultados da análise da marcha indicaram uma melhora significativa no grupo AE 

com 30 dias pós-operatórios. Os grupos PRP e TS não demonstraram déficit funcional 

significativo em relação ao grupo AE, enquanto o grupo PRF não diferiu estatisticamente de 

nenhum dos outros grupos. Com 60 dias pós-operatórios, foi observada melhora na marcha 

dos grupos AE, PRF e PRP, não apresentando diferenças estatísticas, porém os grupos PRF e 

PRP também não demonstraram diferenças estatística com o grupo TS, que continuou 

apresentando perda funcional significativa. Com 90 dias pós-operatórios, não foi observada 

diferença significativa entre os grupos AE, PRF e PRP, todos obtendo grande melhora 

funcional, entretanto o grupo TS continuou demonstrando déficit significativo na marcha.  

Estes achados corroboram os resultados encontrados por Ho et al., que demonstraram 

melhora nos grupos experimentais em relação ao grupo que utiliza o tubo vazio, nos períodos 

de 30, 60 e 90 dias.97 De acordo com pesquisas, a recuperação funcional começa a ser 

evidenciada com 30 dias pós-operatórios, e com 90 dias pós-operatórios os grupos 

experimentais não demonstram diferença estatística entre si, obtendo bons resultados 

funcionais.97,158 Tal fato também pode ser observado nesta pesquisa. A perda funcional 

observada nos ratos que tiveram reparação com o tubo preenchido por solução salina pode ter 

ocorrido devido a ausência de regeneração nervosa neste grupo.  

Após 90 dias pós-operatórios, todos os ratos do grupo AE apresentaram enxertos nervosos 

viáveis demonstrando que a técnica foi bem realizada, e nenhum dos ratos do grupo TS 

demonstrou regeneração, não ocorrendo regeneração nervosa espontânea. Destes, 6 ratos de 

cada grupo foram utilizados para análises histológicas e morfométricas devido a 

previsibilidade dos resultados. No grupo PRF 5 ratos tiveram seus nervos regenerados 

completamente enquanto apenas em 2 ratos do grupo PRP foi evidenciada regeneração 

completa do nervo ciático, os demais ratos apresentaram regeneração incompleta. Este melhor 

desempenho encontrado no grupo PRF em relação ao grupo PRP quanto a regeneração 

nervosa pode ser explicado pela capacidade do PRF em liberar os fatores de crescimento 

contidos nas plaquetas por um período de tempo mais longo que o PRP, possuindo efeito 

prolongado no processo regenerativo138. Além deste prolongado fornecimento de fatores de 

crescimento e de proteínas bioativas, o coágulo de fibrina constitui a primeira matriz 

cicatricial no local da lesão, estimulando a migração celular, guiando a angiogênese, e 

permitindo a migração de células endoteliais e fibroblastos afim de promover o 
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remodelamento da fibrina em tecido conectivo resistente.138 Com isso, o PRF otimizou o 

processo de regeneração do nervo ciático dos ratos.  

Os resultados encontrados no grupo PRP, que apresentaram apenas 2 ratos com 

regeneração nervosa completa, podem ser devido a concentração de plaquetas do PRP, 

1.000.000 plaquetas/µl, utilizada neste experimento. Como já citado, esta concentração 

plaquetária do PRP é considerada terapêutica para humanos, as plaquetas estão 4-5x mais 

concentradas em comparação ao sangue basal.98 Porém, como os ratos apresentam uma 

concentração de plaquetas maior em seu sangue basal em relação ao sangue humano156, 

podemos supor que a concentração plaquetária terapêutica do PRP para ratos deveria possuir 

um número maior de plaquetas que a utilizada para humanos e utilizada neste experimento. 

Esta baixa concentração plaquetária pode ter influenciado os resultados pouco expressivos do 

grupo PRP em relação a capacidade de regenerar os nervos ciáticos neste estudo. A 

inexistência de padronização de um protocolo de obtenção de PRP, juntamente com a falta de 

definição de níveis terapêuticos de concentração plaquetária e taxas de fatores de crescimento 

em animais faz com que os resultados encontrados em pesquisas que utilizam PRP no reparo 

nervoso sejam contrastantes.17, 129   

Algumas amostras do grupo TS, PRP e PRF apresentaram fibrose ou necrose tecidual, não 

sendo possível realizar análise histológica e morfométrica destas.   

Em relação a análise histológica, foi evidenciada diferenças entre os grupos PRF, PRP e 

TV em relação ao grupo AE. O grupo AE apresentou fibras mielinizadas de maior tamanho 

quando comparadas aos demais grupos, com distribuição regular e pouco tecido conjuntivo 

entre as fibras. Estes resultados estão de acordo com a recuperação funcional encontrada neste 

grupo pelo SFI. A análise histológica mostrou que mesmo apresentando recuperação da 

função motora, o nervo ciático dos ratos dos grupos PRF e PRP permaneceram com a 

presença de processos degenerativos, possuindo aparência de casca de cebola (desfiada), com 

a presença de macrógafos e câmaras de digestão e com aumento de tecido conjuntivo entre as 

fibras nervosas. Além disto, muitos ratos apresentaram regeneração nervosa incompleta 

dentro do tubo de silicone. No grupo TS também pode se observar a permanência de 

processos degenerativos, com a presença de macrófagos, neutrófilos, degeneração axonal e 

aumento de tecido conjuntivo entre as fibras nervosas, estes resultados concordando com o 

déficit funcional encontrado pelo Teste de marcha.      

A análise morfométrica demonstrou pouca diferença entre os 4 grupos analisados, 

possuindo resultados contrastantes com os encontrados pelo SFI. A análise morfométrica após 
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lesão traumática de nervo evidencia as condições tróficas dos nervos porém não reproduz a  

capacidade funcional.159 Diversos autores que pesquisam regeneração de lesões traumáticas 

de nervos periféricos não encontraram relação entre SFI e análises morfométricas, estando 

estes de acordo com os achados desta pesquisa.160,161    

Em relação ao diâmetro da fibra, os segmentos nervosos proximais do grupo AE 

demonstraram maior diâmetro de fibra quando comparado ao grupo TS (p = 0,037). Os 

grupos PRF e PRP não mostraram diferença significante em relação ao grupo AE mas 

também não foram estatisticamente diferentes quando comparado ao TS. Os segmentos 

medianos também apresentaram diferença estatística significante entre o grupo AE e os 

grupos PRF (P = 0,001) e PRP (P = 0,002). O grupo AE revelou diâmetro de fibra maiores, 

enquanto que os experimentais, PRF e PRP, não obtiveram diferenças. Nos segmentos 

nervosos distais, não foram encontradas diferenças significativas no diâmetro das fibras 

nervosas entre nenhum dos grupos (AE, TS, PRF, PRP). Estas diferenças foram ressaltadas 

pela análise histológica que mostrou uma melhor organização estrutural do grupo AE em 

relação aos demais grupos.  Yu et al., utilizou diferentes técnicas para reparar lesão de 10mm 

no nervo ciático de ratos wistar e constataram um diâmetro de fibra maior que os encontrados 

na presente pesquisa.162 Tal fato pode ser explicado pela regeneração incompleta encontrada 

em diversos ratos dos grupos experimentais, e provavelmente os valores encontrados no 

grupo AE se apresentassem  normais se  esta  variável fosse  analisada em um período de 

tempo maior.  Chamberlain et al., demonstrou um aumento no diâmetro das fibras nervosas 

com o passar do tempo, 30 semanas após a cirurgia o diâmetro de fibra encontrado foi de 3,2 

– 3,8 µm e após 60 semanas pós-cirurgicas estes valores aumentaram para 3,6 – 4,4 µm, 

ressaltando a necessidade de um maior período de avaliação.163 

A maturação das fibras axonais regeneradas pode ser analisada pelo diâmetro axonal e 

espessura da bainha de mielina.164 O diâmetro axonal é diretamente correlacionado com a 

velocidade de condução nervosa, portanto os melhores resultados funcionais são esperados 

nos grupos com maior diâmetro axonal.97 Esse fato não foi evidenciado nesta pesquisa, na 

qual os grupos comparativos não apresentaram diferença estatística significante em relação ao 

diâmetro axonal em nenhum dos segmentos analisados.  

Diversos estudos indicam que a diminuição do calibre  do  axônio  no  nervo  injuriado 

é  acompanhada pela diminuição  da espessura da bainha de mielina.165,166 No grupo AE e no 

grupo TS podemos observar essa característica, nos 3 segmentos analisados, quando o 

diâmetro axonal se mostrou menor, a bainha de mielina também teve sua espessura diminuída. 
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Porém, nos grupos PRF e PRP este fato não foi constatado. Mesmo o grupo AE tendo 

apresentado maior espessura de bainha de mielina nos segmentos proximal e distal, não 

existiu diferença estatística significante entre nenhum dos grupos.  

Os grupos PRF e PRP apresentaram maior diâmetro axonal e maior espessura de 

bainha de mielina nos segmentos medianos, isto pode  ser explicado pela presença dos fatores 

de crescimento liberados pelas plaquetas contidas no PRF e PRP. Estes fatores de crescimento 

agem no reparo tecidual aumentando a proliferação e diferenciação celular otimizando o 

processo regenerativo. Os valores de diâmetro axonal e espessura de bainha de mielina 

encontrados neste estudo estão de acordo com os valores encontrados por outros autores.162,167  

Comparando diâmetro axonal e espessura de bainha de mielina, o fato de não existir 

diferença estatística entre os grupos AE, PRP e PRF em relação ao grupo TS indica que estes 

apresentaram uma maturação incompleta do nervo durante o processo de regeneração. 

Provavelmente, os valores apresentassem diferenças estatísticas se estas variáveis fossem 

analisadas em um maior período de tempo.  

Röyttä & Salonen constataram que o diâmetro dos axônios e a espessura da bainha de 

mielina aumentaram até 50 semanas após o reparo do nervo ciático de ratos.168 O período pós-

operatório utilizado nesta pesquisa foi de apenas 12 semanas, o que sugere que as fibras 

nervosas não tenham alcançado o seu desenvolvimento regenerativo completo, estando o 

processo de mielinização ainda incompleto. O tempo de 12 semanas de observação utilizado 

neste estudo, o mesmo empregado por Braga-silva et al.12 e Gravvanis et al.169 , parece ter 

sido insuficiente para o crescimento e maturação dos axônios não apresentando diferenças 

estatísticas significantes em relação ao diâmetro axonal e espessura de bainha de mielina. 

Porém, como citado anteriormente, a mielinização das fibras nervosas é somente um sinal de 

maturidade, podendo estas fibras conduzirem impulsos nervosos antes de sua mielinização 

completa.  

Na reparação nervosa, a principal meta a ser alcançada é a recuperação funcional das 

estruturas injuriada. Constatamos em nossa pesquisa que mesmo não apresentando diferenças 

morfométricas significantes na maior parte das análises morfométricas, o grupo AE, PRF e 

PRP apresentaram recuperação funcional adequada demonstrada no teste de marcha pelo SFI. 

Ressaltamos que provavelmente com um período mais longo de observação, o resultado 

morfométrico das fibras nervosas fosse compatível com o resultado funcional obtido.   
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9 CONCLUSÕES 

 

Com base nos dados apresentados é possível concluir: 

 A análise estrutural demonstrou que o grupo Plaqueta rica em fibrina teve maior 

número de regenerações nervosas no interior dos tubos quando comparado ao grupo 

Plasma Rico em Plaquetas. Cinco dos oito ratos do grupo Plaqueta rica em fibrina 

obtiveram regeneração nervosa completa enquanto apenas dois dos 8 ratos do grupo 

Plasma rico em plaquetas apresentaram completa regeneração do nervo ciático. 

 

 Com 90 dias pós-operatórios, não foi observada diferença significativa entre os grupos 

Autoenxerto, Plaqueta rica em fibrina e Plasma rico em plaquetas, todos obtendo boa 

melhora funcional, entretanto diferiram estatisticamente do grupo tubulização com 

solução salina que continuou demonstrando déficit na marcha. 

 

 Nas análises histológicas, o grupo Autoenxerto apresentou estrutura nervosa 

organizada, com maior tamanho de fibras mielinizadas e pouco tecido conjuntivo entre 

as fibras. Os demais grupos permaneceram com a presença de processos degenerativos 

e aumento de tecido conjuntivo entre as fibras nervosas. Além disso, algumas 

amostras do grupo tubulização com solução salina apresentaram fibrose e necrose 

tecidual. 

  

 Observou-se nos dados morfométricos que o grupo Autoenxerto apresentou maior 

diâmetro de fibra nervosa nos segmentos proximais e medianos quando comparado 

aos demais grupos. Nos segmentos distais não foi evidenciada diferenças 

significativas. 

 

 Em relação ao diâmetro axonal e espessura da bainha de mielina os grupos não 

diferiram significativamente.  
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 Os dados do presente estudo sugerem que tanto o Plaqueta rica em fibrina quanto o 

Plasma rico em plaquetas possuem efeito positivo na melhora funcional nervosa, 

apresentando a mesma melhora funcional do grupo Autoenxerto.  
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RESUMO 

Objetivo: Avaliar o efeito do uso de Plasma rico em plaquetas (PRP) e de Plaqueta rica em 

fibrina (PRF) no reparo de nervos periféricos, comparando com os resultados do padrão-ouro 

(enxerto autólogo) e com grupo controle (solução salina). 

Materiais e Métodos: Trinta e seis ratos Wistar foram utilizados no estudo, sendo quatro 

ratos utilizados como doadores de sangue. Segmentos de 10mm foram removidos do nos 

nervos ciáticos e reparados com um dos tratamentos: enxerto autólogo (AE); tubulização com 

solução salina (TS); tubulização com PRP; tubulização com PRF. Foram realizados Testes de 

marcha foram realizados periodicamente e após 90 dias pós-operatórios foram realizadas 

análises histomorfométricas.   

Resultados: Os grupos AE, PRF e PRP demonstraram uma melhora funcional significativa 

em relação ao grupo TS (p = 0,000), que continuou apresentando déficit na marcha. O grupo 

AE demonstrou maior diâmetro de fibra nervosa no segmento proximal quando comparado ao 

grupo TS (p = 0,037), e também apresentou maior diâmetro de fibra em relação ao grupo PRF 

(P = 0,001) e PRP (P = 0,002), quando comparados os segmentos medianos. Quanto ao 

diâmetro axonal e espessura da bainha de mielina, não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos. 

Conclusão: Os dados deste estudo sugerem que tanto o PRP quando o PRF possuem efeito 

positivo na recuperação funcional nervosa, apresentando resultados funcionais similares aos 

encontrados pelo grupo AE. Porém, não apresentam melhora significativa nas análises 

histomorfométricas. 

Palavras-Chave: Nervo ciático. Plasma rico em plaquetas. Regeneração nervosa. Sistema 

nervoso periférico. Fibrina. 
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INTRODUÇÃO 

Injurias em nervos periféricos possuem uma alta prevalência, causando impactos socio-

econômicos que representam sérios problemas a sociedade (1, 2, 3). Os nervos injuriados 

raramente apresentam recuperação funcinal sem intervenção cirurgica, e geralmente com 

resultados insatisfatórios. Portanto, apesar dos avanços na microcirurgia, o reparo de nervos 

periféricos ainda é um grande desafio (4). Em defeitos pequenos, o reparo primário é a técnica 

mais efetiva de reparo. Porém, quando ocorre perda de tecido nervoso resultando em defeitos 

longos, o tratamento padrão-ouro é o enxerto autólogo, utilizado com sucesso em reparos 

nervosos clinicamente (5, 6). O enxerto autólogo possui algumas limitações como necessidade 

de realização de dois procedimentos cirúrgicos em locais distintos, maior morbidade e a 

escassez de sítios doadores, e déficit sensitivo resultante na área doadora  (7, 5).A técnica de 

tubulização surge como alternativa para substituir o uso de enxerto autólogo. Esta técnica 

utiliza condutos artificiais visando criar um microambiente ideal para a regeneração nervosa, 

e a adição de componente celulares dentro destes condutos pode otimizar o processo 

regenerativo (8, 9). Os concentrados de plaquetas como o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) 

tem sido utilizados com sucesso na regeneração tecidual, devido a alta concentração de 

fatores de crescimento contidos nas plaquetas. Quando ativadas, as plaquetasliberam altas 

quantidades de fatores de crescimento como, PDGF, TGF-b1, EGF e VEGF, que promovem 

proliferação e diferenciação celular, quimiotaxcia e angiogenese otimizando a regeneração  

(10, 11). O uso do PRP foi testado no reparo nervoso apresentando resultados contrastantes. 

Sariguney et al. demonstraram que o PRP otimiza o reparo de  nervos ciáticos (12). Porém, 

Piskin et al. não evidenciaram melhora na regeneração axonal com o uso do PRP (13). 

Plaqueta rica em Fibrina (Platelet-rich fibrin (PRF)) foi desenvolvida pela primeira vez na 

França por Choukroun et al. e é definida como um concentrado de plaquetas sobre uma 

membrana de fibrina com alto potencial regenerativo (14). Assim como o PRP, o uso do PRF 
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é baseado na liberação de fatores de crescimento pela ativação plaquetaria (15). O PRF 

apresenta além do concentrado de plaquetas, uma matriz de fibrina que suporta tanto as 

plaquetas como as células imunes circulantes, desempenhando assim mecanismos de defesa e 

papel importante na reparação tecidual (16, 17). PRF é utilizado com sucesso nas cirurgias 

orais e maxilofaciais, mostrando que este biomaterial é uma matiz favorável a regeneração 

dos tecidos (18, 19).  

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do uso de PRP e PRF no reparo de nervos 

periféricos, comparando os resultados com o enxerto autólogo considerado tratamento padrão-

ouro. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais 

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, pesando 200 - 250 gramas de massa corporal. Os 

ratos foram mantidos em gaiolas individuais com controle de luz (ciclo claro-escuro de 12h), 

temperatura controlada de 22 ± 1ºC, com água e alimentação ad libitum. Este experimento foi 

aprovado pelo Comite de Etica em Uso de Animais da universidade. 

Procedimento Cirurgico 

Quatro animais foram utilizados como doadores de sangue para obtenção de PRP e PRF. 

Trinta e dois animais foram randomicamente divididos em 4 grupos: Autoenxerto (AE) (n=8), 

tubulização com adição de solução salina (TS) (n=8), tubulização com adição de PRP (PRP) 

(n=8), tubulização com adição de PRF (PRF) (n=8).  

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados pelo mesmo cirurgião de forma 

asséptica. Todos os procedimentos cirúrgicos foram realizados utilizando um microscópio de 

dissecção microcirúrgica (D.F.Vasconcellos, São Paulo, Brasil). Os ratos foram anestesiados 

com injeção intramuscular de Cloridrato de Cetamina (60 mg.kg-1) e meperidina (20 mg.kg-1). 

As cirurgias foram realizadas com os animais colocados em decúbito lateral e foram 
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utilizados os nervos ciáticos das patas esquerdas. Uma incisão longitudinal foi realizada 3mm 

paralela e posterior ao eixo do fêmur esquerdo, desde o tubérculo maior do fêmur até a região 

postero-lateral do joelho. A pele foi divulsionada, o músculo glúteo e bíceps femoral foram 

divididos por dissecção e o nervo ciático foi visualizado. No grupo tratado com autoenxerto 

(grupo I), foi realizada a secção de um segmento de 10 mm no nervo ciático (Figura 1) que foi 

reparada com o mesmo segmento invertido 1800 graus. O músculo foi suturado com fio 

polipropileno (Prolene® 6-0, M8306 T, Johnson & Johnson,São Paulo,Brasil) e a pele foi 

suturada com fio mononylon 4-0( Ethilon® P1667, Johnson & Johnson,São Paulo,Brasil). 

Nos grupos que foram reparados com sistema de tubulização (grupo II, III e IV), um 

segmento do nervo ciático de aproximadamente 5 mm foi ressecado, gerando um defeito de 

10 mm. Um tubo de silicone de 12 mm foi interposto nas extremidades proximal e distal do 

nervo através de dois pontos de sutura ao epineuro em cada extremo, utilizando um fio 

mononylon 9-0 (Ethilon®, BV130-4,Johnson & Johnson Intl., Belgium). O tubo de silicone 

foi preenchido de acordo com os 3 grupos: grupo TS, no qual foram adicionados 40 µl de 

solução salina, ; grupo PRP, no qual foram adicionados  20 µl de Plasma rico em plaquetas e  

20 trombina bovina e cloreto de cálcio; grupo PRF, no qual foram adicionados pequenos 

pedaçõs do coagulo de PRF. O músculo foi suturado com fio polipropileno (Prolene® 6-0, 

M8306 T, Johnson & Johnson,São Paulo,Brasil) e a pele foi suturada com fio mononylon 4-0( 

Ethilon® P1667, Johnson & Johnson,São Paulo,Brasil).  

Obtenção Plasma Rico em Plaquetas 

Utilizaram-se 2 ratos machos adultos doadores de sangue. Seis mililitros de sangue foram 

coletados em tubos contendo 1,2 ml de anticoagulante ácido citrato dextrose- A (ACD-A) 

atraves de punção aortica para cada rato. O sangua anticoagulado foi centrifugado em 

centrifuga Hettich-Universal 320 (Universal 320, Buckinghamshire,England) por 10 minutos 

na velocidade de 1800 rpm. Ao final da centrifugação se formaram três camadas: a camada 
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inferior onde estão os remanescentes sanguineos (RBC), camada superior contendo a porção 

do plasma acelular (PPP), e as plaquetas na camada intermediária. O plasma acelular e as 

plaquetas foram transferidos para um novo tudo e centrifugados por 10 minutos a velocidade 

de 3600 rpm. Esta segunda centrifugação separa o sangue em duas camadas: plasma acelular 

no topo e PRP no fundo do tubo. O plasma acelular foi descartado e aproximadamente 0,6 ml 

de PRP foram pipetados do fundo do tubo. O PRP e o sangue total dos ratos foram 

submetidos a contagem plaquetaria com contador celular (CC-530; CELM, São Paulo, 

Brazil). O PRP foi ativado pela adição de 0,02 ml de cloreto de cálcio 6% (CaCl2) e trombina 

humana 600U, a 0,02 ml do PRP. Foram inseridos 0,02 ml de PRP e 0,02 ml de Beriplast em 

cada tubo de silicone. Após ativação, o PRP ativado formou um gel dentro do tubo de 

silicone. No momento da cirurgia, o PRP e a msitura de ativação foram injetadas dentro dos 

tubos de silicone formando um gel 

Obtenção Plaqueta Rica em Fibrina 

O PRF foi obtido utilizando técnica previamente descrita (14). Foram utilizados 2 ratos como 

doadores de sangue. Seis mililitros de sangue foram obtidos em tubos estéreis sem adição de 

anticoagulante, atraves de punção aortica para cada rato. Imediatamente após o sangue ser 

coletado, os tubos foram centrifugados por 10 minutos na velocidade de 3000 rpm. O sangue 

formou 3 camadas: a camada inferior com os remanescentes sanguíneos (RBC), a camada 

intermediária contendo o coágulo de PRF e a camada superior de plasma pobre em plaquetas 

(PPP). O coágulo de PRF foi retirado do tubo com auxilio de pinça cirúrgica reta e deixado 

em placa metalica. O coágulo de PRF foi recortado em pequenos pedaços e introduzidos 

dentro do tubo de silicone no momento da cirurgia. O restante do coágulo foi colocado 

deixado na placa estéril de metal para liberar o soro contido nele. Após 10 minutos este soro 

foi coletado e utilizado para contagem de plaquetas PRF. O sangua total e o exsudato de PRF 

foram submetidos a contagem plaquetaria pelo contador celular  (CC-530; CELM, São Paulo, 
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Brazil)   

Teste Funcional – Teste de Marcha 

Os testes funcionais foram realizados em intervalos regulares atraves das medias de SFI, de 

acordo com Bain et al. (20). O teste de marcha foi realicado no período pré-operatório e nos 

300, 600 e 900 dias pós-operatórios (21). As patas traseiras dos ratos foram pintadas com tinta 

nanking e os animais foram posicionados na passarela para caminharem e deixarem as 

impressões de suas pegadas. Nas patas experimentais (injuriadas) e normais foram medidos o 

comprimento da pegada: do calcanhar até o dedo mais longo; a abertura total dos dedos: do 

primeiro dedo ao quinto dedo; e a abertura dos dedos intermediários: entre o segundo dedo e o 

quarto dedo, e estes valores foram inseridos na fórmula do IFC.  

SFI = - 38.3 x (EPL – NPL) / NPL + 109.5 x (ETS – NTS) / NTS +13.3 x (EIT - NIT) / NIT – 

8.8 

Quando o valor de IFC for igual a menos cem significa disfunção total do nervo e quando o 

valor for igual a zero significa função normal, ou seja, quanto mais próximo de zero o valor 

melhor será a capacidade funcional do rato.  

Análise Histomorfométrica 

Após 90 dias pós-cirúrgicos, os ratos foram eutanásiados para as análises histomorfométricas. 

Os tubos de silicone foram removidos, os segmentos de nervo ciático operados foram 

seccionados transversalmente, sendo cada nervo dividido em 3 porções: proximal, mediana e 

distal. Este mesmo processo foi realizado para nervos utilizados nos autoenxertos. As 

amostras foram fixadas em solução de glutaraldeído 2,5% (tampão fosfato 0.1M (pH 7.4)) por 

48h a temperatura ambiente e pós-fixados em tetróxido de ósmio 1%. As amostras foram 

incluidas em resina epoxy em moldes de silicone numerados com cavidades de 5mm de 

profundidade cada. Este molde oferece orientação adequada e ângulo de corte para as secções 

do nervo ciático. Posteriormente, as amostras foram seccionadas em ultra-micrótomo (Super 
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Nova Reichert-Yung, Austria), e foram realizados cortes semi-finos de 1µm de espessura. 

Estes cortes foram corados com azul de toluidina 1% para observação em microscopia de luz 

objetivando avaliação da regeneração das estruturas nervosas. As imagens foram digitalizadas 

e analisadas software analisador de imagens Image Pro Plus, versão 4.1 através de técnicas 

padrão. O observador estava cegado em relação aos grupos de tratamento. Dez campos 

representativos foram utilizados para medir diametro axonal, diametro de fibra nervosa e 

espessura de bainha de mielina. Os resultados encontrados foram comparados aos encontrados 

no grupo AE e no grupo TS. 

Estatística 

Todos os dados foram apresentados com média e desvio padrão. Os resultados foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA), e as médias confirmadas ao nível de 5% de 

significância, com auxílio do software SPSS. Os grupos que apresentaram diferenças 

estatisticas serão submetidos ao teste de comparação de Tukey. 

RESULTADOS 

Resultado da contagem plaquetária 

A média de plaquetas encontradas no sangue total dos ratos utilizados para obtenção do PRP 

foi de 460.000 plaquetas/ µl e o PRP apresentou média de 2.623.000 plaquetas/µl . A alta 

concentração plaquetária encontrada demonstra que a técnica de preparação do PRP foi 

efetiva, obtendo um aumento de 5,7 vezes no número de plaquetas no PRP quando comparado 

ao sangue total.  

A média de plaquetas encontradas no sangue total dos ratos utilizados para obtenção do PRF 

foi de 423.000 plaquetas/µl e o PRF apresentou média de 35.000 plaquetas/µl (Figura 7). 

Estes resultados mostram que as plaquetas ficaram contidas dentro do coágulo de PRF, e por 

isso apresentaram baixas concentrações plaquetárias no exsudato de PRF.  
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Recuperação da função do nervo ciático 

As médias de SFI obtidas no período pré-operatório mostraram função nervosa normal em 

todos os animais. Após 30 dias pós-operatórios, começaram a existir diferenças estatísticas no 

grau de melhora funcional entre os grupos (p= 0,014). O grupo AE apresentou uma maior 

melhora funcional quando comparado aos grupos PRP e TS, entretanto o grupo PRF não 

diferiu do grupo AE mas também não diferiu dos demais grupos (PRP e TS). Os valores de 

SFI obtidos com 60 dias pós-operatórios demonstraram diferentes niveis de recuperação 

funcional entre os grupos. Com 90 dias pós-operatórios, o grupo TS obteve uma melhora 

funcional pobre, possuindo diferença estatística significativa (p = 0,000) quando comparado 

aos grupos AE, PRP e PRF. Os grupos AE, PRP e PRF não apresentaram diferenças 

estatisticas significativas entre si, todos obtendo uma boa melhora funcional. Estes dados 

podem ser observados através do código de letras na tabela 1. 

Análise Histomorfométrica 

O grupo AE demonstrou maior diâmetro de fibra nos segmentos proximais quando 

comparado ao grupo TS (p = 0,037). A comparação do diâmetro da fibra dos segmentos 

nervosos medianos também evidenciou maior diâmetro de fibras nervosas no grupo AE em 

relação ao grupo PRP (P = 0,002) e ao grupo PRF (P = 0,001). Nos segmentos nervosos 

distais, não foram encontradas diferenças significativas no diâmetro das fibras nervosas entre 

nenhum dos grupos (AE, TS, PRF, PRP) (Figura 1, 2). Observação qualitativa evidencia que 

as fibras mielinizadas apresentam distribuição regular com pouco tecido conjuntivo entre as 

fibras. Nos grupos PRF, PRP e TS o espaço endoneural entre as fibras mielinizadas foi maior 

que no grupo AE, e estes apresentaram presença de processos degenerativos. Quanto ao 

diâmetro dos axônios, nenhum dos segmentos nervosos mostrou diferença estatisticamente 

significante entre os grupos AE, TS, PRF e PRP (Figura 3). Os resultados da espessura da 
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bainha de mielina também não evidenciaram diferenças estatisticamente significativas nos 3 

segmentos nervosos entre nenhum dos grupos comparados (Figura 4). 

 

DISCUSSÃO 

Atualmente, o transplante autólogo de nervo periférico é considerado o padrão ouro no reparo 

de transecções com perda de substância nervosa, porém este demonstra limitações (5, 7). Em 

substituição ao enxerto autólogo, o uso de condutos nervosos vem demonstrando bons 

resultados no reparo de nervos periféricos (8, 9). A regeneração de nervos periféricos depende 

da interação entre diferentes elementos celulares e mediadores químicos que irão guiar o 

processo regenerativo. Os fatores neurotróficos, que são ativados em situações de traumas, 

estão fortemente relacionados à regeneração de nervos periféricos (22). A literatura 

especializada mostra que tanto o PRP, quanto o PRF são fontes abundantes de fatores de 

crescimento essenciais ao processo de regeneração . O PRF vem sendo utilizado com sucesso 

em estudos experimentais (23) e clínicos (24, 18, 19), evidenciando a eficiência do mesmo na 

regeneração de tecidos. O uso de PRP foi testado no reparo de lesões nervosas demonstrando 

resultados contrastantes (12, 13). Portanto, a utilização de Plasma Rico em Plaquetas e de 

Plaqueta Rica em Fibrina juntamente com a técnica de tubulização pode se tornar uma 

alternativa terapêutica promissora no reparo de lesões com perda de substância de nervos 

periféricos.  

A concentração média de plaquetas encontrada no PRP dos ratos foi 5,7 vezes maior quando 

comparada ao sangue total, porém neste estudo foi utilizada a concentração plaquetária de 

1.000.000 plaquetas/µl, pois esta é considerada a concentração terapêutica para humanos (25). 

Em estudo comparativo entre a concentração de fatores de crescimento do PRP de humanos, 

ratos e cabra foi demonstrado maiores concentrações dos fatores TGF-β1, e PDGF-αα, ββ, αβ 

no PRP humano, evidenciando diferenças entre espécies (26). Considerando estas diferenças 
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entre as espécies, e a inexistência da padronização de um protocolo de obtenção de PRP, os 

níveis terapêuticos de concentração plaquetária e as taxas de fatores de crescimento em 

animais necessitam ser definidos para a obtenção de melhores resultados com o uso de PRP 

em animais. A média de plaquetas encontradas no sangue total dos ratos utilizados para 

obtenção do PRF foi de 423.000 plaquetas/µl e o PRF apresentou média de 35.000 

plaquetas/µl, demonstrando a tendência das plaquetas ficarem contidas dentro do coágulo de 

PRF, liberando baixas concentrações plaquetárias no seu exsudato. Este achado esta de acordo 

com os resultados encontrados por Ehrenfest et al. nos quais aproximadamente 97% das 

plaquetas ficam concentradas no coágulo de PRF (27).  

Os resultados da análise da marcha indicaram uma melhora significativa nos grupos AE, PRP 

e PRF com 30, 60 e 90 dias pós-operatórios. 90 dias pós-cirurgicos, o grupo TS indicou 

déficit funcional com diferenças estatisticas significantes quando comparados aos grupos AE, 

PRP e PRF (p = 0,000). Os grupos AE, PRP e PRF não demonstraram diferenças 

significativas, todos apresentando melhora funcional. Estes achados corroboram os resultados 

encontrados por Ho et al. que demonstraram melhora nos grupos experimentais em relação ao 

grupo que utiliza o tubo vazio, nos períodos de 30, 60 e 90 dias (28). O grupo AE apresentou 

fibras mielinizadas de maior tamanho quando comparadas aos demais grupos, com 

distribuição regular e pouco tecido conjuntivo entre as fibras. Estes resultados estão de acordo 

com a recuperação funcional encontrada neste grupo pelo SFI. A análise histologica mostrou 

que mesmo apresentando recuperação da função motora, o nervo ciático dos ratos dos grupos 

PRF e PRP permaneceram com a presença de processos degenerativos. No grupo TS também 

pode se observar a permanência de processos degenerativos, e aumento de tecido conjuntivo 

entre as fibras nervosas. A análise morfométrica demonstrou pouca diferença entre os 4 

grupos analisados, possuindo resultados contrastantes com os encontrados pelo SFI. A análise 

morfométrica após lesão traumática de nervo evidencia as condições tróficas dos nervos 
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porém não reproduz a  capacidade funcional (29). Diversos autores que pesquisam 

regeneração de lesões traumáticas de nervos periféricos não encontraram relação entre entre 

SFI e análises morfométricas, estando estes de acordo com os achados desta pesquisa (30, 31). 

Em relação ao diâmetro da fibra, o grupo AE demonstrou os melhores resultados em relação 

aos demais grupos. Yu et al. utilizou diferentes técnicas para reparar lesão de 10mm no nervo 

ciático de ratos wistar e constataram um diâmetro de fibra maior que os encontrados na 

presente pesquisa (32). Tal fato pode ser explicado pela regeneração incompleta encontrada 

em diversos ratos dos grupos experimentais, e provavelmente os valores encontrados no 

grupo AE se apresentassem  normais se  esta  variável fosse  analisada em um período de 

tempo maior.  Chamberlain et al. demonstrou um aumento no diâmetro das fibras nervosas 

com o passar do tempo, 30 semanas após a cirurgia o diâmetro de fibra encontrado foi de 3,2 

– 3,8 µm e após 60 semanas pós-cirurgicas estes valores aumentaram para 3,6 – 4,4 µm, 

ressaltando a necessidade de um maior período de avaliação (33). Os grupos PRF e PRP 

apresentaram maior diâmetro axonal e maior espessura de bainha de mielina nos segmentos 

medianos, isto pode  ser explicado pela presença dos fatores de crescimento liberados pelas 

plaquetas contidas no PRF e PRP. Estes fatores de crescimento agem no reparo tecidual 

aumentando a proliferação e diferenciação celular otimizando o processo regenerativo. 

Comparando diâmetro axonal e espessura de bainha de mielina, o fato de não existir diferença 

estatistica entre os grupos AE, PRP e PRF em relação ao grupo TS indica que estes 

apresentaram uma maturação incompleta do nervo durante o processo de regeneração. Röyttä 

& Salonen constataram que o diâmetro dos axônios e a espessura da bainha de mielina 

aumentaram até 50 semanas após o reparo do nervo ciático de ratos (34). O período pós-

operatório utilizado nesta pesquisa foi de apenas 12 semanas, o que sugere que as fibras 

nervosas não tenham alcançado o seu desenvolvimento regenerativo completo, estando o 

processo de mielinização ainda incompleto. O tempo de 12 semanas de observação utilizado 
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neste estudo, o mesmo empregado por Braga-silva et al. (35) e Gravvanis et al. (36), parece 

ter sido insuficiente para o crescimento e maturação dos axônios não apresentando diferenças 

estisticas significantes em relação ao diâmetro axonal e espessura de bainha de mielina. 

Porém, como citado anteriormente, a mielinização das fibras nervosas é somente um sinal de 

maturidade, podendo estas fibras conduzirem implusos nervosos antes de sua mielinização 

completa. Contudo, constatamos em nossa pesquisa que mesmo não apresentando diferenças 

morfométricas significantes, o grupo AE, PRF e PRP otimizaram a recuperação funcional 

demonstrada no teste de marcha pelo SFI.  

 

CONCLUSÃO 

Considerando as limitações do presente estudo e baseado nas analyses morfométricas, é 

possível concluir que os grupos AE, PRP, PRF e TS não apresentam diferença estatistica 

significante em relação ao diâmetro axonal e espessura de bainha de mielina. Porém, os 

grupos PRP e PRF possuem efeitos positivos na recuperação funcional de nervos periféricos, 

assim como o grupo AE. O grupo TS mostrou diferenças estatisticas signficantes quando 

comparado aos demais grupos, demonstrando deficit funcional. Este estudo sugere que tanto o 

PRP quanto o PRF otimizam a recuperação funcional de lesões de 10mm no nervos ciático de 

ratos.  
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Figuras 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Nervos ciáticos regenerados, segmentos medianos, dos grupos AE (A), PRF (B), e 
PRP (C), com coloração azul de Toluidina. Aumento de 100X.    
 
 
 
 

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

Segmento proximal Segmento mediano Segmento distal

di
âm

et
ro

 (μ
m

)

Diâmetro médio das fibras mielínicas (μm) 

Grupo AE

Grupo PRF

Grupo PRP

Grupo Ts

*

*

*

*
*

A B 

C 



92 
 

Figura 2. Diâmetro médio das fibras (±SEM) de todos os grupos, 3 meses após a injuria, 
calculados a partir dos cortes semi-finoas dos nervos. Mostra diferença estatística significante 
nos segmentos proximais entre os grupos AE e TS. Nos segmentos medianos, os grupos PRP 
e PRF demonstraram diferenças estatisticas significantes em relação ao grupo AE.  
 
 
 
 
 

 

Figura 3. Diâmetro médio dos axônios (±SEM) nos três grupos, 3 meses após a injuria, 
calculados a partir dos cortes semi-finoas dos nervos. Não evidenciando diferenças estatisticas 
significativas entre os grupos. 
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Figura 4. Espessura média da bainha de mielina (±SEM) nos três grupos, 3 meses após a 
injuria, calculados a partir dos cortes semi-finoas dos nervos. Não evidenciando diferenças 
estatisticas significativas entre os grupos.  
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TABELA 1 
Índice de Função Ciática (Sciatic Function Index (SFI)) 

 
 Período de observação 

Grupos Pré-operativo 30 dias 60 dias 90 dias 
AE -5.42a + 6.373 -58.32a + 17.835 -52.84a + 15.901 -42.39a + 10.348 
TS -5.6a + 6.661 -77.13b + 8.746 -71.54b + 5.623 -81.02b + 8.298 

PRF -5.63a + 7.546 -69.63ab + 12.951 -59.85ab + 13.379 -53.5a + 11.88 
PRP -6.4a + 8.3 -76.76b + 4.586 -63.67ab + 9.217 -55.86a + 11.2 

Todos os valores são representados por média e desvio padrão dos ratos de cada grupo. Os 
valores seguidos pela mesma letra não diferem estatísticamente.  
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ABSTRACT 
 

Background: Evaluates the effect of Platelet Rich Plasma (PRP) and Platelet Rich Fibrin 

(PRF) on peripheral nerve repair, comparing the results to the autologous nerve graft and to 

the saline solution group.  

Materials and Methods: Thirty six Wistar rats were used in the study, and four of these were 

blood donors. A segment of 10mm long was excised from the sciatic nerve and bridged with 

one of the treatments: Autologous nerve grafts (ANG); tubulization with saline solution (TS); 

tubulization with PRP; tubulization with PRF. Walking track analysis were performed 

periodically and on the 90 postoperative day, the rats were euthanized and performed 

histomorphometric analysis.  

Results: The ANG, PRF and PRP groups presented a significant functional improvement in 

relation to the SS group (p = 0.000), which showing functional deficit. The ANG group 

achieved a larger nerve fiber diameter at the proximal segment while comparing with the TS 

(p = 0.037), and also comparing with the PRF (p = 0.001) and the PRP (p = 0.002) while 

analyzing the medial segments. About the axonal diameter and the myelin sheath thickness, 

no statistical significant difference has been found between the groups. 

Conclusion: This study suggests that PRP and PRF have positive effects on the functional 

nerve recovery, presenting functional results similar to the ANG group. However, the PRP 

and PRF don’t achieve a significant improvement on the histomorphometric analysis. 

 

Keywords: Sciatic nerve. Platelet rich plasma. Nerve regeneration. Peripheral nervous 

system. Fibrin.   
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INTRODUCTION 

 

Peripheral nerve injury (PNI) has a relatively high prevalence causing socio-economic 

impacts that represents a serious problem to society (1,2,3). The injured nerves rarely presents 

functional recovery without surgical intervention, and commonly presents unsatisfactory 

results. Therefore, despite advances in microsurgery, the peripheral nerve repair is still a 

challenge (4). In short gaps the primary repair is the most effective technique, however, when 

occur loss of nerve tissue resulting in long gaps the gold standard treatment is the autologous 

nerve graft, used successfully in bridging peripheral nerve defects in clinical practice (5, 6). 

Autologous nerve grafts repair implies in disadvantages such the additional surgery, 

morbidity and sensation loss at the donor site, and limited donor nerve availability (7, 5). 

The tubulization technique appears as an alternative to autologous nerve graft method for 

bridging peripheral nerve injury. These technique use tubular guide aiming to provide a 

favorable microenvironment for regeneration and the addition of cellular components inside 

the conduit may enhance nerve regeneration (8, 9).  

The platelet concentrates such as platelet-rich plasma (PRP) has been used successfully on 

tissue regeneration, due the high concentration of growth factors contained in platelets. When 

activated the platelets release high quantities of growth factors, such as platelet-derived 

growth factor (PDGF), transforming growth factor-b1 (TGF-b1), epidermal growth factor 

(EGF) and vascular endothelial growth factor (VEGF) , which promote cellular proliferation 

and differentiation, chemotaxis and angiogenesis optimizing the wound healing process (10, 

11).  

The use of PRP was tested in nerve repair and show contrasting results. Sariguney et al. 

demonstrated that PRP enhance sciatic nerve repair (12). However, Piskin et al. evidence that 

PRP does not enhance axon regeneration in peripheral nerve repair (13).  
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Platelet-rich fibrin (PRF) was developed in France by Choukroun et al. and is defined as a 

platelet concentrate on a fibrin membrane with high regenerative potential (14). As well as 

PRP, the PRF use is based on the growth factors release by platelets activation (15). However, 

the PRF forms a strong natural fibrin matrix which concentrates platelets and leucocytes that 

play immunological mechanisms and wound healing (16, 17). PRF is widely used in oral and 

maxillofacial surgery revealing that this biomaterial is a favorable matrix to enhance tissue 

repair (18, 19).  

The aim of this study was to investigate the effects of PRP and PRF on peripheral nerve 

regeneration in comparison to the most common peripheral nerve repair methods. 

MATERIAL AND METHODS 

Animals 

Thirty-six male Wistar rats, weighing 200 g to 250 g, were used in the experiment. The 

animals were housed in plastic cages (one animal per cage), maintained at 22oC with a 12 h 

light/dark cycle and allowed free access to food and water. This experimental study was 

approved by the university animal care committee 

Operative Procedure 

Four animals were used as blood donor to obtain PRP and PRF. Thirty-two animals were 

randomly assigned into four groups: autologous nerve graft (ANG) (n=8), tubulization with 

saline solution (SS) (n=8), tubulization with PRP (PRP) (n=8), tubulization with PRF (PRF) 

(n=8). All surgical procedures were performed by the same surgeon under aseptic operating 

conditions. Microsurgical techniques were performed using a Zeiss operating microscope 

(Zeiss, Oberkochen, Germany). Rats were anesthetized by intramuscular injection of 

Ketamine hydrochloride (60 mg.kg-1) and meperidine (20 mg.kg-1). Surgery was performed 

with the animal in the side position using the sciatic nerves of the left limbs. An oblique 
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gluteal skin incision and a muscle-splitting incision were used to expose the sciatic nerve 

from the sciatic notch to the bifurcation point. In autologous nerve grafts (ANG) the sciatic 

nerve was transected and a 10 mm segment was excised proximal to the trifurcation of the 

nerve. This nerve segment was rotated 180o and reimplanted between the nerve stumps using 

6-0 prolene epineural suture (Prolene® 6-0, M8306 T, Johnson & Johnson,São Paulo,Brasil). 

In experimental groups SS, PRP and PRF, the sciatic nerve was transected and a 5 mm 

segment was excised proximal to the trifurcation of the nerve. The nerve was bridged with a 

12 mm silicone conduit and one millimeter of nerve stumps was incorporated into each end of 

the conduit and fixed with 9-0 mononylon epineural suture (Ethilon®, BV130-4,Johnson & 

Johnson Intl., Belgium) to create a 10 mm nerve gap. The conduit was filled in accordance 

with tree groups: the SS group, in which 40 µl of saline solution was added to silicone 

conduit; the PRP group, in which 20 µl of PRP and 20 µl of bovine thrombin and calcium 

chloride were injected into the conduit, forming a activated PRP; and the PRF group, in which 

small pieces of PRF were added into the conduit. After surgery, the muscle approximation 

was achieved with 6-0 prolene suture (Prolene® 6-0, M8306 T, Johnson & Johnson,São 

Paulo,Brazil) and the skin was closed with 4-0 mononylon ( Ethilon® P1667, Johnson & 

Johnson,São Paulo,Brazil) running silk sutures. 

Preparation of Platelet-Rich Plasma 

Two rats were used as blood donor. Six milliliters of blood treated with 1,2mL of 

anticoagulant solution ACD-A was obtained in a sterile tube from aortic puncture of each rat. 

The blood was subjected to centrifugation in an Hettich-Universal 320 (Universal 320, 

Buckinghamshire,England) centrifuge for 10 min at 1800 rpm. The blood separated into three 

layers: red blood cells at the bottom, acellular plasma at the top, and platelets, called buffy 

coat, in between. The acellular plasma and platelets were transferred with a sterile pipette to 

another tube and centrifuged for 10 min at 3600 rpm. This second centrifugation separated the 
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blood into two layers: plasma acellular at the top and platelet rich plasma at the bottom. The 

acellular plasma was discarded and about 0,6mL of PRP was pipetted from the bottom of the 

tube. The prepared PRP and whole blood of the rats were subjected to platelet counting with a 

cell counter (CC-530; CELM, São Paulo, Brazil). To activate the PRP, 0,02mL of 6% calcium 

chloride and bovine thrombin (600 U/ml in 100 mg/ml calcium chloride) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) was added to 0,02mL of PRP. Calcium chloride neutralizes the 

anticoagulant effect of citrate, and bovine thrombin initiates the clotting process. At surgery, 

the PRP and activator was injected into the silicone conduits forming a gel.   

Preparation of Platelet Rich Fibrin 

The PRF was produced using the technique previously described (Choukroun et al., 2001). 

Two rats were used as blood donor. Six milliliters of blood was obtained in a sterile tube, 

without anticoagulant, from aortic puncture of each rat. Immediately after the blood draw, the 

tubes were centrifuged for 10 min at 3000 rpm (approximately 400 g). The blood separated 

into tree layers: acellular plasma at the top, red blood cells at the bottom, and the PRF clot in 

the middle. After centrifugation, the PRF clot was removed from the tube using sterile 

tweezers, and placed in a sterile metal cup. The PRF clot was cut in few millimeter fragments 

to adding into the silicone conduits at surgery. The PRF clot exudate, serum released by PRF 

clot, and whole blood of the rats were subjected to platelet counting with a cell counter (CC-

530; CELM, São Paulo, Brazil)   

Functional Assessment - Sciatic functional index (SFI) 

The functional condition of the animals was assessed at regular intervals through the use of 

the Sciatic Functional Index (SFI), according to Bain et al., (20). Walking track analysis was 

performed at preoperative, 30, 60, and 90 days after surgery (21). The rat´s hind feet were 

painted with nankin ink and the animals were placed in a walking pathway to walk down the 

track, leaving its footprints. The lengths of the third toe to its heel (PL), the first to the fifth 
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toe (TS), and the second toe to the fourth toe (IT) were measured on the experimental side (E) 

and the contralateral normal side (N) in each rat. The sciatic function index (SFI) in each 

animal was calculated by the following formula: 

SFI = - 38.3 x (EPL – NPL) / NPL + 109.5 x (ETS – NTS) / NTS +13.3 x (EIT - NIT) / NIT – 

8.8 

In general, the SFI oscillates around 0 for normal nerve function, whereas around -100 SFI 

represents total dysfunction.  

Histomorphometric Analysis 

On the 90th postoperative day, under general anesthesia, the regenerated sciatic nerves were 

removed from the rats and cut in tree sections, distal, median and proximal to the injury. The 

tissues were fixed with 2,5% glutaraldehyde in 0.1M phosphate buffer (pH 7.4) for 48 hours 

at room temperature and post- fixed with 1% osmium tetroxide. For embedding in epoxy 

resin, were used silicon embedding mold with a depth of 5 mm each. This flat-shaped mold 

would offer proper orientation and cutting angle for sciatic nerve sections, allowing a properly 

analyze of number of myelinated axon, cross section area, and myelin sheet thickness. Serial 

transverse semi-thin sections of 1 μm thickness were cut with an ultramicrotome (Leica, 

Ultracut, UCT, Austria), stained with 1% toluidine blue for light microscopy examination. 

Images were digitized with a charge-coupled device camera and analyzed by standard image 

processing and analysis techniques. The observer was blinded in the evaluation of the 

different groups. Ten representative fields were measured for axon diameter, fiber diameter 

and myelin thickness. Morphometric indices from experimental neural specimens were 

compared to the autologous nerve graft and the tubulization technique with saline solution 

controls.  

Statistics 
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All data are presented as the mean value and standard deviation (SD). Results were analyzed 

using a factorial analysis of variance (ANOVA), with the appropriate post-hoc between-

groups comparison test. Differences were considered statistically significant at P<0.05 .  

RESULTS 

Platelets Count 

Platelet count analysis was performed on whole blood, platelet-rich plasma and Platelet-rich 

Fibrin from each rat used as blood donor in this study. The mean platelet count in whole 

blood was 460.000 platelet/µl and the PRP exhibited average platelet concentration of 

2.623.000 platelets/µl. These platelet concentration were equivalent to 5,7 fold increases 

compared with the whole blood platelet count. Blood samples exhibited an original platelet 

count mean of 423.000 plaquetas/µl, while the mean platelet count in the PRF was 35.000 

plaquetas/µl.  

Recovery of Sciatic Nerve Function 

Preoperative SFI means showed a normal nerve function in all animals. Thirty days after 

surgery, the SFI show statistically significant differences between groups (p= 0.014). The AE 

group presented a better functional recovery when compared with SS and PRP groups, 

however, the PRF group demonstrated similar results to AE group but also has not 

statistically difference from the others groups (SS and PRP). The SFI values indicated 

functional recovery of different levels in the groups at sixty days postoperative. 90 days after 

surgery, the SS group indicated a poor functional recovery with statistically significant 

differences compared to AE, PRP and PRF groups (p = 0.000). The groups AE, PRP and PRF 

showed no statistically significant differences, all the groups demonstrated a good functional 

recovery. This data is presented in Table 1. 

Histomorphometric Analysis 
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The diameter of nerve fibers in the proximal stump of the ANG group was significantly 

higher than in SS group (p = 0.037). Also, the ANG group show higher fiber diameter in 

median stump in comparison to the PRP group (P = 0.002) and PRF group (P = 0.001) (Figure 

1, 2). In the distal stump, no significant difference in fiber diameter was found between any 

groups. The ANG group showed a regular distribution of myelinated fiber, with little quantity 

of conjunctive tissue between them. In SS, PRP and PRF groups the endoneurial space 

between the myelinated fiber were larger than ANG group and these groups demonstrate the 

presence of degenerative process. No significant differences in axon diameter estimation were 

found between the ANG, SS PRP and PRF groups (Figure 3). The estimation of myelin 

thickness show similar results in all groups with no significant difference between them 

(Figure 4).  

 

DISCUSSION 

Nowadays the autologous nerve graft represents the gold-standard in bridging peripheral 

nerve transections when occurs substance loss, however, this technique implies limitations (5, 

7). Tubulization technique is often used in replacement of the autologous nerve grafts, and 

showed good results in nerve repair (8, 9). Peripheral nerve regeneration depends on the 

interaction between cellular elements and chemical mediators that guide the regenerative 

process. The neurotrophic factors, activated in traumas situations, are strongly related to the 

peripheral nerve regeneration (22). The literature demonstrates that both the PRP and the PRF 

are abundant sources of growth factors essentials to the wound healing process. The PRF has 

been used sucessfully in experimental (18) and clinical (24, 18, 19) studies showing the 

efficiency of this biomaterial. The use of PRP was tested in nerve repair and showed 

contrasting results (12, 13). Therefore, the tubulization technique added with PRP or PRF 

may become a promising alternative in peripheral nerve repair with substance loss.  
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In these study, the mean platelet count in the PRP were equivalent to 5,7 fold increases 

compared with the whole blood platelet count, however, we used a platelet concentration of 

1.000.000 platelets/µl considered the therapeutic platelet concentration for humans (25). A 

comparative study demonstrated that the concentration of growth factors TGF-β1, and PDGF-

αα, ββ, αβ in the human PRP was higher when compared with rat and goat PRP (26). 

Considering these differences between species and the lack of a standard protocol for PRP 

obtaining, future studies should be designed to found a PRP concentration that enhance the 

efficacy of PRP in animal nerve repair. The mean platelet count in the PRF was 35.000 

platelets/µl, demonstrated that the platelets remain contained within the PRF clot, releasing 

low platelets concentrations in the PRF exsudate. Ehrenfest et al., showed that about 97% of 

platelets remain contained within PRF clot, in accordance with our results (27). 

Walking track tests results indicated a significant functional improvement in ANG, PRP and 

PRF groups at 30, 60 and 90 days after surgery. 90 days after surgery, the SS group indicated 

a functional recovery deficit with statistically significant differences compared to AE, PRP 

and PRF groups (p = 0.000). The groups AE, PRP and PRF showed no statistically significant 

differences, and all groups demonstrated an improvement in functional recovery. These 

results are consistent with the reports showed by Ho et al. which demonstrated functional 

improvement in the experimental groups in relation to the control group (sham tube) at 30, 60 

and 90 days after the surgery (28).  

The ANG group presented larger fiber diameter in comparison to the others groups, with 

regular distribution and little conjunctive tissue between the fibers. These results agree to the 

functional recovery founded in this group. Histological assessment showed that even with 

functional recovery, the sciatic nerves from PRP and PRF groups remained with the presence 

of degenerative process. In SS group the nerves evidenced the presence of degenerative 

process and an increase of endoneurial space between the nerve fibers. 
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The morphometric analysis and the functional recovery demonstrated contrasting results. The 

morphometric data after nerve transections evidence the trophic conditions of regenerated 

nerves but does not reflect the functional capacity (29). According to previous works, no 

relations about the SFI and the morphometric analysis were found, in agreement to the data 

found in this study (30, 31). The ANG group achieved the best results on the fiber diameter. 

Yu et al. used different methods to bridge the 10mm sciatic nerve injury on Wistar rats, and 

indicated a larger fiber diameter than the results found in this study (32). This fact may be 

related to the incomplete nerve regeneration found in the experimental groups, and probably 

the data found in the ANG group would be normal if analyzed in a longer term study periods. 

Chamberlain et al. presented an increase of the nerve fiber diameter during the study. Thirty 

weeks after the surgery, the authors found a fiber diameter of 3.2 – 3.8 µm, and after sixty 

weeks these values increased to 3.6 – 4.4 µm, highlighting the need of a longer evaluation 

period (33). The PRP and PRF groups showed a higher fiber diameter and myelin thickness in 

the median stump, being explained by the presence of growth factors released by the platelet 

in the PRP and PRF. These growth factors acts in tissue regeneration increasing the cellular 

proliferation and differentiation enhancing the wound healing process. The ANG, PRP and 

PRF groups presented no statistical significant difference in fiber diameter and myelin 

thickness in relation to the SS group, indicating that these groups demonstrated nerve 

incomplete maturation during the regeneration process. Röyttä & Salonen indicated that the 

axonal diameter and the myelin thickness increased during the period of 50 week after sciatic 

nerve repair in rats (34). The postoperative period used in this research was 12 week, 

suggesting that the nerve fibers haven’t reached the complete regenerative development, and 

the myelinization process being still incomplete. The observation period of 12 weeks 

employed in this study, the same observation period of Braga-silva et al. (35) and Gravvanis 

et al. (36), appears to be insufficient to the axonal maturation and growth. However the nerve 
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fiber myelination is just a maturity signal, allowing these fibers to conduct nerve impulses 

before the complete myelination. Although, this study demonstrated that the ANG, PRF and 

PRP groups improved the functional recovery in 10mm sciatic nerve injuries, however, 

presenting no significant differences in morphometric analysis. 

 

CONCLUSION 

Regarding the limitations of the current study and based in the morphometric analysis, is 

possible to conclude that the AE, PRP, PRF and SS groups showed no statistical significant 

differences in axonal diameter and myelin thickness. However, the PRP and PRF groups 

demonstrated positive effects on peripheral nerve functional recovery, likewise, the ANG 

group. The SS group showed statistical significant differences in relation to the other groups, 

with functional deficit. This study suggests that the PRP and PRF improve functional 

recovery in 10mm sciatic nerve injury.  
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FIGURES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Toluidine blue staining of regenerated sciatic nerve (median segment) in groups 
ANG (A), PRF (B) and PRP (C). Magnification X100.   
 
 
 
 

Figure 2. Fiber diameter means (±SEM) in all groups, 3 months post-injury, calculated from 
semi-thin nerve sections. Statistically significant difference between ANG and SS groups in 
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proximal segment. In median segment, the groups PRP and PRF were statistically different in 
relation to the group ANG.  
 
 
 
 
 

 
 
Figure 3. Axonal diameter means (±SEM) in all groups, 3 months post-injury, calculated from 
semi-thin nerve sections.  
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Figure 4. Myelin thickness means (±SEM) in all groups, 3 months post-injury, calculated 
from semi-thin nerve sections.  
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TABLE 1 
Sciatic Function Index (SFI) 

 
 Observation Periods 

Groups Pre-operative 30 days 60 days 90 days 
ANG -5.42a + 6.373 -58.32a + 17.835 -52.84a + 15.901 -42.39a + 10.348 

SS -5.6a + 6.661 -77.13b + 8.746 -71.54b + 5.623 -81.02b + 8.298 
PRF -5.63a + 7.546 -69.63ab + 12.951 -59.85ab + 13.379 -53.5a + 11.88 
PRP -6.4a + 8.3 -76.76b + 4.586 -63.67ab + 9.217 -55.86a + 11.2 

All values represent the mean value + standard deviation of rats in each of the four groups. 
The mean value with the same letter presented no significant differences.  
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ANEXO A.  

 

 

 


