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RESUMO

Lesdes ao sistema nervoso periférico representamdasafio para a medicina
regenerativa. O estudo objetivou conhecer os sfeitoplasma rico em plaquetas (PRP)
e da eritropoietina (EPO), isolados ou combinadas;egeneracdo do nervo periférico
de ratos. O trabalho desenvolveu-se em trés etdapiaando 70 ratos. A primeira fase
avaliou a concentracdo plaquetaria e producacdiijder de fatores de crescimento
(TGF{$3, PDGFep e VEGF) em trés protocolos de obtencéo do PRB (& C) obtidos
por puncdo aortica ou cardiaca. A puncdo cardiatassociacdo com protocolo A
gerou os melhores resultados. Na segunda fasedags@s métodos com melhores
resultados na primeira etapa, produziram-se duaseotragdes de PRP (1.000.000 e
2.000.000 plaquetas. il PRP1 e PRP2, respectivamente) para aplicacdoen® n
cidtico tubulizado de ratos. Comparacdo das coraxggs entre si e com grupos auto
enxerto (AE) e solucéo fisiolégica (SF) evidenaiarbeneficios no uso de PRP2. Na
terceira fase (mesmo modelo experimental), foranti@hdos os grupos EPO e
EPO+PRP2. Os animais das fases 1 e 2 foram avalipdo teste de marcha e
histomorfometria (azul de toluidina) e demonstrarqne 0 auto enxerto apresentou
beneficios sobre a tubulizacdo (independente aw fagenerativo utilizado). Para os
animais tubulizados, o estudo demostrou melhodteglos para o uso simultaneo de
PRP e EPO, seguido do grupo EPO. Finalizando, wtigere que a aplicacdo de PRP
na concentracéo de 2.000.000 plaquetaspl comparacacom 1.000.000 platelets:pl

! apresentou vantagens para neuroregeneracao igaridérratos.

Palavras-Chave: Plasma rico em plaquetas. Eritropoietina. Rege@eranervosa.

Nervo ciatico. Fatores de crescimento. Ratos.



ABSTRACT

Injuries to the peripheral nervous system preseitadlenge for regenerative medicine.
The study investigated the effects of platelet-rpiasma (PRP) and erythropoietin
(EPO), alone or in combination, in the regeneratbrperipheral nerve in rats. The
work was developed in three phases using 70 ratsfifst phase, evaluated the platelet
concentration and growth factors production/relgqdseF, PDGF, VEGF and}f) in
three protocols for obtaining PRP (A, B and C) otsd by aortic or cardiac puncture.
Cardiac puncture in association with A protocolws&d the best results. In the second
stage, using best results methods at the firstestagas produced two PRP
concentrations (1,000,000 and 2,000,000 plateletsPRP1 and PRP2, respectively)
for applying in the rats sciatic nerve. Comparisdnconcentrations with autologous
nerve graft (ANG) and saline solution (SS) groupsveed benefits in the use of PRP2.
In the third phase (same experimental model) weldedh PRP2 + EPO and EPO
groups. The animals of phases 1 and 2 were evdluatewalking track test and
histomorphometric analysis (toluidine blue) andvsbo benefits in autologous nerve
graft (ANG) with respect to tubulization (indepenteof regenerative factor). For
tubularized animals, the study showed advantagePRF® and EPO simultaneous use
followed by EPO group. Finally, it was observedttR&®P 2,000,000 plateletsihas
beneficial effects when compared to PRP 1,000,0@0elpts.uf for peripheral
neuroregeneration rats.

Keywords: Platelet-rich plasma. Erythropoietin. Nerve regahen. Sciatic nerve.

Growth factors. Rats.
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1.INTRODUCAO

LesGes em nervos periféricos sdo comuns na rotoepifalar e causam
incapacitacdo permanente de individuos. Podemearcocomo resultado de acidentes de
trabalho, ferimento por projetil, degeneracao, éeséasculares e compressao aguda ou
cronicd >

O trauma por transeccdo de um nervo periféricoriavelmente resulta em
déficit do 6rgéo inervado Nervos periféricos transeccionados raramentesaptam
recuperacdo sem a intervencao cirlryiémesar dos avancos na regeneracdo de nervos
periféricos como o emprego de novos biomateriags melhor precisdo das técnicas
microcirargicos, recuperacao funcional completamante é alcancada.

Experimentalmente, diversos modelos vém sendo eyagos com o objetivo de
estudar a regeneracao do nervo ciatico e suasicagiiés. Dentre estes, ressaltam-se as
lesbes por esmagamento (compressao), transecc&sgecgéo, estiramento e
congelamentd’®

O manejo da lesdo em um nervo periférico exige dimnd entendimento dos
eventos celulares que ocorrem no microambiente lacelapés o trauma. O
conhecimento desses acontecimentos sao critic@s yar adequado diagndstico e
tratamentd

Estudos recentes vém mostrando beneficios naagiilizda eritropoietina com o
objetivo de interacdo com a lesdo netfalEm algumas pesquisas, foi possivel
observar que a producdo local de eritropoetina JEBGseus receptores (EPO-r)
aumentaram apos lesao cerebral e espinhal, prin@pée em neurbnios motores e seus
axo6nios mielinizadd$*?

Outro componente que vem demonstrando boa aplicagdioregeneracéo
tecidual € o plasma rico em plaquetas (PRP), qdefi@ido como um volume de
plasma autélogo com uma concentracdo plaquetaimaados niveis fisioldgicos
(Marx, 2001). Estudos com PRP iniciaram ha peloaae0 ands, e desde entdo ele
vem sendo utilizado visando promover a regenerdeéinlual precocd. Sua acéo
remete a um ao aumento local das concentracdesikiplos fatores de crescimento e

proteinas secretorids>
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTRUTURA DO SISTEMA NERVOSO PERIFERICO

O tecido nervoso acha-se distribuido pelo organisriesligando-se como uma
rede de comunicacdo. Anatomicamente o sistema se&alividido em central (SNC)
e periférico (SNP), sendo que esse Ultimo se dizidda em sistema nervoso somatico
e sistema nervoso auténot® Nessas duas subdivisdes, encontramos estrutueas q
incluem as raizes nervosas (dorsais e ventraiggligd espinhais, nervos cranianos,
raquidianos, especificos, suas ramificacbes e omligd acessorios, além dos
componentes periféricos do sistema nervoso autéHdfh@ SNP tem por funcéo
integrar o SNC com os 6rgéaos periféricos, consiitoiligacdes motoras, sensitivas e
autonoémical.

Os nervos periféricos sado formados por axoniosulagl ndo neurais e
componentes da matriz extracelular (MEC) como agerho (COL), a laminina (LAM),
o heparam sulfato (HS) e a fibronectina (BN axdnio, também denominado de fibra
nervosa, representa a unidade basica do SNP etepsstna extensdo do corpo celular
situado no SNC ou suas proximidadés As fibras nervosas consistem de axoplasma
liquido no interior da membrana celular e podemesgmtar-se mielinizadas ou
amielinizada$. No SNP a célula responsavel pela producéo desast@io isolante
denominado de bainha de mielina é a célula de SuftvaMuitos axdnios
amielinizados podem estar envolvidos por uma Ucétala de Schwann, mas a bainha
de mielina para cada axbénio mielinizado é formada wma série de células de
SchwanA’. Areas juncionais existentes entre essas célet@bem o nome de nédulos

de Ranvier, que estdo localizados ao longo de aadaio mielinizado. Nessas fibras
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nervosas o potencial de acdo salta de um nodo anatro, resultando em rapida
velocidade de conducgédo. Nas fibras amielinizadastencial de acao € mais lento, pois
0 estimulo é transmitido de forma continua ao lodeydibr&*2

As fibras nervosas com suas bainhas de mielinsapi@m-se classificadas em
trés categorias baseadas na velocidade de condog&apulso nervoso: fibras A, B e
C. Fibras do grupo A possuem bainha de mielina @@ um de espessura e sédo ainda
subdivididas em fibras d\e A5. As fibras Ar sdo as maiores e conduzem os impulsos a
uma velocidade de 30 a 120 m/segundo. Elas inclarfibras motoras somaticas e
grandes fibras aferentes proprioceptivas. As fil&k&ds&do menores, envolvidas com a
nocicepg¢ao, medem cerca de 2 a 5 um de didmetanentitem os impulsos a uma
velocidade de 5 a 30 m/segundo. As fibras B sadiniziadas, autbnomas, pré-
ganglionares, com 1 a 3 pum de diametro e velocidad®mnducdo de 14 m/segundo. As
fibras C por sua vez sdo amielinicas e incluemaditautonomas pds-ganglionares e
fibras termosensitivas. Essas estruturas tém enotde 0,1 a 1 um de diametro e
conduzem os impulsos com velocidade de 2 m/segomaoeno¥’.

Observando a anatomia transeccional do nervo pedaféFigura 1), pode-se
entender melhor a histofisiologia nervosa. Cadara@ontém grupos multiplos de
axonios dispostos em trés camadas de tecido corguftircundando as fibras nervosas
e apresentando-se como a camada mais externa remasend epineuro, formado de
tecido conjuntivo frouxo com fibras de colagenmtipvasos e fibroblastos. A camada
média de tecido conjuntivo, denominada de perineapoesenta células pavimentosas
fortemente unidas por jungdes intimas e dispostasamnadas concéntricas em relacao
as fibras nervosas fornecendo assim sustentag@mantEntre as sucessivas camadas
celulares sdo encontradas fibras de COL tipo pe lil. Esta camada é importante na

manutencdo da homeostase do nervo, pois atua coradarreira seletiva no transito
16



de substancias com alto peso molecular. A camadaintarna de tecido conjuntivo é
denominada endoneuro, apresentando uma rede capilantimo contato com as fibras
nervosas e por isso garantindo-lhe nutricdo. O mawi® € composto por fibras de
coladgeno reticular tipo Ill, dispostas longitudimainte em relacdo a fibra nervosa.

Nesse tecido conjuntivo podem residir macréfagdsplblastos (de forma bastante

dispersa) e eventualmente mast6éit6s

Meuralema

hieling

MNédule de Ranvier Axbnio

Micleo da
celula de
Schwann

? Endaneurs
Penneuro

)
Fira nervasa 1

Fasciculo

Figura 1- Representacdo esquematica das estruturas nenasasistradas em corte
transeccional de nervo periférico. Observar a digdo e ordenamento dos feixes e

fasciculos nervosos. Fonte: Shéres

E importante ressaltar que estas estruturas d#oteonjuntivo que “envelopam”
as camadas no nervo periférico apresentam variagalmngo da fibra. Assim, nas
regides proximais ao longo do comprimento do nesmoontra-se geralmente uma

estrutura monofascicular (contendo fibras nervasasoras e sensitivas misturadas),
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enguanto nas regides mais distais, préximo ao Ggaegido terminal, observa-se um

arranjo polifascicular (subunidades motoras e Seasiseparadasy(Figura 2).

endenguro andoneung

- BRINEED BB
o

e
- BEEnEUTD NSeMo PennEUn

- PEEUNa

polifas cicudar

ol golaseicubar rceved as cic ular

>

Regido proximal Regido distal

Figura 2- Representacdo esquematica das estruturas nenesamnsiradas em corte
transeccional de nervo periférico. Observar a digdo e ordenamento dos feixes e
fasciculos nervosos conforme a regi&o anatémigsteEMattar Jinior e AzZe

O suprimento sanguineo microvascular para 0os ngredafricos apresenta-se
bem desenvolvido e se origina a partir de veiagérias vizinhas de grande calibre,
bem como dos vasos periosteais e musculares atjaceds ramos desses vasos
dividem-se em ascendentes e descendentes e quirathgaan 0 epineuro fazem
anastomose com o sistema intrinseco. Esse sistaom@osto por plexos epineurais,
perineurais e endoneurais juntamente com seus \c@sosnicantes’”> Esse sistema
microvascular possui uma grande capacidade deveepara compensar a mobilizacao
ou lesdo dos vasos regionais locais. No epinewsss orientados longitudinalmente
exibem um padrao caracteristico, ou seja, 0s v&st@e presentes em todas as camadas
epineurais, bem como entre os feixes fasciculacesrmadas profundas do nervo (Figura

3). A importancia da vascularizacdo dos nervodéraros se deve ao fato dos axdnios
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dos nervos periféricos serem vulneraveis a isquemia grande distancia que existe
entre o corpo neuronal e a extenséo do aféhio

Dentre as estruturas que compde o SNP, o ciatices@mta-se como o maior
nervo em diametro. E um nervo misto (sensitivo éomdormado pela unido das raizes
ventrais dos segmentos L4 a S3 em humanos (vasiagi@dmicas nas outras espécies)
emergindo da pelve através do forame isquiatic@ngcontinuando seu trajeto entre o
trocanter maior do fémur e a tuberosidade isq@aic longo da face dorsal da coxa
(cranial aos musculos biceps femoral e semitendjhts™ Continua seu trajeto até o
terco femoral distal onde se divide em dois gramdess denominados tibial e fibular
comunf®® Lesdo nessa localizacdo acomete os musculos sbidemoral,
semitendinoso e semimembranoso, levando a perdrdabilidade na regido lateral

abaixo do joelhd.
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Figura 3- Representagdo esquematica da microvasculatura geama em corte
transeccional e sagital de nervo periférico. Olmeavdisposicao vascular e suas
microanastomoses. Fonte: Duran e Maris€ano

19



2.2 LESOES EM NERVOS PERIFERICOS

Lesdes em nervos periféricos sdo comuns na rotisgitalar. Podem resultar de
degeneracéo, lesdes vasculares e compressao agudedroca. Tracdo excessiva,
presenca de massa, cistos ou aprisionamento s@mnadgdas causas de lesao,
entretanto, ocorrem mais frequentemente por trdamas em acidentes
automobilisticos, contusdes, fraturas, ferimentos projéteis, laceracdes, interacédo
violenta entre individuos e injecéo de agentedatitente ou ao redor do neh?d®3'33

Essas lesOes caracterizam-se clinicamente por ugogie sinais conhecido
como sindrome neuropatica, resultando na perdaiapasa completa de funcgdes
motoras, sensoriais ou autdbnomas nas areas supettasiervo lesionadd”’. Fazem
parte desta sindrome, os reflexos reduzidos ountasséhiporreflexia ou arreflexia),
tono muscular reduzido ou ausente (hipotonia, atoni flacidez) debilidade (paresia)
ou paralisia dos musculos dos membros e/ou calmEgesdquente atrofia muscular
neurogénicay.

Lesbes em nervos periféricos sdo classificadas wis dormas. Sedddh
determinou trés graus de lesdo aos nervos pedfrioneuropraxia (classe 1),
axonotmese (classe 2) e neurotmese (classe 3)teEruropraxia quando ha
interrupcdo temporaria da conducéo do estimulodde&ilesdo da bainha de mielina. A
recuperacdo provavelmente se processa sem a amarrée degeneracéo,
caracterizando-se principalmente por lesdo bioqami A axonotmese é
caracterizada pela perda de continuidade de um aig ax6nios, porém, com a
membrana epineural intattaFinalmente, neurotmese é o rompimento completo do

nervo (transecgéo), sendo este o tipo mais gravesde. Nesse caso, é improvavel o

retorno da fungdo sem intervencéo cirGrgica pardeaetar as extremidades
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Sunderlan® estabeleceu outra forma de categorizar as lesfiesn&vos
periféricos. Para ele, existem 5 graus de severidadprimeiro e segundo graus sao
compativeis com neuropraxia e axonotmese, respeotinte. No terceiro grau de lesédo
temos o endoneuro sendo afetado com preservac@erdeeuro e epineuro. Nesses
casos, tratamento conservador pode ser util, ncasir@ia também pode ser requerida.
Na quarta classificagdo, apenas o epineuro perraaiméacto e € sempre indicada
cirurgia. E por fim, no caso mais grave (lesdo dadérland grau V), quando existe
transeccdo completa do nervo, necessitando cirp@ia que ocorra regeneratib
Um fato na patogenia do trauma ao SNP é a emissé&wthor progndstico quanto mais
préximo a lesdo estiver do misculo inenfado

O entendimento dos eventos biolégicos no nervdgrad apds o trauma séo
criticos para um adequado diagndstico e tratamehtombém sdo importantes:
histérico, exame fisico e eletrofisiologia (eletiografias e exames de conducédo
nervosay’.

A ocorréncia de lesdo em um nervo periférico raseh alteracdes significantes
e complexas nos segmentos proximal e distal doonexw corpo celular, no local de
lesdo, bem como no 6rgdo-al¥8'*? Os ax6nios sofrem processo de degeneracéo
seguido de tentativa de regenerdc@odegeneracdo consequente a lesdo em um nervo
periférico ocorre de duas formas. No coto proxirhalrarefacdo da substancia nervosa
de forma retrograda até chegar ao proximo nodulBatevier. As fibras distais a lesdo
sofrem degeneracdo com inicio imediafmodendo demorar de 48 a 96 horas apds o
dand® A esse Ultimo fendmeno, que representa a remeceexiclagem axonal do
material mielinico pela formacdo de cAmaras desthige preparando o ambiente para o

crescimento da fibra, chamamos de degeneracéo rislaie"
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Apés denervacao, o tecido muscular sofre alterab@sldgicas ja a partir da
terceira semana. A atrofia e a faléncia musculaato-se cada vez mais evidentes com
0 passar do tempo. Continuando esse processo, @rméacia do movimento ocorre
fibrose em dois a trés anos e o tecido musculae pedsubstituido por tecido cicatricial
e gordurd’.

Experimentalmente, diversos modelos vém sendo eyagos com o objetivo de
estudar a regeneracao do nervo ciatico e suasicagiiés. Dentre estes, ressaltam-se as
lesbes por esmagamento (através de compressamedcdo, resseccao, estiramento e

congelamentd”.

2.3 TECNICAS DE REPARO EM NERVOS PERIFERICOS

O trauma por transeccao de um nervo periféricoriavelmente resulta na perda
completa ou parcial da funcdo motora, sensoriaitendmica do 6rgdo inervatlEsta
estrutura quando lesada raramente apresenta racépelespontanea, tornando a
intervencdo cirdrgica, na grande maioria das vezesynica opcao terapéutica
aplicavef®* Adicionalmente, mesmo com os avancos tecnolégieos grande
desenvolvimento das técnicas de microcirurgia,caiperacdo funcional completa do
nervo dificilmente é conseguitia

Estudos envolvendo reparo para cicatrizacdo deoseperiféricos datam de
muito tempo. De acordo com Grettoo método de sutura epineural foi descrito
primeiramente por Heuter no ano de 1873 e o promemxerto nervoso experimental
por Philipeau e Vulpian em 1886. Mais tarde, gracasolucéo das técnicas e materiais
microcirirgicos € que se conseguiu reparar de fommagés minuciosa as estruturas

nervosas lesadas com nitida melhora da recupefagéional.
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O manejo da lesdo nervosa periférica exige dom@i@ntendimento da
fisiopatologia do trauma tecidual local. Fatoresnooa idade do paciente, as forcas
envolvidas no evento da lesdo e o dano vasculartemdos vizinhos definem o
prognoéstico para a recuperacao funcithal

A literatura especializada descreve uma grande gden&écnicas cirdrgicas
passiveis de serem empregadas no reparo de naif@ipe. Dentre elas ressalta-se a
neurorrafia epineural, a neurorrafia fascicular,naurorrafia epineural-fascicular
combinada, os enxertos nervdSps aplicacdo de adesivos de fibrina, a aplicagio d
laser de C@” e as técnicas de tubulizacdo com camaras demtiésremateriafs >

Avancos no campo da engenharia tecidual tém gegaglode expectativa na
melhoria da recuperacdo funcional de pacientes perda de substancia nervosa.

Atualmente, estdo disponiveis comercialmente difese materiais que podem ser

usados como ponte no tratamento dessas condlicées

2.3.1 Neurorrafia término-terminal

Reparo por anastomose término-terminal livre desd&eré o primeiro método
cirdrgico a ser considerado (um dos métodos maisunmente realizadds)Deve ser
executado o mais rapido possivel, preferencialmeate primeiras 6 horas apos o
traum&’. Quando esse procedimento primario torna-se inielsdevido & perda de
substancia do nervo, o uso de enxerto autélogesepta o atual padréo ofiro

Protocolos pré-estabelecidos definem a tomada cedeem algumas situacoes
de trauma. Lesdes simples, com perda de substdecdé 3 cm devem ser reparadas
por mobilizagdo do tronco neural e aplicacdo derosittura perineural ou epineural

com nailon 9-0 ou 10-0 (de acordo com o calibreedautura)®** Pode-se ainda
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combinar as duas técnicas citddasE importante salientar que em casos de
contaminagéo da lesdo de grau moderado a sevemsdaealizar o debridamento dos
tecidos atingidos e o reavivamento das bordas stag@as nervosas antes de proceder
a sutura. Em determinadas situacfes é recomendk@iocaprocedimento de reparo,
aguardando a reducéo do edema local.

Em casos onde @yag’ entre 0s cotos € superior a 3 cm, deve-se utiénaerto
autélogo fascicular ou interfascicularPara Siqueifd, ndo ha necessidade de realizar

enxertia nervosa com espacgo entre cotos de até 5 cm

2.3.2 Neurorrafia término-lateral

A técnica de neurorrafia término-lateral consisteanastomose nervosa através
da criacdo de uma janela no nervo doador sem reorec Surgiu como uma
alternativa para situacfes em que as técnicasuba#&bindo poderiam ser usadas,
entretanto, ainda hoje apresenta resultados bastaonhtroversos. S&o mais

rotineiramente empregadas nas transferéncias #o hgroglosso para o nervo facial.

2.3.3 Enxerto de nervo periférico

7

O enxerto de nervo periférico € atualmente conadtero padrdo ouro na
reparacdo de nervos em que ha perda de substBimiacasos negligenciados de
transeccdo nervosa, recomenda-se reparar 0 nemv@iEono Maximo um ano apos o
trauma. Nesses casos normalmente sdo necessa@esmeurais devido a retracao e
grandes perdas de substaftidm geral sdo usados como segmentos doadores® ner

sural ou 0 nervo cutaneo lateral do antebraco (hmunmntralateray.
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2.3.4 Tubulizacao

Os condutos de nervos podem exercer um papel iergerho reparo de nervos
periféricos pequenos (geralmente menores que 3 Bm)lesdes que cursem com perda
de substancia maior, apesar da grande capacidgdeerativa do SNP, a extensédo da
les@o impossibilita a simples reunido dos cotosalthnnica de reparo empregada nessa
situacdo € a tubulizagdo ou entubulacdo, que pedetsnizada com acréscimo de
fatores de crescimento (neurotréficos), componedéesatriz extracelular ou células
como as de Schwann internamente ao cofidlt&sta técnica consiste em fixar os
cotos nervosos seccionados dentro de uma prétbstatuobjetivando propiciar um
ambiente favoravel a regeneracdo. Proporciona amdieecionamento do crescimento
das extremidades seccionatpstegendo as fibras nervosas do tecido cicatricida
formac&o de neurontds

Avancos na reparacdo de nervos periféricos emigubdb a aloenxertos e auto
enxertos tém sido conseguidos através da técnidabidizacdd’. Na opinido desse
autor, muitas técnicas cirlrgicas aceitas tradalioente para reparacdo nervosa
periférica, como por exemplo, as neurorrafias, gdgdes e enxertos, produziram
escassa aplicagdo na rotina devido as limitacOesede resultados. A partir de entao,
cada vez mais foram testados novos matérias pavar sk condutos ou camara
nervosas. Para Torrés o emprego de suturas epineurais e perineurais siem
questionado devido a maior possibilidade de daomual neural com o material de
sutura e consequentemente resultando na formacéeudemas. Para este autor, essas
técnicas resultam em compressao nervosa pelo fgutdea e mau direcionamento do

tecido endoneural.
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Diversos materiais vem sendo usados como camatabdézacdo. Dentre eles

374858:0mo o primeiro material sintético a ser u$adado

relata-se o uso do silicoh
referenciados ainda a celulose liofilizAtlaos envelopes venosos e artefidis’ e
outros materiais biolégicos como a quitosSdnambém se refere a utilizagéio de tubos
de &cido poliglicélico no reparo de nervos mediaroar e digitais em humarto€. No
passado, condutos de origem bioldgica (artériaasyesso descalcificado, dura-mater e
peritonio) foram bastante estudados, no entantharan em propiciar um bom
mecanismo de suporte que guiasse o crescimentalaapresentando dificuldades
adicionais como a necessidade de segunda cirudifece@ldade de encontrar um nervo
doador com diametro adequado

Para tubulizacdo, o material usado deve satistapervariedade de critérios. A
substancia escolhida deve ser biocompativel parandizir resposta imune que possa
interferir com o processo de regeneracdo, permarecsenor tempo possivel para
completar a regeneracao e fornecer sustentacad@pemao crescimento axonal. Deve
ainda estimular a migracdo de células, a vascalgiz e 0 acumulo de fatores
neurotréficos entre os cotos, aumentando assimlaxigtade de regeneragdo. Sob o
ponto de vista cirlrgico deve ainda ser flexivepeesentar parede fina e transparente,
facilitando o procedimento de fixagdo

A regeneracgdo atraves de tubulizacdo estad na d&peadda formacgéo precoce
de uma ponte nado celular conectando as duas egtades nervosas (Figura 4). Esta
conexdo consiste de uma matriz de fibrina que pnosébstrato para a migracdo de
células ndo neurondi€. A matriz é posteriormente degradada e substijpdddibrilas
de colageno (orientacdo longitudinal) que servid&o substrato para o brotamento
axonal a partir da extremidade proximal. A ocori@ndestes eventos depende do

tamanho do (ap”) e da dimensao da area de seccéo transversabafo Estudando a
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regeneracao do nervo ciatico de camundongos palizabdo com prétese de silicone
(“gag’ de 2, 4, 6 e 8 mm), Bufi observaram melhora significativa dos reparos
realizados em pequenos espacgos (2 e 4 mm). Notenearmelhora obtida com o

processo de tubulizacdo n&o foi tho marcante esrvaibs maiores (6 e 8 mm).

2.3.5 Nervos artificiais

Recentemente, tem sido reportado na midia estudmmigsores que usam
“nervos artificiais” como substitutos de estrutunasvosas gravemente lesionadas. Esse
método, investigado através de uma parceria erRantficia Universidade Catélica do
Rio Grande do Sul e a Universidade de Montpeltenta com a degradacgéo lenta e
controlada de um materiais sintético usados coabauco para crescimento do nervo,
ao mesmo passo que proporciona a liberacdo fatoeesotroficos no sitio da

anastomosg.

2.4 CICATRIZACAO DOS NERVOS PERIFERICOS

O SNP apresenta notavel capacidade de regenekagfietanto, a recuperacéo
funcional completa apds reparo ainda é raramentesegpida. Dessa forma, o
restabelecimento da funcionalidade em lesdes nesvdspende de fatores como a
severidade e distancia entre o local de lesdo my@odinal, o0 mecanismo gerador do
trauma, a duracdo do intervalo lesdo-reparo citarga idade e a condi¢cdo geral do
paciente e a técnica cirurgica empregada (qualidade orientacdo do crescimento
axonalf*®’ Ainda estdo relacionados fatores como a formai@oneuromas e a

administracéo de fatores tr6fic8s
27



Relacionados a regeneracdo do meio interno, osefatoeurotréficos foram
descritos como fundamentais na manutenc&o e régutts;funcéo neurorfal No SNP,
as células de Schwann sdo as responsaveis por@lzfo e reagem em resposta a
denervacdo. Esses fatores fornecem suporte a sdghrela celular, promovendo
orientacéo e estimulando o crescimento axonal. Cexemnplo, podemos citar o fator
de crescimento neural (NGF), o fator de crescimemorotréfico cerebral (BDNF),
fator neurotréfico derivado de células gliais (GDNfator neurotréfico ciliar (CNTF),
fator inibidor de leucemia (LIF), fator de crescimtw derivado da insulina e fator de
crescimento fibroblastico (FGE) Além desses pode-se citar ainda a neurotrofina 3
(NT-3), neurotrofina 4/5 (NT-4/5) e neurotrofingT-6)*".

Outra observacéo de vital importancia é o cuidano o alinhamento anatdémico
das extremidades nervosas e a atencdo a detaliegiots, assegurando que 0s
axonios em regeneracao encontrem seu caminho go ttmtubo neurilematoso até seu
destino final. Com relagcdo a natureza ou mecanigerador do trauma, pode-se
observar que laceracbes agudas e limpas geralmeotperam-se melhor e mais
rapidamente que lesdes por avulsdo, esmagamesttasb/ou cronicas

O traumatismo por seccdo de um nervo acarreta mwaciiles no corpo celular,
nos segmentos proximal, distal, nos 6rgéos inesvadw proprio local de les&4°

Batista e Araujdy e Almeid&° referem que o processo de regeneracdo ocorre a
uma taxa de Imm/dia, principalmente em enxertogetamto, a maturagéo das fibras e
a recuperacdo do volume axonal com posterior ezpesgo mielinico pode durar até 5
ou 6 anos (dependendo da localizac&o da [&s30)

Em animais, devido as diferencas de metabolisnvelacidade de regeneragéo
nervosa é ainda maior. Caninos e felinos apresemdice de crescimento do nervo ao

redor de 4mm/df&. Devido ao metabolismo extremamente acelerado edpigmos
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roedores como o rato, infere-se que a taxa deigresto nervoso seja ainda maior,
entretanto, a informacao sobre seu volume de ocnestd ndo se apresenta disponivel.
A seguir serdo descritos detalhadamente os priscgeentos que ocorrem nas

diferentes regides envolvidas com o trauma de ngeviéerico.

2.4.1 Modificactes na regido proximal a lesao

bY

Proximalmente a lesdo, os ax6nios sofrem um proceks degeneracéo
semelhante ao que ocorre no coto distal, poréningentée estendendo-se apenas até o
nédulo de Ranvier mais proxiffo Na porcdo distal do coto proximal, devido ao
transporte anterégrado de moléculas sinapticaswesis do citoesqueleto, observa-se
acumulo de material citoplasmatico pode vazar emudé do rompimento da
membrana celular desses ax6fi5%

Todas as células do organismo necessitam de faidféss para sobreviver,
prevenindo a apoptose celular. Fator neurotréfiaos@bstancia que regula e mantém a
funcdo do neurdnio promovendo seu crescimento.rbicegso de regeneragao nervosa,
receptores especificos sdo expressos em maior idpdmtna regido do cone de
crescimento, aos quais se unem fatores neurotsbfispecificos. Esses fatores séo
transportados retrogradamente ao corpo celulau@mamodulando a interagdo entre
enzimas denominadas caspases e proteinas pro-aqgemptiediante a ocorréncia de
reacbes de fosforilacdo. Consequentemente, é igdailllessas enzimas, consideradas
as principais efetoras da morte celular, que pgaiBo a manutencéo da fisiologia
normal da célula. Geralmente, os fatores neurctréfexercem seus efeitos diretamente

sobre o metabolismo celular, no entanto, outra #rdestes fatores atuarem é
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indiretamente pela acdo no metabolismo de célugasuporte, cujo representante
principal é a célula de Schwalfin

Vérias substancias produzidas no local da lesaamaticomo fatores
neurotréficos, dentre as quais se destacam o Heximed neurotrophic factor (BDNF),
o nerve growth factor (NGF), o glial cell line dexd neurotrophic factor (GDNF), o
ciliar neurotrophic factor (CN, o transforming growth factg¥-(TGF- B), o insulin-
like growth factor (IGF), o platelet-derived growtiactor (PDGF) e as neurotrofinas
(NF)*.

O padréo de producédo de NGF alcanca sua concemtragdma rapidamente 24
horas apl0s o estabelecimento de uma lesdo nerCmsa. relacdo ao BDNF, sua
producdo inicia-se um pouco mais tardiamente, celeaquatro dias apdés uma
axoniotomia, apresentando sua concentracdo maximguatro semanas apos a leséo.
O BDNF é mais eficaz em promover a sobrevida damiasémotores em crescimento,
em comparagdo a manutencdo da sobrevivéncia do8niesl sensoriais e simpaticos.
Desta forma, esses dois fatores neurotréficos ewersuas atividades de maneira
complementar, o que também provavelmente se repitaoutros fatores no processo

de regeneracdd

2.4.2 Modificacdes no corpo celular

Logo nas primeiras horas apés a lesdo axonal @ amlplar apresenta algumas
modificacbes chamadas de cromatdlise, que se edrh histologicamente por
ingurgitamento da célula, degeneracdo da subst@ecidissl e migracdo nuclear do
centro para a perifeAd As alteracdes presentes no corpo celular séopietadas

como um incremento do metabolismo celular visandodygdo de proteinas
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relacionadas a regeneracdo do citoesqueleto axamnatetrimento da producéo de
neurotransmissores. Essas proteinas, represenf@itadpalmente pela actina e
tubulina, estdo relacionadas ao transporte intgrek a movimentacdo do cone de

crescimentd’.

2.4.3 Modificacdes na regido distal a lesao

As alteragcdes que ocorrem na extremidade distabxdmio iniciam com a
degeneracdo axonal, denominada de degeneracaorigvefie Durante este evento, o
citoesqueleto e o0 axoplasma se degeneram deixandoespondente tubo endoneural
vazio. A destruicdo da bainha de mielina estimuddivadade dos macrofagos e células
de Schwann resultando na remoc¢do da maioria das fsggmentos. As células de
Schwann desempenham importancia fundamental nanesggo, atuando como
condutores fisicos que possibilitam o direcionamelns axénios durante o crescimento
em direcdo ao oOrgdo-alvo. Essas ceélulas aindaeayess a propriedade de produzir
elementos da matriz extracelular como proteinoghisa colageno e fatores
neurotréfico&*

A regeneracdo que ocorre no sistema nervoso peofé@sta diretamente
relacionada a possibilidade de manutencédo dasasélid Schwann independentemente
da degeneracédo do axonio. Essa sobrevida, que giodgr meses no coto distal de
animais submetidos a axonotomia. Ocorre pela exigtéde uma série de sinais

celulares produzidos pelas proprias células de &huwndependente do contato com 0s

axonio£’.

2.4.4 Modificactes no local da lesdo
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Nervos periféricos lesionados de forma suficieatecausar axonotmese e
neurotmese sofrem degeneragao imediatamente nodedaséo. Este evento pode ser
observado j4 nas primeiras 24 horas apés o tr&urda rompimento do nervo, a
primeira nitida alteracdo que se observa é a geirdo mesnfd. O intervalo formado
entre os cotos € preenchido por sangue formandmsecoagulo de fibrina. Na
extremidade do coto proximal, os axénios formantrpsdes axoplasmaticas que sao
denominadas de brotos de crescimento. Por estegsmccada axonio pode originar
varios outros axonios delimitados pelo perineusie brotamento axonal esta presente
precocemente, podendo ser observado em apendmtessapds a ocorréncia da leséao
nervos&’.

Logo apos a formacdo dos brotamentos axonais abserwm aumento na
presenca de mitocéndrias e vesiculas e estasugaytassam a ser denominadas cones
de crescimento. Um cone de crescimento possui nemuante duas porcdes: a regiao

do lamelipédio e os filopodios (Figura 4).
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Figura 4- Representacdo esquematica da extremidade
do axonio e seu cone de crescimento. Observar a
presenca dos brotamentos e projecdes (lamelip@&dios
filopodios). Fonte: Martir.
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A regido do lamelipddio é definida como a areare¢wnla extremidade do cone,
apresentando constante remodelamento pela formag&tracdo dos filopddios. Os
filopédios por sua vez, caracterizam-se por expEg&in forma de espiculas que se
estendem e se retraem a partir da superficie delifadio, movimentados pela
contragdo dos filamentos de actina e formando weda poligonal complexa no seu
interior. Por meio desta disposi¢éo, o cone decocresito atua de forma semelhante ao
movimento amebiano, explorando o microambienteaegtular e buscando interacao
de receptores de superficie com estimulos adequdtis como fatores de
crescimento), fornecendo reorientacao apropriada@arescimento axonal em direcao

ao coto distal e 6rgéo-altfo

2.5 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Plasma rico em plaquetas (PRP) é definido como awhime de plasma
autélogo com uma concentracéo plaquetéria acimantiess fisiol6gico&"®> Apesar
de existirem divergéncias quanto a correta nomtmela encontramos ainda na
literatura as seguintes terminologias: gel de @&ag) concentrado plaquetério e plasma
rico em fatores de crescimefft6>

Os estudos com PRP iniciaram ha aproximadamen&n88® e desde entéo
vem sendo utilizado clinica e experimentalmentand® beneficiar a regeneracdo 6ssea
e de tecidos moles em humanos e anithais

Algumas caracteristicas peculiares desse tipordpitecelular tem resultado em

um crescente interesse da comunidade cientifioa: dga facil processamento, sao

autélogas e, portanto seguras (biocompativeis) eesaptam baixo custo
33



operaciondf**>® Sua acdo remete a um aumento local das concesrde multiplos
fatores de crescimento e proteinas secretérias

Fatores de crescimento sdo uma classe de mediduiotégicos naturais que
regulam eventos celulares ligados a reparacaoucidravés da ativacdo de receptores
especificos na membrana celular. O mecanismo dac¢aiu inclui proliferacéo,
quimiotaxia e producéo/diferenciacdo de matrizle€il

Dentre os fatores de crescimento derivados dasugtas| incluimos os trés
isbmeros dos fatores plaquetarios (PDésk-PDGFSB e PDGFef), dois dos
numerosos fatores de crescimento transformador&~fL e TGFf2), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), fator descimento semelhante a insulina
(IGF-I e IGF-1l), fator de crescimento fibroblastiFGF) e fator de crescimento
epitelial (EGFj*®*%® Nesses concentrados plaquetarios encontramosa dirés
moléculas de adesé&o, conhecidas como fibrina,rfdmtina e vitronectina, responsaveis
por atuar na osteoconducéo, promover migracaoliapigeservir como matriz para o
tecido 6sseo e conjuntivo. Segundo SPrras principais fatores envolvidos com a
regeneracao tecidual sdo: TBHPDGF, VEGF e IGF.

O PDGF apresenta-se como uma familia de fatores casscimento
polipeptidicos, constituida por 2 subunidades kgador pontes dissulfidicas € B),
podendo aparecer de trés formas: PDGFPDGF$B, e PDGFef. E encontrado
principalmente em plaquetas, mondcitos, macrofagglalas musculares lisas e células
endoteliai$. O PDGF é o primeiro fator de crescimento a agir processo de
regeneracao e seu efeito depende da presencards fatbres de crescimento, atuando
como um quimioatraente para fibroblastos, leucécitcélulas musculares lisas e
macrofagos. Age ainda como um potente fator mitcgérpara células tronco

mesenquimais, incluindo fibroblastos e células mlases lisas.
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O TGF$ é um polipeptidio de duas cadeias que existe gmoduto de trés
diferentes genes: TGFL, TGF$2 e TGFB3. O TGFB1l é encontrado em altas
concentracdes nas plaquetas e nos 65s6s TGFS2 é uma molécula regulatéria
fundamental que atua por mecanismos paracrinosderaos, ndo ficando limitada ao
microambiente das células que o produZe® TGF possui também efeitos adversos,
ele possui habilidade de antagonizar os efeitoégmitos (acdo anti-proliferativa) de
outros fatores de crescimento, como o fator decornemto epidermal derivado de
plaquetas (PDEGF) e o PDGF

Outros importantes fatores de crescimento encardrad PRP séo o VEGF e
EGF. O VEGF tem como principais funcdes aumentarpeameabilidade do
microambiente, promover proliferacdo/migracdo egkilangiogénesd™ O EGF é um
potente mitbgeno para fibroblastos, células epitelie endoteliais estimulando a
epitelizacdo e também estimulando a angiogéhé&se

O PRP deve ser obtido a partir de sangue com agttante, pois a formacao
de coagulo promove retencdo plaquetaria preparacdo do PRP tem inicio com a
adicdo de citrato ao sangue coletado, promovendsad®rma a ligacdo do calcio
ionizado e inibindo a cascata de coagulatd® ACD-A é considerado o melhor
anticoagulante para a obtencdo de concentraddagigepas, pois mantém a viabilidade
plaquetaria por um periodo mais lofiydrécnica de dupla centrifugacéo é necessaria
para um processamento efetivo do concentrado paipié A primeira centrifugacéo,
denominaddhard spin” separa as células vermelhas do plasma (que cqiéémetas,
células brancas e os fatores de coagulacéo). Gélatenelhas (im didmetro), células
brancas (7 a 1Bn diametro) e plaquetas (@n diametro) apresentam grande diferenca
no tamanho o que torna facil a separacdo duramiecesso de centrifugacaoA

segunda centrifugacdao, chamadaft spiri concentra as plaguetas formando assim
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duas camadas: o PRP e o plasma pobre em plagB&tB3. (Apds essas duas fases de
processamento o PRP necessita ser ativado pel@aaliiyadores, visando reverter a

acdo do anticoagulante e promover a coagulacaaiimitua ativacdo plaquetéifa

2.6 ERITROPOETINA (EPO) OU ERITOPOIETINA RECOMBINANE HUMANA

(EPO-rh)

A descoberta da eritropoietina (EPO) deu-se em ,190@ndo Carnot, ao
administrar uma injecéo de soro de coelhos anémitosoelhos normais, verificou que
estes tinham a producdo de hemacias aumentadancpal sitio de sintese renal foi
descoberto por Jacobson em 1957, sendo que mdiant@nte, especificou-se com
maior preciséo o local de producéo: as célulasyeriares renaf§””.

Em 1983 o gene da molécula foi identificado e dflpapermitindo sua
producdo em laboratoério para utilizacao clinica (€&85). Sua producéo laboratorial se
da a partir do ovario do hamster chinés, do rinfildetes de hamsters ou de células
humanas a partir de tecnologia de DNA recombir&nhte

A EPO é uma glicoproteina pleiotropica de baixoope®lecular (30,4 kDa),
formada por 165 aminoacidos que desencadeia uraahoytnonal de estimulacéo e
manutenc¢&o da eritropoiese, bem como de difercawide eritrocito$® E produzida
principalmente pelos rins, mas também é secretadarpa série de células do sistema
nervoso central, atuando via ativagao dos receptigenembrana (EPO-r) encontrados
tanto no sistema nervoso periférico quanto nomizteervoso central

Trabalhos recentes vém mostrando um efeito pogitavatilizagdo da EPO com
o objetivo de interacdo com a lesdo neétfaEm alguns estudos, foi possivel observar

que a producédo local de EPO e seus EPO-r aumenggpasnlesdo cerebral e espinhal,
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principalmente em neur6nios motores e seus axdnieknizados''% Como exemplo
das evidéncias de beneficio do uso da EPO em lesfsstema nervoso, citam-se 0s
resultados promissores do seu emprego em estug@esiragntais de trauma cerebral
focal e difus8’ isquemia e lesdo traumatica do corddo espfhkalesdes do sistema
nervoso periféricd®® Na opinido de McPherson e Jiiula EPO representa um dos
mais promissores agentes neuroprotetores sob igaeitd na atualidade. Ehrenréith
cita que essas evidéncias representam uma novéaeifeornpara a neurociéncia
translacional.

Os EPO-r pertencem a superfamilia de receptorestoenas classe |, onde
encontramos ainda os receptores de interleucindL-3r), interleucina 4 (IL-4r),
interleucina 6 (IL-6r), prolactina, hormonio de stinento e o receptor do fator
estimulador de coldnia macrofagica granulociticR{GSFr)®®. A ligacdo da EPO com
seu receptor especifico desencadeia nele uma nadarnformacional levando a
ativacdo sequencial de duas rotas bioquimicas emafde cascata que promovem sua
sobrevivénci&.

A auto fosforilagdo da Janus quinase 2 envia um siansdutor ativando dois
componentes; um deles pertence a familia STAT, adanfosfatidilinositol 3 quinase e
outra proteina quinase ativada por RAS-mftbsk sequéncia desses eventos encontra-

se representada na Figura 5.
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Figura 5- Representacdo esquematica dos eventos sequeRdciaisto
fosforilacdo da Janus quinase 2 pela EPO. Fonteudfu
Como parte de um sistema neuroprotetor endogeBBaatua como substancia
anti-apoptotica, anti-inflamatoria, antioxidantes dfeito neurotrofico, angiogénico e
com atividade modulatéria das células tronco, afteéo assim sua plasticid&4de
Pesquisas tém afirmado que a EPO tem a capacidageoteger culturas de
neurdnios contra a atividade téxica do glutamasmuzindo o dano de isquemia

neuronal e disfuncéo neuroldgica em modelos exertais de traumia vivo™.
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3.JUSTIFICATIVA

O interesse pelo estudo da regeneracdo nervodérariaumentou muito nas
tltimas décadas. Fatores como 0 progressivo impsmt@mecondmico causado pelo
trauma e suas diferentes formas de incapacitaadpao exponencial crescimento da
engenharia tecidual elevaram muito o nimero deuisess] nessa area. Mesmo com o
desenvolvimento de novos biomateriais e o0 aperdeignto das técnicas
microcirirgicas de reparo nervoso, ainda hoje, @peracdo funcional apresenta
indices bastante indesejaveis em muitos casos.

Diversas substancias adjuvantes e fatores trofiéas sendo estudados com o
objetivo de melhorar a regeneragdo nervosa e @usi@us mecanismos de atuacao.
Nesse contexto insere-se a terapia celular, qaeéstrdos concentrados plaquetarios
promove modulacdo do ambiente, estimulando a quexiee ativando diferentes rotas
metabdlicas que beneficiam a atividade regenerptiseoce.

Com o objetivo de tratar lesdes no sistema nerpesiéérico, a literatura vem
creditando a mesma expectativa para a eritropaietiamonstrando notavel atividade

neuroprotetora e neurorregenerativa.

39



4.0BJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do PRP e da EPO, de forma isolmd@&m associa¢éo, na lesao
aguda experimental com perda de substancia em n&tico de ratos Wistar reparado

por tubulizagdo com protese de silicone.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se existe diferenca na concentracdo @tayia e mensuracdo de FC
(TGF$, PDGFeap e VEGF) obtidos através de 2 formas de puncdousaeg e 3
diferentes protocolos experimentais de obtencdeRre.

Verificar se existe diferenca na regeneracdo deoneiatico de ratos, obtida
através de duas concentracBes plaquetéarias (1000(plaquetas.ifl e 2.000.000
plaquetas.|i) administradas por tubulizacéo pelo periodo pé&saiprio de 90 dias.

Avaliar quantitativa e qualitativamente as dife@nentre o grupo autoenxerto e
0S grupos tubulizagdo na regeneracao de nervoaiddi ratos Wistar pelo periodo pos-
operatdrio de 90 dias.

Avaliar quantitativa e qualitativamente as dife@ncentre 0s grupos
experimentais (PRP1, PRP2, PRP+EPO e EPO) e aemtf(altoenxerto e solucdo
salina) na regeneragcdo de nervo ciatico de ratasavWppelo periodo pos-operatério de

90 dias.
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5.MATERIAIS E METODOS

O referido estudo foi desenvolvido em trés fasegsieeciais utilizando um total
de 70 animais Rattus norvegicus)provenientes do vivario do Laboratério de
Habilidades Médicas e Pesquisa Cirurgica da PUQRBIPC-PUCRS). Os animais
foram mantidos individualmente em caixas plasticady controle de ciclo de luz
(periodo claro-escuro de 12h), a temperatura cad@ode 22 + 1°C e com agua e

alimentacaad libitum

5.1FASE 1

Foram utilizados 16 ratos Wistar, machos adultom ¢c® meses de idade e
aproximadamente 250 gramas. A primeira fase avalialiferenca na concentracao
plaquetéaria e producaol/liberacéo de fatores deionesto (TGF, PDGFeap e VEGF)
obtidos entre dois métodos de coleta sanguineg§puadrtica e puncgéo cardiaca) e trés
protocolos diferentes de obtencao do PRP (protedd|d e C).

Na puncgdo adrtica, realizou-se celiotomia na linfé&dia ventral e apds promover
afastamento das alcas intestinais e lobos hepapoosioveu-se puncdo da aorta
abdominal com cateter periférico 24G. Para colat&raicardiaca, realizou-se
toracotomia (esternotomia) e puncionou-se o ventriesquerdo até exsanguinacao
(agulha 25x7mm e seringa de 10 ml com aproximadterie® ml de citrato de sddio A
[ACD-A]). O contetdo sanguineo total (aproximadataefhml) foi transferido para um
tubo de onde foi separado uma amostra BO@ara contagem plaquetaria e
quantificacdo de fatores de crescimento TGRDGFep e VEGF (valor basal de

plaguetas). O volume sanguineo restante foi digideim trés aliquotas iguais,
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submetidas ao processo de obtencdo do PRP de amomd@® diferentes protocolos

selecionados da literatura (protocolo d8 8% e (). Ressalta-se que as metodologias
foram escolhidas em virtude da grande citacdo dessteidos em peridédicos com alto
indice de impacto. O organograma apresentado naaF&§demonstra a sequencia dos
procedimentos realizados apés a coleta sanguireanéodos de obtencdo de PRP

apresentam-se detalhados na Figura 6.

Amostra sanguinea

Aliquota 1
(concentragdo
plaguetdria e dos FC)
VALOR BASAL

Aliguota 2 Aliguota 3 Aliquota 4
(concentragdo (concentragdo (concentragdo
plaquetaria e dos FC) plaquetaria e dos FC) plaquetaria e dos FC)

PRP A PRP B PRP C

Figura 6: Sequéncia de eventos realizados desde a colajaisaa até o processamento
dos diferentes protocolos de obtencdo de PRP eumd® dos fatores de crescimento

TGF{, PDGFeaf e VEGF (sangue basal e sangue tratado).
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Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3

(Nagaeetal., (Okuda etal., (Oyamaetal.,
2007) 2003) 2004)

'8 ™ 4 ™) r ™)
centrifugacdo 1: | | centrifugacdo 1: | | centrifugacdo 1:
250g, 10 min. 360g, 10 min. 160g, 20 min.
centrifugacéo 2: | | centrifugacgdo 2: | | centrifugacgdo 2:
1000g, 10 min. 820g, 15 min. 400g, 15min.

Figura 7: Metodologias empregadas na obtencdo do PRP cosloeidade

(forca G) e tempo (minutos) de centrifugacdo dés protocolos de obtencao

do PRP.

As amostras sanguineas (exceto a fracdo de meéeuragal) foram submetidas a
dupla centrifugagdo em temperatura ambiente (Hetmiversal 320,
Buckinghamshire, Inglaterra). A primeira centrifgga separou as células vermelhas do
plasma (que contém plaquetas, células brancasoeedatie coagulacdo). A segunda
centrifugacdo separou as plaquetas e as célulasdsrge um eventual resquicio de
células vermelhas) do plasma. Posteriormente g8dsade PRP e o sangue basal foram
submetidos a contagem plaquetaria automética (ABtzHoériba, Séo Paulo, Brasil) no
Laboratorio de Analises Clinicas Veterinarias (LAEN da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS). Para mensuracédo dosefatte crescimento (TGH,
PDGFap e VEGF), foi realizado ensaio imunoenzimatico (Qikine, R&D Systems,
Minnesota, USA) no sangue basal e nas fragbes d@ PRiboratério de

Imunodiagnostico da PUCRS). Dessa forma, foi pesstemparar a concentracéo
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plaquetaria e os fatores de crescimento obtidoartir glo sangue basal e dos trés

métodos de producédo de PRP.

5.2 FASE 2

A partir dos melhores resultados obtidos na faseprbduziram-se duas
concentrages de PRP (1.000.000 e 2.000.000 pimjuet PRP1 e PRP2,
respectivamente) para aplicacdo no nervo ciaticorates Wistar submetidos a
tubulizacéo (gap de 10mm). Essa etapa de experg@mtutilizou 36 ratos Wistar,
machos, adultos de 3 meses de idade e aproximatar2®d gramas. Trinta e dois
animais foram distribuidos aleatoriamente nos dpigpos experimentais (PRP1 e
PRP2) e dois grupos controle: auto enxerto auto{8@g e solucéo salina (SS). Outros
quatro ratos foram utilizados como doadores deusapgra obtencéo do PRP.

Apés estabelecimento do modelo experimental, as doacentracdes foram
administradas internamente ao tubo. O PRP foi @bivaediante administracdo de
trombina bovina e cloreto de calcio (20 pl de PRB aul de ativador). No grupo SS,
solucao fisiolégica 0,9% (40 ul). foi administrasidernamente no tubo de silicone
visando padronizar o estimulo gerado com o trattaméds resultados obtidos nessa

fase serviram para definir os grupos da etapa poste

5.3 FASE 3

Na terceira e Ultima fase do estudo foram criadoss chovos grupos
experimentais (tratados com EPO), objetivando coampaeus resultados com o0s

valores obtidos na fase anterior (mesmo modelorarpatal de lesao).
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Nessa fase, foram utilizados 16 ratos Wistar aduttam aproximadamente 3
meses de idade e 250 gramas, aleatoriamente digidein dois grupos de
experimentacdo: EPO+PRP2 (2.000.000 plaquetyseEPO. Outros 2 animais foram

utilizados como doadores de sangue.
5.4 PROTOCOLO ANESTESICO

Os procedimentos anestésico-cirurgicos foram meddi no Laboratério de
Habilidades Médicas e Pesquisa Cirlrgica da Fadalde Medicina da PUCRS. Os
animais foram anestesiados através de associagdoritizato de cetamina (60mg:Kg
e meperidina (10mg.|‘<Jg administrados na mesma seringa via intraperidiiea

5.5 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO DO NERVO CIATICO

5.5.1 Procedimento de tubulizacdo do nervo ciatico

Os animais foram posicionados em decubito latéiralto para acesso a regiao
craniolateral da coxa. Na antibioticoprofilaxia fempregada ampicilina sddica (40
mg.kg?, IM). Os animais foram tricotomizados e colocadmbre bolsa térmica
aquecida de forma a evitar hipotermia transopdeatéfodos os procedimentos
operatdrios foram desenvolvidos de forma asséptaeecutados pelo mesmo cirurgiao.
Apoés incisdo da pele, tecido subcutaneo e fastaaok musculos vasto lateral e biceps
femoral foram afastados e o nervo ciatico esquéilsimado de suas inser¢cdes. Sob
visibilizagdo auxiliada por microscépio cirurgidd.F.Vasconcellos, Sdo Paulo, Brasil)

com magnificacdo de 25 a 40x, um segmento do néevb0 mm (defeito critico) foi
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criado com tesoura microcirdrgica (antes da trégéo do ciatico em ramos tibial, sural
e fibular comum). Posteriormente, um tubo de sie¢diametro interno de 2 mm) foi
fixado com fio de polipropileno 7-0 (Prolene®, BY Hthicon, S&o Paulo, Brasil) em
pontos epineurais nas extremidades criadas (unopgmokimal e outro distal). Para
fechamento da incisdo de acesso, a fascia latpetedoram suturadas separadamente
em padrdo continuo simples e interrompido simplesspectivamente (nailon

monofilamentar 5-0, Ethilon®, Ethicon, Sdo Paulmd).

5.5.2 Procedimento de auto enxerto no nervo ciatico

Sob visibilizagcdo por meio de microscopio cirargi@.F.Vasconcellos, Séo
Paulo, Brasil) com magnificacdo de 25 a 40x, umrsggo de 10 mm do nervo ciatico
(mesma localizagdo anatbmica do modelo experimearitdrior), serd ressecado e
enxertado no mesmo sitio usando pontos isoladoe@@iis com fio de polipropileno
7-0 (Prolene®, BV 1, Ethicon, Sao Paulo, Brasil)feBhamento da incisdo de acesso

foi realizado da mesma forma anteriormente descrita

5.5.3 Periodo pds-operatorio

No pés-operatério imediato foi administrado cetégmo (5 mg.kg, SC, cada
24 horas, durante 2 dias) e cloridrato de tramg&lolg.kg*, SC, cada 12 horas, durante

2 dias) como medicacao analgésica/anti-inflamatoria

5.6 ADMINISTRACAO DA ERITROPOETINA (EPO)
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Nos grupos EPO+PRP2 e EPO a eritropoietina (Hem@pr8ergamo, Sao
Paulo, Brasil), foi administrada via subcutanea )(S@a dose de 1.000 Ul.Rg
imediatamente apos o término do procedimento doar(uma vez ao dia, durante 14
dias). Os animais dos outros grupos receberam &wlsalina 0,9%, na mesma

posologia.

5.7 PROCESSAMENTO E OBTENCAO DO PLASMA RICO EM PLAGTAS

(PRP)

Da fragdo sanguinea total (aproximadamente 7ml 208t de ACD-A) foi
separado 200 ul para contagem plaquetéria (comgdatbasal). A fracdo restante foi
submetido a dupla centrifugacdo em temperatura etebi(Hettich-Universal 320,
Buckinghamshire, Inglaterra). A primeira centrifgga (250g por 10min.) separou as
células vermelhas do plasma (que contém plaquetdslas brancas e fatores de
coagulagcédo). A segunda centrifugagdo (100g por D) reeparou as plaquetas e as
células brancas (e eventual resquicio de célulaselbas) do plasma. Posteriormente
as fracdes de PRP foram submetidas a contagemepdaigu(contador automético ABC
Vet-Horiba) no Laboratério de Andlises Clinicas é&fetarias (LACVET) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFR@&8avés de diluicdo do PRP com
plasma pobre em plaquetas (PPP) foi possivel ajast@oncentracdo desejada para

aplicacao no experimento.

5.8 TESTE DE MARCHA (Wlking Track Tegt
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Os animais foram submetidos ao teste de marchaassafela em periodos pré-
determinados (0, 7, 15, 30, 60 e 90 di&¥) O indice de Funcdo do Ciatico (IFC) foi
calculado através da mensuracdo das pegadas dariagd.

Tiras de papel brancas foram inseridas sobre pdasde madeira (43x 8,7x 5,5
cm), fechada nas laterais e dotada de abrigo peatoao final do trajeto. Os animais
tiveram a superficie plantar dos membros pélvidogagas com tinta nanking preta e
foram posicionados na passarela para caminhar gmanelo o papel.

Foram feitas as seguintes mensurac¢des para caouleC: comprimento total
da pegada (calcanhar até o 3° dedo); distancia pritneiro e quinto dedo; e distancia
entre segundo e quarto dedo. Na interpretacdoregltegativos proximos de cem (-
100) indicaram disfuncdo severa do nervo e valoeggativos proximos a zero (0)

significaram disfuncao leve ou fungao normal.

5.9EUTANASIA

Os animais foram submetidos a eutanasia atravassteiacdo de cloridrato de
cetamina (180mg.kb e meperidina (20mg.ﬁg administrados nha mesma seringa via

IP.

5.10 ANALISE MACROSCOPICA

Apés a eutanasia, a coxa do animal foi novamengssada para retirada do
nervo ciatico dos animais (grupo AE ou grupos tizbigho). Nesse momento foi
realizada avaliagdo macroscopica constando-se siéegia ou auséncia de nervo

neoformado dentro do tubo de silicogey).
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5.11 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Depois de retirado, o nervo foi seccionado trarsatarente gerando trés
segmentos: proximal, medio e distal. As amostrasadia segmento foram fixadas em
glutaraldeido 2,5% (tampéo fosfato 0.1M) por 48kemperatura ambiente. Apds a
fixacdo, os tecidos foram lavados em tampdo fosfptd 7.4) e pds-fixados em
tetroxido de 6smio 1%. Seguindo, as amostras fanamidas em resina epéxi (moldes
de silicone numerados com cavidades de 5 mm deniofade). Este molde oferece
orientacdo e angulo de corte adequados para aS8esedQ nervo. Posteriormente, as
amostras foram clivadas (cortes semi-finos de lemm)ultra-micrétomo (SuperNova,
Reichert-Yung, Austria) e coradas com azul de ¢iha 1% para observacdo em
microscopia de luz. As laminas foram analisadasegpecialista cegado em relagcéo ao
delineamento do estudo.

Os parametros morfométricos avaliados foram: diamdb nervo, didmetro
axonal, espessura da bainha de mielina, densidamtealae presenca de degeneracéo
Walleriana. Para contagem celular foi utilizadotwafe analisador de imagens Image
Pro Plus, versdo 4.1. Os parametros foram avaliattasés da média, selecionando de

forma randomizada 10 campos em aumento de 400x.

5.12 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos com o experimento foram expeegsba média e desvio
padrdo. A avaliacdo estatistica foi realizada @sala analise de variancia (ANOVA)

com o software estatistico Statgraphics Plus 5tatg8int Technologies, Georgia,
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USA) usando nivel de significancia de 5%. Comparagimultiplas foram realizadas

usando o teste LSD (Least Significance Difference).

5.13 ASPECTOS BIOETICOS

O presente estudo foi realizado respeitando o®posgoara minimizar a dor e o
sofrimento dos animais, em conformidade com a uedol 714 de 20 de junho de 2002
do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMMmbém estd de acordo com a
lei que regulamenta o uso de animais na experip@mté_ei Arouca, n. 11.794, de
08.10.2008). Todos os procedimentos que de algwmaaf pudessem causar dor,
angustia ou sofrimento (incluindo os procedimeniodrgicos e a eutanasia) por parte
dos animais foram realizados sob anestesia gerstiith anteriormente).

A pesquisa em questdo foi aprovada pelo Comité it Ppara o Uso de
Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catélida Rio Grande do Sul (PUCRS)

sob o numero de protocolo 10/00155 (Anexo A).
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6.RESULTADOS

6.1 CONCENTRACAO PLAQUETARIA

Os resultados foram expressos pela razdo conca@atrgfaquetaria no

PRP/sangue basal (concentracao relativa).

6.1.1 Puncéo cardiaca

Os valores de contagem plaquetaria no sangue b@asah 404,88 + 55,85;
enquanto que os valores de PRP foram 1756,63 2854418,75 + 403,34 e 1322 +

236,43 para os protocolos A, B e C, respectivamente

6.1.2 Puncéo adrtica

Os valores de contagem plaquetaria no sangue farsah 463,63 + 97,6;
enquanto que os valore de PRP foram 1507,63 + 846444,50 + 501,50 e 1355 +
333,39 para os protocolos A, B e C, respectivamente

A andlise de variancia mostrou diferenca signifigat(p = 0,0331) entre os
tratamentos aplicados. Concentracdo de plaguetddaopor puncdo cardiaca em
combinag&o com o protocolo A apresentou o melhsulteédo. Entretanto, ndo houve
diferenca estatistica significante entre os valaeplaguetas sem contar a forma de

coleta sanguinea (Figura 8).
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Figura 8: Valores plaquetérios (concentragdo no PRP/ valsalpa
considerando dois métodos de puncédo sanguineé&éaeértardiaca) e
trés protocolos de obtencdo de PRP (A, B e C).

6.2 FATORES DE CRESCIMENTO

Os valores dos fatores de crescimento P&FPGDFofp e VEGF no sangue
total e nos trés diferentes protocolos de obtedgdBRP (protocolo A, B e C) (Tabela
1). Os resultados obtidos a partir da avaliacaofatoses de crescimento aparecem nas
Figuras de 9 a 11. Nenhum dos tratamentos apreseliterenca significativa nos

valores de TG (p = 0,8262), PDGlg (p = 0,9359) e VEGF (p = 0,9995).
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Tabela 1: Média (+DP) dos fatores de crescimento ({p§. no sangue basal e a partir

de trés diferentes protocolos de PRP (A, B e Gjlobtatravés de puncédo aortica ou

cardiaca.
Sangue basal PRP A PRP B PRP C
Cardiaca TGHBL 38,17+11,81 31,50+3,78 32,61+3,78 39,56+12,41
PDGFof 11,41+2,42 12,91+2,68 11,10+1,84 12,14+1,74
VEGF 48,75+22,29 65,00+2,36 64,17+3,97 64,58+2,50
Adrtica TGF$1 36,78+6,82 34,2844,57 35,11+595 37,89+7,93
PDGFof3 12,66+1,47 13,95+1,72 13,04+1,20 13,60+1,02
VEGF 47,08+20,34 69,58+4,59 70,00+4,08 67,08%3,70
1,40
120 .|.
o { [ { | -
8 080 — —
o
& Cardiaca
& 060 — -
= m Adrtica
E 040 +— —
0,20 —— ==
0,00 ; L.
B C

PROTOCOLOS

Figura 9: Valores de TGHB1 (PRP / valor basal) nos trés protocolos de

separacao de PRP (A, B e C) obtidos por puncacad cardiaca.
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Figura 10: Valores de PDGIef (PRP / valor basal) nos
trés protocolos de separacao de PRP (A, B e Ciasbpor
puncao adrtica ou cardiaca.
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Figura 11: Valores de VEGF (PRP / valor basal) nos trés
protocolos de separacdo de PRP (A, B e C) obtidosppncao
aortica ou cardiaca.
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6.3 ANALISE MACROSCOPICA

Sobre a aplicacdo clinica do PRP, observamos eindiacroscopico de
neurorregeneragdo (crescimento visivel do segmméidio dentro do tubo) bastante
variavel (100, 71, 71, 57, 14 e 33% para os grénsEPO+PRP, EPO, PRP 2, PRP1 e
SS). Observou-se ainda espessuras macroscopicaveiarde nervo neoformado,
sendo que em alguns animais, constatou-se apgrasenca de liquido amarelo claro
na cavidade interna do tubo. Em virtude da subgiztde de avaliacdo estas observacdes
nao foram mensuradas. As Figuras de 12 a 15 deraonatguns exemplares de nervos
(de grupos variados) imediatamente apos fixacatal@ovariabilidade de espessura do

nervo neoformado ou a auséncia de regeneracgao).

Figura 12: Segmento de nervo ciatico
regenerado a partir de técnica de tubulizacéo
(grupo EPO+PRP).
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Figura 13: Segmento de nervo ciatico
regenerado a partir de técnica de
tubulizac&o (grupo EPO).

Figura 14: Segmento de nervo ciatico
regenerado a partir de técnica de
tubulizacéo (grupo PRP2).

56



Figura 15: Segmento de nervo ciatico
regenerado a partir de técnica de
tubulizac&o (grupo SS).

gL

Figura 16: Segmento de nervo ciatico apresentando auséncia de
regeneracao a partir de técnica de tubulizaca@@gARP1).
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6.4 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Andlise histomorfométrica foi realizada em cadados segmentos dos nervos
ciatico: proximal, médio e distal. Foram avaliag@sdmetros como didmetro do nervo,
espessura da bainha de mielina e didmetro axomahb&m se comparou entre 0s
grupos as variaveis densidade axonal, degeneragileridha e relacdo de axbnios

mielinizados/amielinizados.

6.4.1 Segmento proximal

O diametro do nervo no segmento proximal foi 1,1®24; 0,67 + 0,18; 0,95 +
0,25; 0,78 £ 0,24, 0,85 + 0,27 e 0,81 = 0,33 mnape grupos AE, SS, PRP1, PRP2 e
PRP+EPO e EPO, respectivamente. Sobre essa var@ejrupos estudados nao
demonstraram diferenca significativa (p>0,05) (Fagi2).

Entretanto, a espessura da bainha de mielina fairria=0,014) nos grupos AE
e SS (1,61 £ 0,44 e 1,32 = 0,87 um, respectivarh@mecomparagdo com 0S grupos
PRP2, PRP+EPO e EPO (0,44 + 0,35; 0,54 + 0,08®00128 um, respectivamente).
O grupo PRP1 (0,76 + 0,58 um) demonstrou valoneslases aos do grupos AE e
PRP2 (Figura 13).

A exemplo do didmetro do nervo, o diametro axoBd(q = 1.42; 3,72 + 3,64;
3,52 + 2,10; 2,55 + 1,78; 2,84 + 0,46 e 2,70 + 1434 para AE, SS, PRP1, PRP2,
PRP+EPO e EPO, respectivamente) ndo apresentoendiée significativa entre os

grupos (p>0,05) (Figure 14).
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Figura 17. Diametro da fibra nervosa ap6és periodo de 90d#as
evolucéo pés-operatoria.

6.2 Segmento médio

No segmento médio, os valores para didametro daorferam 1,09 + 0,22; 0,33
+ 0,03; 0,35 £ 0,01, 0,61 = 0,24, 0,44 + 0,03 5(t40,08 mm para os grupos AE, SS,
PRP1, PRP2, PRP+EPO e EPO respectivamente. O dvafoemaior (p<0,001) no
grupo AE em comparagao aos outros grupos (Figura 12

Os valores para espessura da bainha de mielina 0/68 + 0,10; 0,42 £+ 0,01;
0,51 +0,01; 0,82 +0,12; 0,61 + 0,03 e 0,58 + QM para os grupos AE, SS, PRP1,
PRP2, PRP+EPO e EPO respectivamente. A espessufmindlda de mielina no
segmento médio do nervo foi maior no grupo PRPZ@mparacdo aos demais grupos
(p=0,003) (Figura 13).

Os valores para diametro axonal foram 2,44 + 02606 + 0,08; 2,40 £ 0,01;

3,25 + 0,46, 2,78 £ 0,46 e 2,83 = 0,71 pm para mpap AE, SS, PRP1, PRP2,
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PRP+EPO e EPO, respectivamente (Figura 14). A smaintre 0s grupos

demonstrou diferenga significativa (p>0,05).

25 -
2,0 4
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1,0 - a B

Diametro (micrometros)

05 1

AE Sk PRP 1 PRP2  PRP+EPO EFPO

®Proximal mMedio mDistal

Figura 18. Espessura da bainha de mielina apos periodo dm90
de evolucao pés-operatoria.

10,0 1

Diametro (micrometros)

AE 3F PRF 1 PRP 2 PRP+EPO EPO

BProximal EMadio mDistal

Figura 19. Diametro axonal apos periodo de 90 dias de e&olpds-
operatoria.

6.3 Segmento distal
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No segmento distal o didametro do nervo foi 1,173800,99 * 0,34; 0,88 + 0,54
e 0,94 + 0,50; 2,50+0,79 e 2,19+1,92 para os gr§iasSS, PRP1 e PRP2, PRP+EPO
e EPO, respectivamente (Figura 12).

Os valores para espessura da bainha de mielina 0/26 + 0,05; 0,61 £ 0,46;
0,68 + 0,72 e 0,85 = 0,66; 0,65+0,34 e 0,43+0,34pama os grupos AE, SS, PRP1 e
PRP2, PRP+EPO e EPO, respectivamente (Figura 13).

Os valores para diametro axonal foram 2,81 + 04/33 + 2,1; 4,93 + 4,59 e
2,60 + 2,49; 2,50+£0,79 e 2,19+1,92 um para os grupg, SS, PRP1 e PRPZ2,
PRP+EPO e EPO, respectivamente (Figure 14). Naagéal dos grupos nao foi
encontrada diferenca significativa considerandondi#o do nervo (p>0,05), espessura
da bainha de mielina (p>0,05) e diametro axona) ).

Os parametros densidade axonal, degeneracao \&iadeei relagcdo de axonios
mielinizados/amielinizados seguem tabulados abdbabelas 2, 3 e 4). Nao foi
encontrada diferenca significativa (p>0,05) entse gnpupos na avaliacdo estatistica

desses parametros.

Tabela 2 Média (+ DP) da densidade axonal (axonios*papés periodo de 90 dias de
evolucao pés-operatoria.

Grupos Segmentos
Proximal Medial Distal

AE 0,012 £+ 0,005 0,027 £ 0,008 0,015 £ 0,010
SS 0,016 + 0,021 0,011 £ 0,018 0,011 £ 0,017
PRP1 0,013 £ 0,010 0,005 £ 0,013 0,005 + 0,021
PRP2 0,021 £ 0,017 0,028 + 0,028 0,021 + 0,019
PRP+EPO 0,037 £ 0,020 0,049 £+ 0,020 0,024 £ 0,015
EPO 0,024 + 0,015 0,034 + 0,005 0,012 £ 0,017
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Tabela 3 Média (+ DP) de degeneracdo Walleriana apos ¢gerite 90 dias de
evolucao pés-operatoria.

Grupos Segmentos
Proximal Medial Distal

AE 0,80 +0,44 2,67 £0,82 1,0+£0,71
SS 0 0 0,25 + 0,50
PRP1 1,00 £1,22 0 0,50 + 0,58
PRP2 0,40 £ 0,55 0 0,40 £ 0,54
PRP+EPO 0,50 + 0,54 0 0,43 + 0,53
EPO 0,29 +0,48 0 0,17+0,41

Tabela 4 Média (+ DP) da relagdo axénios mielinizados/éimmados apos periodo de

90 dias de evolucdo pos-operatoria.

Grupos Segmentos
Proximal Medial Distal

AE 527 4,12 3,58 +£2,37 2,04 + 0,86
SS 52,50 + 19,09 30,74 + 5,75 26,84 + 20,03

PRP1 20,62 + 28,92 22,20 £ 2,02 3,31 +0,63
PRP2 22,13 +11,78 24,88 + 18,53 16,13 + 0,18
PRP+EPO 17,78 + 16,38 16,40 £ 10,33 12,57 £ 14,02

EPO 8,26 £ 4,15 13,38 + 16,16 5,51 +8,83

6.5 ANALISE FUNCIONAL POR TESTE DE MARCHAWalking track test)

A funcdo ambulatéria dos animais foi avaliada gsted de marcha em passarela
antes da cirurgia e nos dias 7, 15, 30, 60 e 9fedi@do pos-operatorio. Os valores do
indice de funcao ciética (IFC) aos 90 dias foranthores (p=0,0001) no grupo AE (-

48.62 £ 10.87), seguido dos grupos EPO, PRP+EPB2PRRP1 e SS (-52,47 + 10,52;
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-53,63+ 11,84, -61,28 + 12,42; -67,71 + 9,96; -B4+19,49), respectivamente (Figura

15).
o] 7 15 30 60 90
.10 -
_30 -
@ -50 -
70 1
_90 ~
i Tempo (dias)
= MF =55 =——=PRP ] ==—=PRP} ==—=fPQ ==PRP+EPO
Figura 20. Indice de funcéo ciatica segundo o periodo dicéa
(90 dias de p0Os-operatorio).
7.DISCUSSAO

A concentracdo de plaguetas e consequente prodedatores de crescimento é
um fator decisivo na terapia pelo PRP, podendoeeaelou retardar a regeneracao
teciduaf>®®" A aplicacdo do PRP pode otimizar a migracéo éferacéo de células
mesenquimais ou limitar a diferenciacdo de céldimsinhagem adequada pela sobre-
exposicdo local das células aos fatores de crentifie

A contagem de plaquetas e producdo dos factoresraseimento esta sob
influéncia direta do método de obtencdo de PRRzadi®’®® Muitos protocolos
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experimentais e comerciais sdo citados na litematamo sendo altamente eficazes em
produzir PRP com alta concentracdo plaquetafia’®® Diversos estudos avaliam a
eficacia do PRP na regeneracao tecidual em variadss da medicina. Entretando,
algumas pesquisas relatam resultados bastantelesriéaas vezes até antagonicos na
conclusao sobre sua efetividade. Ao tracar um @araobre estes trabalhos, chama
atencdo a falta de padronizacdo nas técnicas deaad sangue e preparo de PRP, o
que dificulta muito uma avaliagéo coerente.

Muitos estudos tém comparado os efeitos da aplicatidica do PRP em
estudos experimentais controlados ou no tratamdmmequenos grupos de pacietites
Encontramos poucos estudos que objetivem avalipecdcamente os métodos de
concentracdo plaquetaria em humanos ou espéciggianexperimentais (caninos,
felinos, bovinos, equinos, suinos, caprinos, ovinesinos e lagomorfo$)t®41%
Entretanto, investigacdes comparativas de métodasbtencdo de PRP em ratos, uma
das espécies experimentais mais utilizadas na igesduasica, ainda ndo estdo
disponiveis. Em virtude da consideravel diferengiieeplaquetas humanas e animais
(grande diferenca de metabolismo) a extrapolac8aekultados entre as duas espécies
deve ser feito com muito cuidddb

A escolha dos protocolos de obtencdo de PRP faadasna ampla citacéo
bibliografica dos métodos e a necessidade de a@ialiade parametros com
consideraveis diferencas no tempo e velocidade detrifugacdo (poder de
comparagao).

Partindo do principio que os fatores de crescimsétoliberados a partir das
granulos plaquetarios, infere-se que grandes ctnag@es plaquetarias devam gerar
alta producdo de fatores de crescimento. No entafgans estudos ndo demonstram

correlacdo entre a contagem de plaquetas e a prodie fatores de crescimefitd,
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Exemplificando, determinados fatores de crescimetdmo o PDGF e o TGE;- tém
sido identificados em preparagbes PRP com taxasadieicdo bastante variadas (amplo
desvio pardrad}®

Revisando a literatura, encontramos iniUmeros eltagmassiveis de estarem
causando essa discrepancia: estresse celular nputagéo de plaquetas (velocidade e
tempo de centrifugacdo), utilizacdo de diferentediceagulantes, presenca de
leucdcitos na preparagdo final e a utilizacdo derelites tipos de ativadores para
produzir o coagulo de PR O contato do sangue com biomateriais como erserto
vasculares podem evocar inflamacao e efeitos trgémicos’®. A energia de superficie
dos materiais também pode iniciar uma importanta tocombogénica®. Apds o
primeiro contato do sangue com a superficie dosndleriais, as proteinas séo
adsorvidas formando um filme que promove aderépiciguetarid®. Nesse evento, a
principal proteina adsorvida é o fibrinogénio, gadidamente tem importante funcao
na aderéncia das plaquétasNo presente estudo, o ACD-A foi utilizado comtuséo
anticoagulante, pois melhora a eficacia do PRRimes a proliferacéo celuldr.

Plaquetas sdo extremamente sensiveis a qualqueddiprocesso que possa
induzir estresse celular, tanto durante a coletaiguna producdo do PRP. Dessa forma,
a quantidade de fatores de crescimento derivadpldgsetas que ficara disponivel ao
final do processo, depende dos efeitos cumulathadise as plaquetas, iniciados na
insercdo da agulha ou cateter até o fim do proagss$ormacao do coagulo de PRP

Realizando experimentos precedentes em nosso fahoréutilizando ratos),
observou-se uma ampla variacdo de valores de @mtggaquetaria obtidas de
diferentes formas de coleta sanguinea. Adiantéficardo a auséncia de publicacdes
com roedores sobre essa constatacdo, (uma daspasnespécies experimentais)

decidiu-se iniciar uma investigagao.
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Durante o delineamento experimental do estudo,calles pelos métodos de
colheita de sangue central (aorta abdominal e ddrigalo esquerdo) objetivou
minimizar a possibilidade de agregacao/ativacaguataria (presenca de fibrina na
amostra, formacdo de coagulos e liberacdo prececaalores de crescimento). Em
nossa rotina laboratorial (experimentacdo com yatdservamos que durante a coleta
sanguinea, facilmente se formam microcoagulos emngs de fibrina na amostra,
mesmo com 0 animal anestesiado e com técnicaadalizor pessoa experiente.

Em relagdo a concentracdo plaquetéria, foi enatdatiéferenca estatistica entre
0S grupos experimentais (p=0,0331), observando rmeomtagem usando puncao
cardiaca em combinagdo com o protocolo A. Outroomapite achado é a observagao
de que o protocolo A é o mais breve e com maiogafafrotacbes por minuto)
considerando as duas centrifugagbes (250 g, 10 =:il000 g, 10 min). Esta
constatacdo vai ao encontro do reportado por Clergiffloque observou méximo
volume plaquetario proveniente de protocolo comoctempo de duracéo e alta forca
gravitacional (sangue de caninos, equinos e suiAt&n disso, salienta-se que no uso
clinico, o PRP é produzido durante o procedimeritargico, o que reforca a
necessidade de um preparo rapido néo interferindempo anestésico.

Sobre os fatores de crescimento, ndo foi obsendhifdgienca significativa
(p>0,05) entre os trés protocolos de separacadréeddtidos através de puncédo adrtica
ou cardiaca. Com este resultado, foi possivel vbsgue existe discrepancia entre 0s
valores de contagem plaquetaria e fatores de amestd obtidos pelos trés protocolos
de separagcdo de PRP. A incoeréncia entre a prodiedatores de crescimento e a
concentracdo plaquetaria também foi relatada ptoswautore® %% Dessa forma,
compartilha-se da opinido de outros autores, deegsa falta de correlagcdo entre a

contagem plaquetéria, a producédo/liberacdo deesmtde crescimento e a efetividade
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clinica com o uso do PRP pode explicar a ausérei@sultados positivos em muitos
estudos experiment&iS. Baseado em observacdes como essa, referida mlenpe
estudo, Mazzuc8, conclui que a relagéo entre concentracdo pladaggroducdo de
fatores de crescimento e efetividade clinica palecge de estar compreendida.
Adicionalmente, Mazzuc8, ainda refere que a maioria dos estudos ndo eafde
forma suficientemente clara o manejo plaquetanicuindo forma de ativacdo e outros
fatores que interferem com a liberacdo dos fatatescresciments. Visando a
certificacdo dos valores obtidos com o experimefdo,realizada dupla contagem
plaguetaria (contagem manual e automatica) e &itlas amostras com fatores de
crescimento em triplicata.

Sobre a aplicagéo clinica do PRP, o indice macpiszde neurorregeneracao
(segmento médio) é um parametro extremamente iamere deve sempre ser levado
em conta para a avaliagdo de qualquer outro pardimstomorfométrico.

Sdo inumeras as abordagens que podem trazer heseéic regeneragédo
nervosd™® Atualmente, a engenharia tecidual, consideradaa upptecnologia
relativamente nova, vem ganhando espaco e sendoveadmais investigada na busca
de um melhor entendimento de seus mecanismos deMg#os autores tem mostrado
otimizacdo da regeneracéo tecidual com a utilizag&oPRE*'% Segundo essas
publicacdes, esse efeito se da pela utilizacdoudsnfatores de crescimento como por
exemplo, o PDFG, TGB-and VEGF que agem localmente estimulando a pratife
celular.

Adicionalmente, varias outras pesquisas tem mastefditos vantajosos na
utilizacdo da eritropoietina na regeneracdo de angreriférico. Essa citocina atua

através de um mecanismo neuroprotetor endoégeno cgméere atividade anti-
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apoptética, anti-inflamatéria, antioxidante, an@ioiga e modulatéria para células
tronco, influenciando a plasticidade netfal

Em nosso estudo, considerando a porcentagem deeragéo macroscopica,
encontramos 0 auto enxerto (controle positivo) canmaelhor tratamento em relagéo
aos demais grupos (tubulizagdo), provocando regeéderem todos os animais do
grupo. Esse resultado é justificado em virtude &éaita de auto enxerto nao deixar
“gap’ entre 0s cotos para posterior crescimento nerv@saanto, a0 compararmos 0s
resultados do grupo AE com os demais, devemosldaz@&n essa ressalva.

Avaliando os tratamentos dentro da mesma técnicaeparo (tubulizacéo),
observamos claramente um beneficio no uso combidasl@ois fatores (PRP e EPO),
sendo este, um dos grupos com melhores resultad@ganeracdo do nervo periférico

Em uma primeira analise, a adicdo do plasma ricpkaguetas no grupo EPO
parece nao fornecer suporte adicional para umaamntgka regenerativa, uma vez que a
EPO, mesmo que utilizada isoladamente, gerou esRdt iguais na regeneracéo
macroscopica aqueles encontrados no grupo PRP+EB6Gtudo, na tentativa de
diferenciar esses dois grupos, observa-se que o gelRP+EPO apresenta melhores
resultados para a varidvel espessura da bainhaiel@an Essa observacdo pode ser
justificada pela acdo neuroprotetora e neurorrggéma atribuida a EPO somado ao
efeito conferido pelo uso do PRP. Além disso, éortgmte ressaltar que a EPO foi
utilizada sistemicamente por um periodo de 14 dasjuanto que o PRP foi
administrado localmente apenas durante a cirur§gsim, de um modo geral a
neurorregeneracéo nos diferentes grupos pode pegssa como: PRP+EPO > EPO >
PRP2.

A concentracdo plaguetaria e consequente produggtatbres de crescimento é

um fator decisivo na terapia por PRP, podendo emeleu retardar a regeneracao
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teciduaf> 2" 141> Mand®, cita em sua publicacdo que a concentracdo ide&RP
para provocar beneficios na regeneragédo 6sseéeeides moles é 1.000.000 plaquetas
/5 mI* de plasma. Entretanto, salienta-se que esta rectam&n de concentracao refere-
se a utilizacdo em humanos. Em nosso estudo coos, rguando comparamos
separadamente as duas concentracfes plaquetariBRie(1.000.000 e 2.000.000
plaquetasil™), observamos maior indice de regeneracdo macrascépm o emprego
da maior concentracdo. Observamos ainda que a moac@& de 1.000.000
plaquetagll™ apresentou os piores resultados do estudo paraesitguegeneracéo
macroscopica, sendo inclusive menos eficiente qurei@o SS (controle negativo). Essa
constatacdo nos leva a inferir que a concentragi.@0.000 plaquetas? exerce
efeito inibitério na regeneracao de nervos pedt&riem ratos (PRP2>SS>PRP1).

Existem controvérsias em relacdo ao beneficio dzagio de PRP. Muitos
estudos ndo evidenciam vantagens no seti'tfstyma possivel explicacédo para esses
resultados ruins seria a superexposicdo ou opostamEveis baixos/auséncia de
fatores de crescimento (concentracdoes de PRP inadas). Desta forma, acredita-se
que enquanto as concentracdes ideias de PRP o definidas para cada espécie, e 0
mecanismos de a¢do dos varios componentes celulace$or entendido, resultados
Inexpressivos continuardo a existir.

Avaliando os trés primeiros parametros histomorfiices (didmetro do nervo,
espessura da bainha de mielina e diametro axomal)tri®és segmentos do nervo
observamos diferenca estatistica em trés situagdpgssura da bainha de mielina no
segmento proximal (p=0,014) e diametro do nervepegsura da bainha de mielina no
segmento medial (p=0,001 e p=0,003), respectivammeBalienta-se que essas
observacdes sédo de fundamental importancia pavalegio refinada de grupos com

resultados semelhantes para o quesito regenerag&osuoopica.
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As variaveis densidade axonal e degeneracdo Walkerapresentaram o0s
melhores indices com o0s grupos tratados por edigtipa, entretanto, ndo foram
observadas diferencas significativas entre essesdemais 0os grupos de estudo em
funcdo do grande desvio padréo encontrado (altabitdade intra-grupo).

Em relacdo a analise funcional da regeneracdo serymdice de funcéo
cidtica), podemos observar um comportamento cmélix tracado de evolugdo que
acompanha as demais avaliagcdes. Os resultadosen@de uma melhor evolugcdo no
grupo AE (-48.62+10.87), seguido dos grupos EPCRHHO, PRP2, PRP1 e SS (-
52,47+10,52; -53,63+£11,84; -61,28+12,42; -67,7169;94,19+9,49, respectivamente)

(p=0,0001).
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos com o estudo endvaem conta as limitagdes

do mesmo, pode-se concluir que:

Existe diferenca na concentragcdo plaquetaria piddwz partir das duas formas
de coleta sanguinea e dos trés protocolos de émtate PRP. A punc¢do cardiaca e o
protocolo A geraram as maiores concentracoes. tBntoe de forma contraditoria, os
fatores de crescimento avaliados (TREFPDGFep e VEGF) nao diferiram em seu

indice de producdaol/liberacéo.

Existe diferenca na regeneragéo nervosa ao fira9@alias de avaliacdo, obtida
através das duas concentracfes de PRP testadascéntracdo de PRP de 2.000.000
plaquetas.|i! forneceu maior indice de regeneracdo macroscofiadasa uma maior
organizacao estrutural das estruturas histomorficaét A concentracdo de PRP de
1.000.000 plaquetas:fiforneceu indice de regeneracdo macroscépica inf@sigrupo
controle negativo (solucdo salina), podendo-serimtpie exerce efeito inibitério na

regeneracao do nervo periférico.

Ao fim do periodo de estudo, 0 grupo auto enxept@sentou vantagem sobre
qualguer um dos tratamentos usados na técnicébdbzacdo para regenercao do nervo

ciatico de ratos.

Grupos experimentais submetidos a administracaoEB® apresentaram

vantagem na regeneracdo nervosa sobre os gruposadommistracdo de PRP
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(isoladamente) em qualquer das concentracdes asst&rificou-se também que a
aplicacao conjunta de EPO e PRP apresenta vantagbres qualquer outro grupo que
utilize técnica de tubulizacdo no reparo nervosef@ma geral, a conclusdo do estudo
em relagdo aos tratamentos, visando regeneracaeosaerpode ser expressa:

ANG>PRP+EPO>EPO>PRP2>SS>PRP1.
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Background: Researchs about comparison of platelet-rich plagPiP) protocols in
rats, an important species in basic research, hawvget been published. The lack of a
standardized method for processing blood preveniirate comparison of this kind of
cell therapy and can be the reason for contradicdé@perimental results. The present
work aimed to compare two forms of blood collectaord three PRP protocols in rats.
Methods: Sixteen animals divided into two groups accordmthe method of puncture
blood (aortic or cardiac) were submitted to bloadlection. The blood samples were
divided in four aliquots for the quantification platelets and growth factors (TGH;
PGDFap and VEGF) in the baseline blood and three PRP odsth

Results: Significant difference (ANOVA, p0.05) was observed in platelet values
obtained using different protocols. The resultswata higher concentration of platelets
by use of cardiac puncture in combination with Atpcol. Regarding to growth factors,
there was no significant difference between theigso

Conclusion: The A protocol for cardiac puncture showed advastag for
concentrating platelets. There is no differencewbenh the growth factors values
obtained by different PRP preparation methods.heurstudies are needed to elucidate
the mechanism of growth factors production/releasd the reason for the lack of

proportionality between platelet concentration gralvth factors production in rats.

INTRODUCTION

The tissue regeneration has been widely studiethensurgery areas and its
specialties. Several cell therapy has been optohize achieve early recovery,

improving the function and aesthetics to the pasiefi’ The platelet-rich plasma has
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stood out for being a biocompatibile cell theragpgsy availability, low cost and safe for
use in surgery, especially plastic and reconstracturgery” > °

Platelet-rich plasma is a volume of autologous mkasthat has a platelet
concentration above baseliht Normal platelet count in human blood range between
140.000.uf and 400.000.fi and average about 200.000‘3f Normal platelet
counting in Wistar rats blood range between 150;@0dtand 1.500.000.{1*°

The growth factors include three isomers of pételerived growth factor
(PDGFo0, PDGF-BB, PDGFeap), two transforming growth factor beta (TGE; TGF-
B2), vascular endothelial growth factor (VEGF), bpltal growth factor (EGF), and
insulin-like growth factor (IGF)*® However the main growth factors involved in tissue
regeneration are: TGF- PDGF, VEGF and IGE Platelet-rich plasma also contains
cell adhesion molecules such as fibrin, fibroneciind vitronectin which act in basic
aspects of wound healing®

The PRP regenerative capacity depends on the dd\grlowth factors released
by platelets, thus the platelets number and itbilig will define the PRP quality?
Therefore, it is essential that the process ofinintg the PRP is performed according to
a protocol of proven efficiency to ensure the capglof the PRP.

Many authors have reported that the PRP can paligrginhance healing of soft
tissues and bone neoformation by delivery of sévgrawth factors, cytokines and
others proteins from the alfa-granules containeglatelets->*> These molecules play
important roles in cell proliferation, chemotaxiszell differentiation, and
angiogenesié’® Otherwise, several studies have shown no bemefité use of PRP in
the regeneration of soft tissues and btié Advantageous biological effects seem to
occur in PRP platelet concentration of approximat®l000.000.it.5%" At lower

concentrations, the effect is suboptimal, whilehleig concentrations might have a
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paradoxically inhibitory effect/ For example, a study showed that the effect dkfea
concentrate was not beneficial to accelerate teeaistegration of dental implahts

The literature reveals lack of standardizationh@ preparation of PRP and it is
problematic to compare data from different studidse lack of a standard protocol for
PRP production and evaluation explains the disecrgpa and inconsistent results in
experimental and clinical researcf? %°

Different protocols and methods of blood collectian® used to prepare PRP
aiming to achieve a high number and yield of p&tef’?* The protocols are different
in terms of speed and number of centrifugationad kof anticoagulant, leukocytes
presence in the preparation and kind of activtbithese features must be taked into
account to decide which protocol to use. Prototids results in high platelet quantity
can be not necessarily better, because the graadtiors contained in platelets vary
among individuals and in some of cases it is natpegrtional to the number of
platelets?® 2/

Several studies have compared the effects of PiRieatlapplication to treating
small groups of patients or performing controllegherimental studie$. Few studies
aimed specifically to assess platelet concentratiaonhumans or experimental animal
species (cattle, dogs, goats, horses, cats, spagpand rabbits)” 2> 28 ?°Besides,
studies comparing methods of PRP obtaintion in eatgecie commonly used in basic
research, are not yet available. Because of theidemable differences between the
human and animal platelets, the extrapolation efrésults is difficult and must be done
very carefully®® Taking into account, the purpose of this study waevaluate the
blood cellular features obtained by two kinds ottimoels for blood collection and three

kinds of techniques for PRP obtention in Wistas rat
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MATERIAL AND METHODS
This study was carried out at Laboratory of Mediaatl Surgical Research of
PUCRS. All of the procedures were approved by th&CRS Ethics Committee

(#10/00155).

Animals and experimental design

Sixteen adult male Wistar (250-300 g) were dividetivo groups according to
the blood collection method (G1: cardiac puncturel &2: aortic puncture). To
compare the platelet count and the growth factoosiyction (TGF81, PGDFef and
VEGF), the blood of each animal was separated fouo parts: basal blood and three
different protocols to PRP production (protocot’,AB * and C%. Previously to
experiments, animals were kept in a temperaturéraibed room (25 = 1°C) with a 12 h
light/dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) and feeeess to water and food. Experiments

were performed between 8:00 and 12:00 a.m.

Anesthesia

The animals were anesthetized by intraperitonepction using ketamine

(60mg.kg") and meperidine (10mg.Ky

Blood Collection

The access was done via ventral midline celiotomytiie abdominal aortic

puncture employing peripheral catheter 24G x Or¥SCardiac puncture was done by
96



sternal thoracotomy access and direct left veraicpuncture. In both punctures,
approximately seven milliliters of blood were tréersed to a sterile tube containing 1.2

ml acid citrate dextrose A (ACD-A). All experimem®re performed aseptically.

Obtaining and processing of the blood sample

For the PRP obtention, three different protocolscdbed in the literature were used

(Table 1).

[Insert Table 1 here]

The blood samples (except basal blood) was subjecteentrifugation (Hettich-
Universal 320) at room temperature. The first sggparates the red blood cells from
plasma, which contain platelets, white blood caetid clotting factors. The second spin
separates the platelets and white blood cells - arhew red blood cells - from the
plasma. The prepared PRP and the whole blood wireced to platelet counting in
an automatic cell counter (ABC vet-Horiba) at Vatary Clinical Analysis Laboratory
(LACVET) of Federal University of Rio Grande do Siihe growth factors (TGB1,
PDGFap and VEGF) in basal blood and samples undergo tB BBataments were
determined by enzyme-linked immunosorbent assayade(Quantikine ELISA Kits-

R&D Systems) from the Immunodiagnostic LaboratdrPOCRS.

Statistical analysis

The results of all of experiments were expressednaan + SD. Statistical

analysis was performed by one-way analysis ofavae (ANOVA) using Statgraphics
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Plus 5.1 (Statpoint Technologies, USA). Statistisgnificance was set at p<0.05.
Multiple comparisons were performed using LSD (lte&ggnificance Difference)

method.

RESULTS

Platelet concentration

The baseline platelet values in the cardiac pueaguoup was 404.88 + 55.85 x
10*ul™. In the same group, the PRP were 1756.63 + 35418}.ul"; 1418.75 + 403.34
x 10°.ul* and 1322 + 236.43 x iQI* for A, B and C protocols respectively. In the
aortic puncture group, the baseline platelet vavas 463.63 + 97.6 x 2quI™. In the
aortic group, PRP presented values of 1507.63 +2846 10.ul™"; 1444.50 + 501.50 x
10%.ul* and 1355 + 333.39 x iQI* for A, B and C protocols respectively. The results
were expressed in terms of ratio to PRP plateletegaand basal blood values (relative
concentration). The analysis of variance showedgifstative difference (p=0.0331)
between the applied treatments. Platelet concemratbtained by cardiac puncture
using protocol A presented the best result. Theas mo statistical difference between

the other groups in terms of platelet values (FedLx

[Insert Figure 1 here]

Growth factors

Table 2 shows values of the growth factors TEAFPGDFef and VEGF in the

whole blood and in samples from three differenhtegues for PRP obtention (protocol
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A, B and C). Figures 2 to 4shows the results obthifrom the growth factors
evaluation. None of the treatments presented sognif difference in values of TGF:
(p=0.8262), PDGFef} (p=0.9359) and VEGF (p=0.9995).

[Insert Table 2 here]

[Insert Figure 2 here]
[Insert Figure 3 here]

[Insert Figure 4 here]

DISCUSSION

A comparative study was carried out to investigéiteerences in the platelets
concentration obtained from two puncture methodstaree different protocols to PRP
obtention. The ACD-A anticoagulant was used insalinples because it improves the
efficacy of PRP stimulating cell proliferatidn.Platelets concentration analysis were
performed using automatically and manual methodification). All measurements of
growth factors were performed in triplicate usinglidated commercially avaliable
ELISA kits.

In the experimental model planning, blood centillection (abdominal aortic
and left ventricle) was carried out to minimize pessibility of platelet aggregation and
activation (clot formation and growth factors redepduring this procedure. The choice
of PRP protocols obtaining was based on extengmmature report and the recognition
of the need to evaluate other parameters e.greliffeentrifugation speed and different

processing times (power of comparison).
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The concentration of platelets and consequent ptamuof growth factors is a
decisive factor in therapy by PRP, which may acatdeor retard the regeneration of
tissues: ® ** The application of PRP can optimize mesenchynehstells migration
and proliferation or limit the appropriate cell dage differentiation by local
overexposure of cells to growth factérs.

The platelet count and growth factors measuremeninder the influence of
PRP protocol uset:?’ Many commercial and experimental protocols aredcin the
literature as being highly effective in producinBf®*® %> *However, some studies
did not demonstrate correlation between plateleuntoand growth factors
production??” The PDGF and TGB-has been identified in PRP preparations with
varied rates.35 Several features are possible safdais discrepancy: the handling of
platelets (speed and centrifugation cycles), the o various anticoagulants, the
presence of leukocytes in the preparation and seeof different kinds of activators to
produce the clof®

Contact of blood with biomaterials, such as vascujaafts, may evoke
inflammation and thrombotic effects.The surface energy of materials plays an
important role in thrombogenesisUpon the first contact of blood with a biomaterial
surface, the proteins are adsorbed to form a donitig film where platelets adhet®.
Especially adsorbed fibrinogen has an importantefta adhesive functioff.Platelets
are extremely sensitive to any kind of process-tredustress, from blood extraction to
PRP gel production. Thus the amount of plateletvddrfactors available at the end of
the manipulation process depends on cumulativectsffever platelets, starting from
phlebotomy and ending with gel formatitn.

Performing experiments in our laboratorial routindarge variations of values

was observed for platelet count using differentmf®rof blood collection. Thus,
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verifying the absence of experimental studies ia am this field, we decided to initiate
an investigation. The lack of correlation amongtglt count, the growth factors
production/release and the clinical effects with tise of PRP could explain the absence
of positive results in many experimental studfe¥.

In the present study, we observed a wide variatigriatelet values and growth
factors production obtained from the three emplogettessing methods. There was a
statistical difference (p=0.0331) between the eatsld groups with a higher platelet
concentration obtained using cardiac puncture angbrétocol. Another important
finding is that the A protocol is the fastest ahd tost practical method considering
two centrifugations techniques (250 g, 10 min a@@0lg, 10 min). This finding agrees
with ones reported by Clemmdfisvho observed maximum platelet volume in the
blood of dogs, horses and pigs subjected to shortasd high gravitational force.

About the growth factors, no difference was obsgri@ the three protocols
used to obtain PRP. The variability of growth fastooncentration among individuals
has also been shown by other authors’

The relationship among platelet concentration, ghofactor concentration and
clinical effectiveness is far from being clear. Aduzhally, the majority of the studies do
not emphasize so insightful the handling procesdeplatelet activation and other

relevant factors that interfere with the releasgrofvth factors'.

CONCLUSION

This work highlighted that there is difference beén the puncture blood forms
and the methods of obtaining PRP evaluated insludy. The results showed that the

cardiac puncture and the A protocol used to platetcentration are advantages
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techniques in comparison to other methods hereiestudBesides, the A protocol
provides a higher concentration of the plateletd mnthe fastest and most practical
method considereing different centrifugation parerse Additionally there is no
difference between the evaluated growth factorsH-pG, and PDGFp and VEGF)
submitted to different PRP preparation methodstheurstudies are needed to elucidate
the mechanism of growth factors production and teason for the lack of

proportionality between platelet concentration gralvth factors production in rats.
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LEGENDS

Figure 1: Comparison of the three protocols to PRP obtentidh abdominal aortic

and cardiac puncture (PRP values / basal platetetentration).

Figure 2: Comparison of growth factor TGt in the three protocols with abdominal
aortic and cardiac puncture from values of PRP dabglatelet concentration (fold

increase).
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Figure 3: Comparison of growth factors PDG#B-and VEGF in the three protocols
with abdominal aortic and cardiac puncture fromueal of PRP / basal platelet

concentration (fold increase).

Figure 4. Comparison of growth factors VEGF in the three pcots with abdominal
aortic and cardiac puncture from values of PRP dabglatelet concentration (fold

increase).

Table 1: Centrifugation parameter (time and speed) uselifierent protocols for PRP

obtention.

Table 2: Mean and standard deviation of growth factorsy(5y.in the baseline blood

and in three different treatments (PRP A, PRP B BRI C) of the sample blood

obtained from aortic or cardiac puncture.
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Figure 3
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Table 1: Centrifugation parameter (time and speed) uselifierent protocols for PRP

obtention.
Centrifugation A Protocol B Protocol C Protocol
parameter
1 250 g, 10 min. 360 g, 10 min. 160 g, 20 min.
2 1000 g, 10 min 820 g, 15 min 400 g, 15 min

Table 2: Mean and standard deviation of growth factorsy(p.in the baseline blood
and in three different treatments (PRP A, PRP B BR®P C) of the sample blood

obtained from aortic or cardiac puncture.

Baseline blood PRP A PRP B PRP C

Cardiac TGH1 38.17+11.81 31.50+3.78 32.61+3.78 39.56+12.41
PDGFaf 11.41+2.42 12.91+2.68 11.10+1.84 12.14+1.74

VEGF 48.75+22.29 65.00+2.36 64.17/+3.97 64.58+2.50

Aortic TGF$1 36.78+6.82 34.28+4.57 35.11+5.95 37.89%7.93
PDGFaf 12.66+1.47 13.95+£1.72 13.04+1.20 13.60+1.02

VEGF 47.08+20.34 69.58+4.59 70.00+4.08 67.08+3.70
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ABSTRACT

This study evaluated comparatively the effect ob taoncentrations of PRP and
erythropoietin in nerve regeneration in rats. Fitiyr rats were divided into six groups:
ANG (autogenous nerve graft), SS (saline soluti®}P1 (1,000,000 plateletsA)/
PRP2 (2,000,000 plateletsf)] EPO+PRP2 and EPO (erythropoietin). The study was
conducted in two stages. Firstly, the PRP groupsewempared between themselves
and with the control groups. From the results wagogomed the second phase of the
study (EPO groups). The macroscopic neuroregeoeratvaluation showed high
variability among ANG, EPO+PRP, EPO, PRP2, PRP1S®droups (100, 71, 71, 57,
14 and 33%, respectively). Regarding histomorphametnalysis, thickness of
proximal and medial myelin sheath and medial nef\aneter presented significant
difference among the evaluated groups. Additionalglking track test showed the
better clinical evolution in ANG group (-48.62 +.80), followed by EPO, PRP+EPO,
PRP2, PRP1 and SS groups (-52.47 + 10.52, -5356B&4, -61.28 + 12.42, -67.71 +
9.96, -74.19 * 9.49, respectively). In conclusits work showed the simultaneous use
of PRP and EPO as an advantageous alternativeeimoregeneration. Besides, the
study demonstrated that PRP2 is superior in comparito PRP1 for peripheral

neuroregeneration.

Keywords: platelet-rich plasma, erythropoietin, regeneratieniatic nerve, platelet

concentration, growth factors
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INTRODUCTION

Cytokines and growth factors are a varied groupalypeptides produced by
different cell types and showing overlapping acttoPuring the last decades, the fields
of tissue engineering and wound healing has redesignificant homade. Platelet-
rich plasma (PRP) as growth facfotend erythropoietin source has received attention
due to neuroprotective and neuroregenerative sff@dtere is evidence that platelets
have positive effects on local tissue repair, basedecretion of platelet-derived growth
factor (PDGF), transforming growth factpr{TGF{), vascular endothelial growth
factor (VEGF), insulin like growth factor (IGF), drepithelial growth factor (EGES.

Preparations enriched in platelets have been stuahd applied with different
scientific and therapeutic purposes including tleattment of chronic ulcers, bone and
soft tissue regeneration in dentistry and oral anfidlogy, treatment of musculoskeletal
conditions and nerve regenerafi8nThe concentration of platelets and consequent
production of growth factors is a decisive factar therapy by PRP, which may
accelerate or retard the regeneration of tiSstiésThe application of PRP can optimize
mesenchymal stem cells migration and proliferabofimit the appropriate cell lineage
differentiation by local overexposure of cells togth factors?

Several clinical and experimental studies in humahswed that a platelet-rich
plasma with a platelet concentration of at the tlda800,000 platelets.jilin 5ml of
plasma was associated with the enhancement ohg&alHowever, studies comparing
PRP concentrations in rats, specie commonly usetasic research, are not yet
available. Because of the considerable differertaetsveen the human and animal

platelets, the extrapolation of the results isidlift and must be done very carefdfly
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Erythropoietin (EPO) is a glycoprotein hormone tipédys a central role in
erythropoiesis but also has neuroprotective pr@=H= EPO induced neuroprotection
has been associated with processes such as datmmétion, anti-apoptosis,
modulation of excitability and neuroregeneration rbgbilization and proliferation of
neural stem cell8'® EPO is synthetized by renal peritubular cells aegatic cells
(small amount)*® EPO is secreted also by cells of the central owsvsysterf,
including the bodies and the axons of normal gangliin the dorsal root. Besides
increased erythropoietin levels are seen in Schveatia after peripheral nerve injury
20.

Erythropoietin receptors (EPO-r) is expressed anrdd cell surface, in bone
marrow cells, lymphocytes, megakaryocytes, endathetlls, myocardial cells, smooth
muscle cells, prostatic cells, and peripheral amtral nerve celf§. EPO-r is found in
certain axons and neuron bodies of the dorsalganglion, in endothelial cells, and in
Schwann cells of the normal peripheral néfve

Although mechanism of action is poorly understosdme hypotheses are
referred such as neuroprotection by enhancingleeliedox defense brought about by
cellular glutathion&. The pleiotropic effects of EPO are exerted thtotle EPO-r by
three distinct pathways. The common link in thedeed pathways is the
phosphorylation of Janus tyrosine kinase 2 (JAKf)erwards, there is activation of
signal transducer and activator of transcriptiohA®-5), the phosphoinositide 3-kinase
(P13K)-serinethreonine kinase AKT and nuclear fagappa B (NkB) pathway".

Taking into account, the purpose of this study Wwesvaluate comparatively the
effect of two concentrations of PRP and PRP withwethout the simultaneous

administration of erythropoietin in sciatic nenegeneration in Wistar rats.
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MATERIAL AND METHODS

All experiments were carried out at Laboratory ofedital and Surgical
Research of Pontifical Catholical University of Rdmande do Sul (PUCRS). This study
was carried out in accordance with the Resolutibthe Federal Board of Veterinary
Medicine and Animal Care Committee of the PUCRSerkveffort was made to

minimize the number of animals and their suffering.

Animals and experimental design

Forty eight male Wistar rats aged 12 weeks anghweg 250 g were randomly
divided into six groups (n=8): PRP1 (1,000,000 gkts/uf), PRP2 (2,000,000
platelets/pf), SS (saline solution), ANG (autogenous nervetgr&fPO (erythropoietin)
and EPO + PRP2. Six animals were used as bloodrdorabtain PRP. The study was
conducted in two stages. First, the PRP groups s@rgared between themselves and
with the control groups. From the results, the sdcphase of the experiment was
performed (added EPO groups).

Animals were kept in a temperature-controlled ro(#s = 1°C) with a 12-h
light/12-h dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) afirde access to water and food.
Experiments were performed by the same surgeonruasiptic operating conditions
between 8:00 and 12:00 a.m. This study was caougdat Laboratory of Medical and
Surgical Research of PUCRS. All of the proceduresewapproved by the PUCRS

Ethics Committee (#10/00155).
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Preparation of platelet-rich plasmas (PRP)

Cardiac puncture was performed for the blood obiantApproximately seven
millimeters of blood (containig 20% ACD-A solutionjas subjected to double
centrifugation (Hettich-Universal 320, BuckinghamshEngland) at room temperature.
The first spin (250 g, 10 min.) separated the deddcells from plasma, which contain
platelets, white blood cells and clotting factoffie second spin (1,000 g, 10 min.)
separates the platelets and white blood cells - arhew red blood cells - from the
acellular plasma. The preparations of PRP wereestdy] to platelet counting in an
automatic cell counter (ABC vet-Horiba) at Veteryalinical Analysis Laboratory
(LACVET) of Federal University of Rio Grande do SUWFRGS). The predetermined
concentrates of platelet-rich plasma (1,000,00€efgts/ut* and 2,000,000 platelets/pl

') were obtained by dilution with acellular plasma.

Anesthesia and surgical techniques

The animals were anesthetized by intraperitongattion (IP) of ketamine (60
mg.kg') and meperidine (10 mg.Ry The microsurgical techniques were performed
using a DF Vasconcellos operating microscope (DBc¥acellos, Sdo Paulo, Brazil).
Surgery was performed with the animal in the rigiteral position acessing the left
sciatic nerve. The nerve was exposed and a 10 gmegd was excised. A 2 mm x 12
mm silicone tube (Medicone, Cachoerinha, Brazily watured on its place, using BV-
1, 9-0 prolene suture (Ethico8omerville, USA). The inside of the tube was @liMith
platelet-rich plasma preparations (20 pl of PRP aAdl of bovine thrombin and

calcium chloride) in the PRP 1 and PRP 2 group. ihbele of the tubes in the SS and
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EPO groups were filled with saline solution (40Uf).EPO+PRP 2 and EPO groups
was administrated EPO (Hemoprex, Sdo Paulo, BrayiBubcutaneous injection (SC)
(1,000 ULkg', once daily for 14 days). All animals in the othgpups (ANG, SS,
PRP1 and PRP2) was submitted to injection of sawlation 0.9% SC by the same
method described for EPO, for standardization efsimulus.

In the rats of ANG group, a 10 mm nerve segment rgasoved and replaced
using BV-1, 9-0 prolene epineural suture (EthicBao Paulo, Brazil). The wounds
were closed in layers with vycril 5-0 and nylon S#Bthicon, S&o Paulo, Brazil).
Ketoprofen (5 mg.kg, SC, once daily for 2 days) and tramadol (5 mg,k8C, third
daily for 2 days) was administred in the two pgsémtive days. The animals were
allowed unrestricted movement after the anesthesia.

After 90 days the animals were submitted to eutkiandy intraperitoneal
injection of ketamine (180 mg.Ky and the sciatic nerve was carefully dissected and
marked with blue prolene (distal segment) and bladkn (proximal segment) sutures.

After, were subjected to histomorphometric analysigg toluidine blue staining 1%.

Walking track test

The functional condition of the animals was assgsse@egular intervals through
the use of the Sciatic Functional Index ($EIWalking track analysis was performed
before the surgery and at 15, 30, 60, and 90 ditgrsthe surgery. The hind feet of the
animals were painted with nankin ink and the ragsenplaced in a walking pathway to
walk down the track, leaving its footprints. Thadéhs of the third toe to its heel (PL),

the first to the fifth toe (TS), and the second tméhe fourth toe (IT) were measured on
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the experimental side (E) and the contralateram@abiside (N) in each rat. The sciatic

function index (SFI) in each animal was calculdigdhe Equation (1):

-38.3 X(EPL—NPL) + 109.5% (ETS—NTS) + 13.3 %(EIT —NIT)

SFr= NPL NTE NIT—-8.8 Eq (1)

Statistical analysis

The results of all of experiments were expressednaan + SD. Statistical
analysis was performed by analysis of variance (MRPusing Statgraphics Plus 5.1
(Statpoint Technologies, USA). Statistical sigrafice was set at p<0.05. Multiple

comparisons were performed using LSD (Least Sicgiite Difference) method.

RESULTS

Macroscopic Analysis

The macroscopic neuroregeneration (visible growghinto the silicon tube)
showed high variability (100, 71, 71, 57, 14 an@33or the animals belonging to the
groups ANG, EPO+PRP, EPO, PRP2, PRP1 and SS, tegsheclt was also observed
macroscopic variable thicknesses of neoformed ndrnveome animals, it found only

the presence of light yellow liquid into tube (sedijve observation).

Histomorphometric Analysis
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The histomorphometric analysis was performed in ghaximal, medial and
distal segment of sciatic nerve. The diameter/tinesls of nerve, myelin sheath and axon

were considered.

Proximal stump

The diameters of nerve in the proximal stump wefd & 0.21, 0.95 * 0.25,
0.85 £ 0.27, 0.81 + 0.33, 0.78 + 0.24 and 0.67H0nm for ANG, PRP1, PRP+EPO,
EPO, PRP2 and SS groups, respectively. The diaroétdre proximal stump in the
evaluated groups presented no significant diffexgpe0.05) (Fig. 1).

On the order hand, the thickness of myelin sheattre higher (p=0.014) in the
SS and ANG (1.32 £ 0.87 and 1.16 £ 0.44 pm, respdyg} in comparison to PRP 1,
PRP+EPO, EPO and PRP2 groups (0.76 + 0.58, 0.540& 0.49 + 0.28 and 0.44 +
0.35um, respectively) (Fig. 2).

Similarly to the nerve, the axon diameters (3.7264, 3.52 + 2.10, 3.50 + 1.42,
2.84 £ 0.46, 2.70 £ 1.32 and 2.55 + 1.78 um for B8P1, ANG, PRP+EPO, EPO and

PRP2 groups, respectively) presented no differanteng the groups (p>0.05) (Fig. 3).

[Insert Fig. 1 here]

Medial segment

In the medial segmenthe diameters of nerve were 1.09 + 0.22, 0.33 8,0.0

0.35 = 0.01, 0.61 + 0.24, 0.44 = 0.03 and 0.45@80nm for ANG, PRP 2, EPO,
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PRP+EPO, PRP 1 and SS groups, respectively. Timeetéa was higher (p<0.001) in
the ANG in comparison to the other groups (Fig. 1).

The thickness of myelin sheaths were 0.68 + 0.42, & 0.01, 0.51 + 0.01, 0.82
+ 0.12, 0.61 = 0.03 and 0.58 = 0.14 for PRP2, ANMNRP+EPO, EPO, PRP1 and SS
groups, respectively. The thickness of myelin smeatere higher (p=0.003) in the PRP
2 than other groups (Fig. 2).

The axon diameters (3.25 = 0.46, 2.83 = 0.71, 271846, 2.44 =+ 0.67, 2.40 *
0.01 and 2.06 + 0.08 for PRP2, EPO, PRP+EPO, ANBPIP and SS groups,

respectively) presented no significant differenze0(05) (Fig. 3).

[Insert Fig. 2 here]

[Insert Fig. 3 here]

Distal stump

In the distal stumpthe diameters of nerve presented similar value$.(®
which were 2.50 £0.79, 2.19 + 1.92, 1.17 + 0.3390t 0.34, 0.94 = 0.50 and 0.88 +
0.54 mm for PRP+EPO, EPO, ANG, SS, PRP2 and PRRMbgrespectively (Fig. 1).

The thickness of myelin sheaths were 0.85 + 0.6&5 @ 0.05, 0.68 + 0.72, 0.65
+ 0.34, 0.61 + 0.46, and 0.43 £ 0.34 um for PRPRGA PRP1, PRP+EPO, SS and
EPO groups, respectively (Fig. 2).

The axon diameters were 4.93 + 4.59, 4.03 + 281 2.0.73, 2.60 £ 2.49, 2.50
+ 0.79 and 2.19 £ 1.92 um for PRP1, SS, ANG, PRERRP+EPO and EPO groups,
respectively (Fig. 3). The values of the evaluatgdups presented no difference

considering nerve (p>0.05), myelin sheaths (p>0abi) axon (p>0.05) diameter.
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Additionally, axon density and Wallerian degeneratalso were evaluated in
the different segments of the nerve (Tables 1 gn#él@wever, these values present not

significant difference among the several groups.

[Insert Table 1 here]

[Insert Table 2 here]

Functional analysis

The functional condition of the animals was assgssg the walking track
analysis before the surgery and at 15, 30, 60,98ndays after the surgery. The values
of Sciatic Functional Index (SFI) at 90 days weettdr (p=0,0001) in the ANG group (-
48.62 = 10.87), followed to EPO, PRP+EPO, PRP2,IPRBS groups (-52.47 + 10.52,

-53.63+ 11.84, -61.28 £ 12.42, -67.71 £ 9.96, -84:19.49, respectively (Fig. 4).

[Insert Fig. 4 here]

DISCUSSION

Nowadays there are numerous approaches to impreme regeneratiéh In
this field several authors have shown beneficideatfin the use of PRP for
improvement of tissue regenerafirthis effect is due to the growth factors presence
e.g. PDFG, TG and VEGF, which act locally stimulating cell pfehation.
Additionally, works had shown benefits from the wgeEPO in the peripheral nerve

regeneration. As part of an endogenous neuropra¢eslystem, EPO acts as anti-
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apoptotic, anti-inflammatory, anti-oxidant, neuaghic angio-genetic, stem cell
modulatory and influences neural plasti€ity

Taking into account the macroscopic regeneratiommur study the ANG group
(positive control) demonstrated neuroregeneratioalli animals of the group (100%).
This finding is due to the autogenous nerve grafgisal technique, which does not
leave a gap between the stumps for later nerve tgrotiherefore, it necessary have
caution for compare the results of the ANG withesthgroups.

Considering the repair techniques that use tubtidizait was observed a clear
benefit of the the simultaneous use of the fad&iR® and EPO, that presented the best
result in the peripheral nerve regeneration (PREX*EPEPO> PRP2> SS > PRP1).
Besides the macroscopic neuroregeneration valuesliginsegment growth) is an
important parameter and should always be taken adoount to evaluated any
histomorphometric parameter.

Evaluating tubulization treatments, observed a fieire the use of PRP and
EPO together, which is one of the best performingugs in the regeneration of
peripheralnerve. In a first analysis, the addiwdfi’RP in the EPO group does not seem
to benefit from regeneration, since the EPO usedealyielded results similar to those
found in PRP + EPO group. However, was observetitteagroup PRP+EPO is the
best for the myelin sheath thickness. This can q@ased by neuroprotective and
neuroregenerative action of EPO addition to theatfbf the PRP. Additionally, EPO
was used systemically for 14 days, while only tiRPPRwvas administered just during
surgery. Thus, the neuroregeneration can be exquess + PRP EPO> EPO> PRP2

The platelets concentration and consequent groattorfs production is a
decisive factor in therapy by PRP and could aca&deror retard the tissue

regeneration”? It is reported in the literature that the concativn of PRP suitable
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for promoting the bone and soft tissues regeneraiso 1,000,000 platelets/Sml of
plasmd, however this concentration refers to the usetimams. In the present work
using rats, it was observed higher macroscopicneggion with the use of PRP 2
(2,000,000 plateletsl™) in comparison to PRP 1 (1,000,000 platejéty/ Besides it
was also observed that the concentration of 1,000p0ateletsll™ showed the worst
result in terms of macroscopic regeneration, bewven less efficient than the SS group
(negative control) (PRP2>SS>PRP1). Thus, it camrinhat the concentration of
1,000,000 plateletsi™ exerts an inhibitory effect on regeneration ofileeral nerves
in rats.

Contrary this finding, some studies have not shbeneficial effects with PRP
using”’. A possible explanation would be the overexposurack of growth factors by
administration of PRP in inadequate concentratidinsis, it is believed that while the
narrow PRP concentrations are not set for eachiegpand the mechanisms of action of
various cellular components remains understandliabte results can occur.

The axon density and Wallerian degeneration shothedbest results in the
groups treated with erythropoietin, however, nmgigant differences were observed
between the study groups due to the large stard¥asdtion.

The values of Sciatic Functional Index (SFI) atd2ys were better in the ANG
group, followed to EPO, PRP+EPO, PRP2, PRP1 e &%gr Thus, in these test it was
observed that a behavior of clinical evolution tbatroborated with the other analysis

carried out in the present study.
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CONCLUSION

This work showed the simultaneous use of PRP ard & an advantageous
alternative for neuroregeneration. Besides, thdystiemonstrated that PRP2 is superior

in comparison to PRP1 for peripheral neuroregeimerat
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Table 1 Mean (+ SD) of axon density (axops?) 90 postoperative days.

Groups Segments
Proximal Medial Distal

ANG 0.012 £ 0.005 0.027 £ 0.008 0.015 +0.010
SS 0.016 +£0.021 0.011 +£0.018 0.011 £ 0.017
PRP 1 0.013 +£0.010 0.005 +£0.013 0.005 £ 0.021
PRP 2 0.021 +£0.017 0.028 £ 0.028 0.021 £ 0.019
PRP+EPO 0.037 £0.020 0.049 £ 0.020 0.024 £ 0.015
EPO 0.024 +£0.015 0.034 £ 0.005 0.012 £ 0.017

Table 2 Mean (+ SD) of Wallerian degeneration after 98tpperative days.

Groups Segments
Proximal Medial Distal
ANG 0.80 +0.44 2.67 +£0.82 1.0+0.71
SS 0 0 0.25+0.50

PRP 1 1.00 £1.22 0 0.50 +0.58
PRP 2 0.40 £0.55 0 0.40+0.54
PRP+ EPO 0.50 +£0.54 0 0.43 +£0.53
EPO 0.29 +£0.48 0 0.17+0.41
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Fig. 1. Nerve diameter means (x SD) 90 days pgstyinDissimilar letter indicate a

significant difference at p<0.05 using LSD test.

Fig. 2. Thickness of myelin sheaths means (+ SDJ&& post-injury. Dissimilar letter

indicate a significant difference at p<0.05 usirg[lLtest.

Fig. 3. Axonal diameter means (£ SD) 90 days pajsiry

Fig. 4. Index of sciatic function performed durithg evaluation period (90 days of

postoperative). Dissimilar letter indicate a sigraht difference at p<0.05 using LSD

test.

129



Figure 1
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Figure 3
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