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RESUMO

Os nervos periféricos sdo frequentemente lesionados por lesdo mecanica direta, doencas
metabdlicas ou tumores. As lesdes dos NPs resultam em perda parcial ou total das funcbes
motoras, sensoriais e vegetativas no segmento corporal envolvido. Ratos machos adultos
Wistar foram divididos em trés grupos: controle (n=7), sham (n=25) e crush (n=25). Todos o0s
grupos foram submetidos a avaliacdo termogréfica, funcional e histolégica. A AT do grupo
crush foi diferente do grupo controle no 1°, 3° e 7° dia pés-operatério, e do grupo sham no
1°, 3° e 28° dia pds-operatorio (p<0.05). No grupo crush, a recuperacdo funcional retornou ao
aos valores normais entre a 32 e 42 semanas apos a lesdo, enquanto a analise morfoldgica do
nervo mostrou uma regeneracdo incompleta na 4= semana apds a lesdo. Este estudo € a
primeira demonstracdo que a temperatura da pele é aumentada pela compressdo do nervo

ciatico e esta mudanca provavelmente ndo é correlacionada com a recuperacao funcional.
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1 INTRODUCAO

As lesbes dos nervos periféricos (NPs) podem ser decorrentes de diferentes
fatores, tais como, traumas mecanicos diretos ou indiretos causados por esmagamento,
compressdo, laceracdo, avulsdo, ou por doencas de origem metabdlica ou tumoral (DAHLIN
et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2004; RASO et al., 2005). Porém, a etiologia mais comum
das lesdes traumaticas agudas inclui lesdo por objeto penetrante, esmagamento, estiramento e
isquemia (CAMPBELL, 2008).

As lesdes dos NPs resultam em perda parcial ou total das fungdes motoras,
sensoriais e vegetativas no segmento corporal envolvido devido a interrupgdo da continuidade
do axo6nio, a degeneracao distal da fibra nervosa e a eventual morte dos neurdnios lesionados
(RODRIGUEZ, 2004; NAVARRO, 2007). A alteragdo nas funcdes motoras e sensoriais
provoca uma profunda perda de capacidade funcional com conseqlientes prejuizos para
atividade profissional e qualidade de vida do individuo, além de um alto custo para sociedade,
ndo so pelo gasto direto com o tratamento das lesbes, mas também, pela perda da producéo
devido ao afastamento do individuo ao trabalho (DAHLIN, 2004; ROSBERG, 2005;
NAVARRO et al., 2007)

Diferentemente do sistema nervoso central (SNC), o sistema nervoso periférico
(SNP) apresenta uma maior capacidade de regeneracdo devido a presenca das células de
Schwann, as quais além de serem capazes de ativar fatores intrinsecos de crescimento dos
neurdnios proporcionam um ambiente permissivo ao crescimento axonal (IDE, 1996; BOSSE
et al., 2002). Porém, além do ambiente permissivo proporcionado pelas células de Schwann, a
regeneracdo e a recuperacdo da funcdo dependerdo também de outros fatores, tais como, a

variacdo nas conexdes anatdmicas e funcionais do nervo afetado, local e extensdo de leséo,



idade do individuo, reparo cirdrgico e processo de reabilitagdo (CHEN et al., 2002;
CAMPBELL, 2008).

Os déficits funcionais causados pela lesdo nervosa podem ser compensados
pela reinervacdo dos alvos denervados em consequéncia da regeneracdo dos axonios
lesionados, arborizagdo colateral dos axbnios ndo lesionados da vizinhanga e pelo
remodelamento do circuito do sistema nervoso relacionados a perda da funcdo (NAVARRO
et al., 2007). Porém, a regeneracdo nervosa usualmente ndo permite a reinervacdo adequada
da célula alvo (RODRIGUEZ, 2004) e, em geral, a recuperacdo funcional dos pacientes apos
lesbes dos NPs ¢ frequentemente incompleta ou até mesmo ausente podendo ser ocasionada
devido ao progressivo declinio na habilidade dos motoneur6nios de promover o crescimento
axonal e a consequente falha das células de Schwann em prover um ambiente favoravel ao

crescimento axonal (GORDON et al., 2003; NAVARRO et al., 2007).

1.1 Locomocao nos vertebrados

Uma das caracteristicas essenciais dos animais € a capacidade de se locomover
de um lugar para o outro (KANDEL, 1991). A locomocéo consiste de um ciclo de atividade
padronizada e ritmica de varios grupos musculares que asseguram o deslocamento de um
organismo no ambiente. A seqléncia motora para a locomocao é ativada num padréo ritmico
e alternado entre a atividade flexora e extensora dos musculos dos membros inferiores
coordenado pelos interneurdnios espinhais localizados na medula espinhal. O programa de
comando locomotor feito por esses circuitos neuronais localizados na medula espinal é
conhecido como gerador de padréo central (GPC) para locomoc¢do (FOUAD, 2004, SQUIRE,

2008; KANDEL,1991).




Os comandos motores produzidos pelo SNC sdo conduzidos para 0s musculos
por meio da atividade dos motoneur6nios (ou neurénios motores inferiores), considerados a
via final comum do movimento (SQUIRE et al, 2008, KANDELL et al, 1991, PURVES et al,
2005). Durante a locomogdo acontecem diversas interacdes sensoriomotoras que Ss&o
provenientes da informacao dos diferentes aferentes sensoriais, tais como, musculo, tend&o,
articulacéo e pele. Estas informagdes provenientes dos aferentes alcangam a medula espinhal
e projetam-se diretamente para 0s motoneuronios ou através dos interneurdnios (influenciados
pelo GPC). Os aferentes enviam colaterais através das vias ascendentes (direta ou
indiretamente pelos interneurdnios) alcangando as estruturas supraespinhais (telencéfalo e
tronco cerebral), 0s quais por sua vez, projetam-se para a medula espinhal nos interneurénios
que podem ou ndo ser contatados pelo mesmo aferente priméario. Sentidos especiais, tais
como, visdo, audicdo e equilibrio também podem interagir dinamicamente na geracdo do
padrdo através das vias descendentes. Desta forma, o feedback aferente tem um papel crucial
na adaptacdo e modulacdo da operacdo do GPC no ambiente podendo gerar diversos padrdes
motores que podem modificar a resposta motora ( ROSSIGNOL et al, 2006; VAREJAO et al,
2006; KANDELL, 1991). Assim, o padrdo de resposta motora depende da integridade entre o

SNC e SNP, bem como, das informacg6es dos aferentes sensoriais.
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Figura 1: Representacdo esquematica mostrando os locais de interacdo dindmica das
aferéncias sensério-motoras envolvidos na locomogéo (modificado de Rossignol et
al., 2006).

1.2 Nervos periféricos

Os NPs fazem parte do SNP, tem a funcdo de estabelecer a comunicacéo entre
0S centros nervosos e 0s 6rgaos e tecidos. S8o compostos de axdnios de neurdnios motores
(eferentes), que conectam 0 SNC com as células ou tecidos efetores (STANDRING, 2008) e
neurdnios sensoriais (aferentes), que conectam 0s receptores periféricos com o sistema
nervoso central (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008; STANDRING, 2008;). Os nervos
periféricos sdo feixes de fibras nervosas constituidas por um axdnio e suas bainhas envoltorias

que por sua vez estdo envolvidas por tecido conjuntivo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).



Os axodnios das fibras nervosas podem ser mielinizados ou ndo mielinizados. Os axonios das
fibras mielinizadas caracterizam-se por apresentar varias camadas de bainha de mielina
formada pelas células de Schwann, interrompida apenas nos nodos de Ranvier, enquanto 0s
axbnios ndo mielinizados apresentam células de Schwann, porém estas ndo formam bainha de
mielina (KIERSZENBAUM, 2008; STANDRING, 2008,).

Os NPs séo envoltos por sucessivas camadas de tecido conjuntivo organizado
dentro de trés niveis estruturais: 0 epineuro reveste 0 nervo e preenche os espagos entre 0s
feixes de fibras nervosas, ¢ formado por colageno tipo | e fibroblastos; o perineuro, tecido
conjuntivo que reveste os axbnios em fasciculos e o endoneuro, tecido conjuntivo
intrafascicular que envolve os axénios mielinizados individuais e grupos de axbnios ndo
mielinizados. Apresenta como principal constituinte celular as células de Schwann,
fibroblastos e as células endoteliais (CAMPBELL, 2008; KIERSZENBAUM, 2008;
STANDRING, 2008;).

Os NPs se unem na proximidade da medula espinhal para constituir os plexos,
e estes d@o origem aos nervos espinhais ou raquidianos (PAZO, 2004). As fibras nervosas que
constituem os NPs sdo classificadas em grupos A, B e C de acordo com a sua velocidade de
conducdo, sendo as fibras do grupo A subdivididas em o, B3, 5 e y. As fibras Ao séo as fibras
mais largas e com velocidade de conducdo mais rapida, inervam o tecido muscular
esquelético, os mecanorreceptores encapsulados, os érgaos tendinosos de Golgi e os fusos
musculares. As fibras Ap formam as terminac¢6es secundarias de algumas fibras intrafusais e
também inervam os muasculos, mecanorreceptores cutaneos e a capsula articular. As fibras Ad
inervam o0s termorreceptores, as terminaces nervosas livres sensiveis ao estiramento,
nociceptores da pele e tecido conjuntivo. As fibras Ay sdo exclusivas do fuso muscular. As

fibras B sdo fibras mielinizadas eferentes preganglibnicas vegetativas. As fibras C sdo fibras



ndo mielinizadas, menores e mais lentas e tem fungdo termoreceptiva, nociceptiva e
interoceptiva (GANONG, 2006; PAZO, 2004; STANDRING, 2008).

Os troncos nervosos sdo vascularizados pelos vasos linfaticos, sanguineos e
vasa nervorum, os quais percorrem longitudinalmente no epineuro. O vasa nervorum passa
através do perineuro emitindo arboriza¢des que formam a rede vascular de capilares do tecido
conjuntivo perineural e do endoneuro (CAMPBELL, 2008; STANDRING, 2008). O trauma
nervoso aumenta a permeabilidade dos vasos epineurais, 0s quais sdo mais susceptiveis ao

trauma de compresséo do que os vasos endoneurais (CAMPBELL, 2008).

Tecido adiposo
Fasciculos

Fibras mielinicas  Endoneuro Perineuro
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Figura 2: Imagem digitalizada de corte transversal do nervo periférico (modificado de
Williams, 1995).



1.3 LesGes dos nervos periféricos

As lesBes dos nervos periféricos foram classificadas por Seddon (1943) em trés
tipos: neuropraxia, axonotmese e neurotmse. Na neuropraxia ocorre apenas uma interrupcao
da conducdo nervosa por uma lesdo exclusivamente na bainha de mielina do nervo, nédo
existindo perda da continuidade axonal entre o neurdnio e o musculo (CAMPBELL, 2008).
Na axonotmese 0 axdnio é danificado ou interrompido, mas a maioria do tecido conjuntivo é
mantido. Na neurotmese, 0 nervo é completamente rompido e ndo existe nenhuma
continuidade anatémica (BRIDGE et al., 1994).

O modelo de esmagamento do nervo ciatico, além de reproduzir de forma
confiavel uma lesdo do tipo axonotmese (BRIDGE et al.,1994; CAMPBELL, 2008) é um
modelo bem caracteristico de regeneracéo e plasticidade do nervo periférico (MEETEREN et
al., 1997; SNIDER et al., 2002; VOGELAAR et al., 2004). A axonotmese conduz a uma
imediata perda da condutividade nervosa e da transmissdo neuromuscular (BOSSE et al.,
2001), porém a lesdo axonal normalmente resulta em regeneracdo (MAKWANA et al., 2005).

Apos a lesdo do nervo periférico tanto o segmento proximal quanto o segmento
distal do axonio se retraem, o axoplasma extravasa e as membranas lesadas se colapsam
(DAHLIN, 2004). Potenciais de acdo gerados apds a lesdo atingem o corpo neuronal,
promovendo um influxo de calcio através dos canais de célcio voltagem-dependente, ativando
varias proteinas cinases que irdo provocar mudancas tanto no segmento proximal quanto no
segmento distal a lesdo (NAVARRO et al., 2007).

No segmento proximal, o corpo neuronal dos neurdnios lesionados sofre uma
série de mudancas fenotipicas conhecidas como reacdo neuronal ou cromatdlise. A
cromatolise inicia-se dentro das primeiras horas ap0s a lesdo e € caracterizada
morfologicamente pela dissolucdo dos corpusculos de Nissl, deslocamento do ndcleo para

uma posicao excéntrica ou periférica, aumento do volume nuclear, edema da célula, retracéo



dos dendritos e desorganizagdo ou rompimento do reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho
de Golgi e ribossomos (BOSSE et al., 2001; DAHLIN, 2004; NAVARRO et al., 2007).

No segmento distal do axdnio, a ativacdo de proteases devido ao influxo de
calcio desintegra gradualmente o ax6nio, desencadeando uma cascata de varias agdes
celulares e moleculares conhecida coletivamente como degeneracéo walleriana (BOSSE et al.,
2001; NISHIO et al., 2002; DAHLIN et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2004; CHEN et a,
2007; CAMPBELL, 2008). A degeneracdo walleriana inicia-se dentro das primeiras horas
apos a lesdo (se completa por volta de 6 a 8 semanas) e é caracterizada pela remocéo dos
restos de axonios degenerados e dos fragmentos da bainha de mielina pela agdo cooperativa
entre as células de Schwann e os macrofagos infiltrados no local da lesdo (NISHIO et al.,
2002; KARANTH et al., 2006; CAMPBELL, 2008).

A degeneracdo walleriana serve para criar um microambiente distal a lesdo que
favoreca o recrescimento axonal dos neurdnios sobreviventes e as células de Schwann, neste
sentido, sdo essenciais para a regeneracdao nervosa uma vez que elas promovem o ambiente
permissivo a regeneracdo axonal e favorecem tanto a sobrevivéncia como 0 crescimento
neuronal (IDE, 1996; BOSSE et al., 2001; CHEN et al, 2007).

Eliminados os restos celulares pelas células de Schwann e macréfagos, inicia-
se 0 processo de regeneracdo (CHEN et al., 2007; NAVARRO, 2007). Os macrofagos
infiltrados no segmento distal a lesdo estimulam a proliferacdo das células de Schwann
(NISHIO et al., 2002; CAMPBELL, 2008). As células de Schwann proliferadas diferenciam-
se e em seguida alinham-se dentro da lamina basal formando as colunas de células de
Schwann ou bandas de Blingner (persistem até 18 meses apds a lesdo), as quais fornecem o
suporte mecanico para os axénios em regeneracdo guiando-os em direcdo a célula alvo (IDE,
1996; TORIGOE et al., 1999; LANCELOTA et al., 2003; CHEN et al., 2004; DAHLIN et al.,

2004; NAVARRO, 2007; CAMPBELL, 2008). As células de Schwann diferenciadas



aumentam a expressdo de diversos fatores neurotroficos, tais como, o fator de crescimento
neural (NGF), fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), neurotrofina-3 (NT3) entre
outros, que se dispersam difusamente ao redor dos ax0nios em regeneragdo para promover a
sobrevivéncia neuronal e o crescimento axonal (IDE, 1996; BOSSE et al., 2001; CHEN et al.,
2004; DAHLIN et al., 2004; MAKWANA et al., 2005; VARGAS & BARRES, 2007). Esses
fatores neurotréficos atuam através de receptores de baixa afinidade p75 e receptores tirosino-
quinase A, B e C (TrKA, TrKB e TrKC, respectivamente), possibilitando a acdo tréfica das
neurotrofinas.

Os axo6nios em regeneracdo, localizados nas proximidades do segmento
proximal a lesdo emitem prolongamentos (cone de crescimento) que se aderem as células de
Schwann e a ldmina basal através das moléculas de adesdo: molécula neural de adeséo celular
(N-CAM), L1, N-caderina, E-caderina e laminina e orientam o crescimento axonal (IDE,
1996; NAVARRO, 2007; CAMPBELL, 2008). Quando 0s ax6nios em regeneracdo contatam
a célula alvo, as células de Schwann fixadas ao cone de crescimento comecam entdo a
expressar RNAm para sintese de mielina e iniciam o processo de embainhamento e
remielinizacdo do axdnio formado. O sucesso do processo de regeneracdo ou recuperacao
inclui a correta reinervacdo dos tecidos alvos e o adequado retorno da funcdo (CAMPBELL,

2008).
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Figura 3: Representacdo esquematica mostrando resumidamente o processo de
degeneracdo walleriana e regeneracdo no SNP (madificado de Kartje; Schwab, 2006).

Apos a lesdo nervosa a fisiologia dos neurdnios aferentes se altera (BESTER et
al., 1998; DILLEY, 2008). A lesdo axonal causa mudancas inflamatdrias agudas no local da
lesdo, na parte distal do nervo e ao redor do corpo celular dos neurénios lesionados
(MAKWANA, 2005). Ocorre uma rapida liberacdo de NGF pelas células de Schwann que
estimula o sprouting das fibras simpaticas (RAMER et al., 1997) e liberacdo pelos
macrofagos de citocinas ou mediadores inflamatdrios, que ativam e sensibilizam os aferentes
primarios tanto no local da lesdo como proximo ao respectivo tronco nervoso afetado
(BIRKLEIN, 2008; SCHATTSCHNEIDER et al., 2008). Os neurdnios aferentes primarios
sensoriais (fibras A e C) desenvolvem descargas ectopicas que entram na medula espinhal e

sensibilizam os neur6nios do corno dorsal, alterando o processamento sensorial dos neurdnios
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nociceptivos (BLENK et al., 1996; MICHAELIS, 1999; RAMER et al., 1999; TAL, 1999;
HAN, 2000; LIU et al., 2000; MICHAELIS, 2000; GORODETSKAYA et al., 2003). Este
aumento na excitabilidade dos neurdnios aferentes priméarios associados a sensibilizacdo dos
nociceptores induz ao reflexo axonal. No reflexo axonal, potenciais de acdo derivados dos
nociceptores invadem antidromicamente as arboriza¢cdes dos neurdnios aferentes primarios e
causam a liberacdo dos neuropeptideos CGRP e SP na regido do corpo afetada pela leséo
(LEMBECK, 1979; HORNYAK, 1990; HAN et al., 2000; KOYAMA, 2000; STEINHOFF et
al., 2003; BOSTOCK et al., 2005; BIRKLEIN, 2008). A liberacdo do CGRP e SP causa
vasodilatacdo e extravasamento de proteinas, respectivamente, provocando assim a
inflamacdo neurogénica. O CGRP e a SP alcangam as arteriolas e disparam uma cascata de
eventos que atuam diretamente no masculo liso vascular, provocando a dilatacdo das
arteriolas (LEMBECK, 1979; CLINE, 1989; JANIG, 1989; BENNET, 1991; WAKISAKA,
1991; OCHOA, 1993; BENNETT et al., 1998; BESTER et al., 1998; KOYAMA, 2000). A
estimulacdo antidromica dos nervos sensoriais conduz a um aumento transitério no fluxo

sanguineo da pele, provocando vasodilatacdo cutdnea (BAYLISS, 1901; JANIG, 1989).

1.4 Temperatura da pele

As lesbes dos NPs em humanos podem induzir as neuropatias periféricas,
caracterizadas clinicamente por dor espontanea, hiperalgesia, alodinia, parestesia e disestesia
(BLENK et al., 1996; TAL et al., 1999; HAN et al.,, 2000). Além desses sintomas, 0S
pacientes podem apresentar uma alteracdo na temperatura da pele na regido do corpo inervada
pelo nervo afetado (BENNET, 1991; WAKISAKA, 1991).

A pele cobre a superficie externa do corpo e é o principal local de
intercomunicacdo com o meio ambiente. E constituida por uma porcao epitelial, a epiderme, e

uma porg¢édo conjuntiva vascular a derme. Desempenha multiplas fungdes, tais como, proteger
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0 organismo contra a desidratacéo e atrito, receber informacGes constantes sobre o ambiente e
as enviar para 0 SNC, e colaborar para a termorregulagdo do corpo (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

A pele é constituida por uma rede de vasos e por densas fibras nervosas
relacionadas com a termorregulacdio (UEMATSU, 1988; STANDRING, 2008). O fluxo
sanguineo cutaneo é regulado de acordo com a necessidade termorregulatéria e o suprimento
sanguineo para a pele é determinado pelas camadas superficiais e profundas da pele através da
circulagdo proveniente das arteriolas, vénulas, capilares e anastomoses arteriovenosas
(TAKAHASHI et al., 1999; WRIGHT et al., 2006; STANDRING, 2008).

A temperatura da pele depende do fluxo sanguineo cuténeo e do tono simpatico
das fibras vasomotoras, os quais sd@o controlados pelo sistema nervoso simpatico
(BRELSFORD, 1985; OCHOA, 1993; SUN et al., 2006) e este, por sua vez, é governado por
impulsos nervosos gerados pelo hipotalamo e por areas do encéfalo, e ambos os sistemas séo
anatomica e fisiologicamente simétricos (UEMATSU, 1988). Desta forma, em individuos
normais nao existe variacdo na temperatura da pele entre os lados do corpo e a detecgédo de
uma significativa diferenca de temperatura da pele de um lado do corpo, comparado com o
lado contralateral pode ser altamente sugestivo de muitas lesGes, tal como a lesdo nervosa
(HALLER,1981; BRELSFORD et al., 1985; UEMATSU, 1985; OCHOA, 1993; HERRY,
2004; ZIPROUDINA 2005; WRIGHT et al., 2006). Em circunstancias patologicas a
temperatura da pele pode apresentar-se aquecida (hipertermia) ou fria (hipotérmica) e essa
anormalidade na temperatura da pele pode ser devido a disturbios no sistema nervoso
simpatico ou a vasodilatacdo antidromica (WAKISAKA, 1991; OCHOA, 1993).

Anatomicamente, a lesdo nervosa pode provocar um distarbio na inervagédo
simpaética devido ao fato das fibras simpaticas percorrerem de forma paralela a distribuicéo

sensorial somatica dos nervos (PULST, 1981; BRELSFORD et al., 1985; UEMATSU, 1985;
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OCHOA, 1993). Além da distribuicdo paralela, o disturbio na fungdo das fibras simpaticas
pode ser ocasionado pelo atraso no transporte axoplasmatico apds a lesdo nervosa, o qual
induz a diminuig&o na liberagdo dos neurotransmissores das fibras simpaticas vasoconstritoras
po6s-ganglibnicas, desencadeando mudancgas na acdo modulatéria das vias adrenérgicas e na
atividade neuronal (WAKISAKA, 1991; WASNER, 1999; RAHMAN, 2008).

A temperatura da superficie da pele pode ser registrada por cameras especiais
conhecidas como termdgrafos, os quais apresentam alta resolucéo e sensibilidade capazes de
detectar pequenas varia¢fes na temperatura da pele (0.001°C) (VIANNA et al., 2005; SUN et

al., 2006).

1.5 Termografia Computadorizada

A termografia € um metodo ndo-invasivo capaz de avaliar a temperatura
através da energia emitida pela superficie do corpo humano ou de qualquer objeto e
transforma-la em uma imagem visivel ao olho humano (FRANCIS, 1979; BRELSFORD et
al., 1985; ROCHA, 2001; KASTBERGER et al., 2003; ZIPROUDINA et al., 2005;
SUMBERA et al., 2007; NG, 2009).

Os termdgrafos sdo cameras (Figura 3) capazes de captar por meio de uma rede
de sensores, a radiacdo infravermelha emitida pelo corpo e converté-la em sinais elétricos. Os
sinais elétricos sdo processados atraves de um software e mostrados na forma de imagens na
tela do computador, tornando possivel a mensuracdo da temperatura superficial dos corpos
(BRELSFORD et al., 1985; UEMATSU et al., 1988, ROCHA, 2001; KASTBERGER et al.,

2003; ZIPROUDINA et al., 2005; NG, 2009).
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Figura 4: Camera termografica ELETROPHYSICS,
P\V/320T. LISA

Os corpos podem absorver, refletir ou transmitir a energia radiante que incide
sobre eles. Porém, a energia absorvida pode ser ainda reemitida em diferentes comprimentos
de onda, como, por exemplo, calor (BALBINOT, 2008). Um corpo negro € definido como um
corpo que nao reflete, mas sim absorve toda energia incidente. Ao absorver esta energia, 0
corpo negro aquece e emite radiacdo obedecendo ao modelo fisico-matematico especial
mostrado pela equacdo de Stephan-Boltzaman (eq 1). J& um corpo cinza, como S&o
considerados os animais, reflete a radiacdo infravermelha (KATSBERGER et al, 2003).

Qualquer corpo ou objeto com temperatura acima de zero absoluto (0 Kelvin)
produz  movimento interno das  moléculas e  emissdo  de radiacéo
infravermelha(CHRISTIANSEN, 1991; KATSBERGER et al., 2003; NG, 2009). A radiacdo
infravermelha emitida por um corpo depende da sua emissividade, a qual esta relacionada
com a condicdo da sua superficie, como por exemplo, no caso de metais, depende da oxidacao
ou polimento da sua superficie. No caso de seres vivos, a emissividade pode ser afetada por
diversos fatores tais como, a circulacdo sanguinea, presenca de ar e umidade (BRELSFORD

et al., 1985).
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A quantidade de energia radiante emitida é proporcional a quarta poténcia da
temperatura absoluta (CHRISTIANSEN, 1991; NG, 2009) como mostra a equacdo de
Stephan-Boltzaman, abaixo:

EzeoT' (1)

Onde:

E = poténcia total emitida (W/cm2)

& = emissividade caracteristica para cada material, adimensional

o = constante de proporcionalidade, igual a 5.672 x 10-8 W.m-2K-4

T4 = corresponde a temperatura absoluta do corpo ou objeto em graus Kelvin.

No entanto, como a transferéncia de energia de um corpo para outro (ou o
proprio meio ambiente) depende da diferenca de temperatura entre eles, a equacdo mais
importante para determinacdo quantidade de energia radiante emitida por um corpo é a
formula expandida de Stephan-Boltzaman, descrita abaixo, a qual considera a temperatura do
corpo e do ambiente:

E=¢o0. (Th*-Te? (2)

Onde:

E = poténcia total emitida (W/cm2)

g = emissividade

o = constante de proporcionalidade

Th = temperatura corpo

Te = temperatura ambiente
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Desta forma, a energia emitida sob a forma de calor por determinado corpo
pode ser captada para mapeamento térmico, possibilitando a determinacdo da temperatura em
multiplos pontos ou areas de interesse (CHRISTIANSEN, 1991).

O mapeamento térmico (interpretacdo das imagens) é realizado através de um
software que permite a medicdo e analise da temperatura absoluta, maxima, média e minima
da regido de interesse. A regido de interesse pode ser definida através da criacdo de spots ou
areas nos locais a ser analisados, como mostra a Figura 4.

A imagem exibida na tela do computador pode ser monocromatica, tipicamente
em preto e branca (tons de cinza) ou multicolorida dependendo da escala de cores
selecionadas. Na exibicdo monocromatica, a cor preta indica as areas mais frias e a cor branca
(tons de cinza) as areas mais aquecidas (Figura 4) (BRESLFORD et al., 1985, BALBINOT,
2008; NG, 2009). Na exibicdo multicolorida, cada cor pode representar uma faixa de

temperatura (BRESLFORD et al., 1985, NG, 2009).
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Figura 5: Imagem termogréfica da regido plantar dos membros posteriores em rato com compressdo do
nervo ciatico a direita, mostrando o efeito da lesdo nervosa sobre a temperatura de pele da regido plantar.
O marcador circular descrito como spot correspondente a regido analisada e os valores da temperatura para
cada &rea marcada consta na tabela na prépria imagem. A escala de cor varia do preto ao branco. Quanto
mais quente mais préximo do branco e, quanto mais frio, mais proximo do preto.
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A termografia atravées de cameras infravermelho foi desenvolvida
originalmente para uso militar, mas recentemente a aplicacdo desta técnica tem sido
empregada em diversas areas (NG, 2008), como, por exemplo, astronomia, engenharia,
medicina e veterinaria (KASTBERGER & STACHL, 2003). Em geral, é utilizada como uma
medida indireta do fluxo sanguineo, capaz de detectar pequenas alteracfes ou variacdes na
temperatura da pele em qualquer doenca ou lesdo que afete a microcirculacdo da pele
(WRIGHT, 2006). Porém, a mensuracdo da temperatura da pele sozinha pode ndo ser
suficiente para fazer diagnosticos médicos (NG, 2009), mas pode auxiliar tanto no
diagndstico, como no monitoramento de determinadas condigdes patoldgicas, tais como a
sindrome dolorosa regional complexa, neuropatia diabética, insuficiéncia vascular, desordens
vasoespasticas, lesdes inflamatorias, tumores, entre outras (BENNETT et al, 1991;
TAKAHASHI et al., 2002; KASTBERGER et al, 2003; ZAPROUDINA et al., 2006; NG,
2008) auxiliando assim a pratica medica.

A termografia tem sido utilizada em diversos estudos experimentais sobre
varios tipos de patologias: lesdo nervosa periférica focal (PULST et al., 1981; BRELSFORD
et al., 1985; UEMATSU et al., 1985; BENNET et al.,1991; WAKISAKA et al.,, 1991),
distrofia simpatico reflexa (WASNER et al.,1999, 2001); reflexo axonal e vasodilatacao
antidémica (Cline 1989; OCHOA et al., 1993; HABLER et al., 1998; TAKAHASHI et al.,
1999; KOYAMA et al., 2000), dor lombar (UEMATSU et al., 1988; ZAPROUDINA et al.,
2006), dor miofascial (ZHANG et al., 2009) e deteccdo de cancer de glandula mamaria (NG,
2009).

Os resultados experimentais referentes aos estudos sobre lesdo nervosa
periférica demonstraram uma significativa correlacdo entre a alteracdo na temperatura da
superficie da pele com a lesdo periférica focal (PULST et al., 1981; BRELSFORD et al.,

1985; UEMATSU et al.,, 1985; BENNET et al.,1991; WAKISAKA et al., 1991).
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Nas lesdes periféricas focais, a termografia, além de permitir a visualizacdo e o
mapeamento da area afetada pela lesdo do nervo periférico, ela é capaz de avaliar a atividade
funcional das fibras nervosas simpaticas, possibilitando a deteccdo de possiveis disfuncbes
sistema nervoso simpatico (PULST et al., 1981; BRELSFORD, et al.,1985; UEMATSU et al.,
1985; UMETSU et al.,, 1988; ZIPROUDINA et al., 2006). Assim, diferentemente dos
métodos convencionais como tomografia computadoriza (TC) e ressonancia nuclear
magnética (RNM) que avaliam as mudancas morfologicas que ocorrem apds a lesdo, a
termografia permite a avaliacdo do estado normal e patolégico do sistema nervoso, vascular,
muscular, além de processos inflamatorios locais (UMETSU et al., 1988; ZIPROUDINA et

al., 2006; NG, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Embora existam varios estudos que avaliem os efeitos da lesdo nervosa sobre a
temperatura da pele, em geral, estes estudos utilizam como modelo experimental a constricao
cronica do nervo ciatico, a qual ndo apresenta um bom prognostico para regenera¢do. Como o
conhecimento dos efeitos da lesdo por compressao do nervo ciatico sobre a temperatura da
pele é um tema pouco abordado na literatura, este estudo busca avaliar quais sdo os efeitos da
lesdo nervosa aguda, que apresenta um bom progndstico de regeneracdo, sobre a temperatura
da pele.

Diversos estudos experimentais e clinicos tém utilizado a termografia para
fazer a avaliacdo da temperatura da pele. Assim, no intuito de ampliar os conhecimentos da
utilizacdo da termografia, este estudo busca também demonstrar como a termografia pode
auxiliar no diagndstico da les@o nervosa podendo servir como uma ferramenta eficaz capaz de
fornecer informacbes que auxiliem tanto o manejo clinico de determinadas condicGes
patologicas, como também a programacdo e reprogramacdo das estratégias terapéuticas de

reabilitacdo das sequelas funcionais das lesGes nervosas periféricas.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Analisar os efeitos da compressao unilateral no nervo ciatico em ratos machos

adultos sobre a temperatura da pele da regido plantar dos membros posteriores.

3.2  Objetivos especificos

* Realizar um acompanhamento temporal da temperatura da pele dos membros
posteriores através do uso da termografia durante periodo pré e pds-operatdrio da compressao
do nervo ciatico direito de ratos Wistar machos adultos;

« Avaliar a recuperacdo funcional da locomocdo através da quantificacdo do
indice de funcionalidade do nervo ciatico de ratos Wistar machos adultos apds compressao do
nervo ciatico direito;

« Avaliar a regeneracdo da porcéo distal a lesdo do nervo ciatico através da
analise histologica, ap0s quatro semanas da lesdo em ratos machos adultos com compressao
do nervo ciatico direito.

« Avaliar inter-relacdo entre temperatura da pata do membro posterior

experimental e a recuperacdo funcional ap6s a compressdo do nervo ciatico.
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4 METODOS E RESULTADOS

4.1  Artigo — Viviane Z. Sacharuk, Gisele Lovatel, Jocemar llha, Simone Marcuzzo, Léder

L. Xavier, Milton Antdnio Zaro, Matilde Achaval.

Thermographic evaluation of hind paw skin and functional recovery of locomotion after

sciatic nerve crush in rats

Submetido a Revista “Muscle and Nerve”



22

Thermographic evaluation of hindpaw skin and functional recovery of

locomotion after sciatic nerve crush in rats

Authors: Viviane Z. Sacharuk *°, Gisele Lovatel*®, Jocemar 11ha®®, Simone Marcuzzo ®®,

Léder L. Xavier*, Milton Anténio Zaro *°, Matilde Achaval ®®.

®Programa de Pds-Graduagdo em Neurociéncias, Instituto de Ciéncias Basicas da Salde,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil;
PLaboratério de Histofisiologia Comparada, Departamento de Ciéncias Morfoldgicas,
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brazil;
“Laboratdrio de Biologia Celular e Tecidual, Faculdade de Biociéncias, Pontificia

Universidade Catolica do Rio Grande do Sul; Porto Alegre, RS, Brasil;

dInstituto Brasileiro de Tecnologia em Calcado (IBTEC), Novo Hamburgo, Rio Grande do

Sul, RS, Brazil.

Corresponding author: Matilde Achaval, MD, PhD, Laboratério de Histofisiologia
Comparada, Departamento de Ciéncias Morfoldgicas, ICBS, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Sarmento Leite 500, CEP: 90050-170 Porto Alegre, RS, Brazil.

Phone: +55-51-33083624

Fax: +55-51-33083092/33083148

E-mail: achaval@ufrgs.br


mailto:achaval@ufrgs.br

23

Abstract

Introduction: Peripheral nerves are often damaged by direct mechanical injury, diseases
and/or tumors. Peripheral nerve injury results in partial or total loss of motor, sensory and
autonomic functions in the involved segments of the body'. Methods: Wistar rats were
divided into three groups: control (n=7), sham (n=25) and crush (n=25). All groups were
submitted to thermographic, functional and histological assessment. Results: AT in the crush
group was different from the control on the 1%, 3" and 7™ postoperative days and from sham
group on the 1% 3" and 28™ postoperative days (p<0.05). In the crush group, functional
recovery returned to normal values between the 3™ and 4™ weeks post injury while
morphological analysis of the nerve showed incomplete regeneration at the 4™ week after
injury. Discussion: This study is the first demonstration that hind paw skin temperature is
increased by sciatic nerve crush and this change is probably not closely correlated to

functional recovery.

Keywords: Thermography, Skin temperature, Nerve crush, Functional recovery
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Introduction

Peripheral nerves are often damaged by direct mechanical injury, diseases, tumors or
iatrogenic lesions." The most common etiologies of acute traumatic peripheral nerve injury
include penetrating injury, crush, stretch and ischemia?. The incidence of traumatic injuries in
the USA is estimated to be > 500,000 new patients annually’. Nerve injury has a profound
impact on the life of the patient and the cost to society is felt not only in direct health sector
expenses, but also the loss of production®. Many human and animal studies have shown that
peripheral nerve injury may be accompanied by variation in the skin temperature on the

4567891112 gkin temperature is determined by the

region innervated by the injured nerve
diameter of skin blood vessels, which is controlled neurogenically by two opposing
mechanisms, one mediated by the sympathetic system which exerts a vasoconstrictor effect,
and the other influenced by antidromic stimulation which exerts a vasodilator action. Thus,
under pathological circumstances, variations in skin temperature may occur due to changes in
the activity of the sympathetic nervous system or may come about due to neurogenic
inflammation mediated by antidromic stimulation'**2,

While animal models using sciatic nerve chronic constriction have shown variations in

91114 “there are no reports in the literature showing the

skin temperature after nerve injury
effect of nerve crush injury on skin temperature. Variations in skin temperature are easily
documented using thermography, a highly sensitive non-invasive technique capable of
detecting alterations in skin surface temperature®>®91112151617.18.192021.22 N aasyrement of
skin temperature using thermography could be of use in following the temporal evolution of
nerve injury, because it allows clinical quantification of the peripheral nerve injury>®
facilitating evaluation, diagnosis and treatment follow-up.

This study consists of an investigation into the effects of sciatic nerve injury on hind

paw skin temperature. Temporal analyzes of the hind paw skin temperature were made by



25

means of infrared thermography on different days after lesion and the findings were correlated
with functional recovery indexes (SFI and TSI). To verify whether the recovery was only

functional or also morphological, histological analyzes were also performed.



26

Material and Methods

Subjects

The experiment was performed on 57, 3-month old male Wistar rats, weighing 265 —
400 g (initial age and weight), from a local breeding colony (ICBS, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Brazil). The rats were housed in standard plexiglass boxes, under a 12:12h
h light/dark cycle, at a controlled temperature (23 1°C), with food and water available ad
libitum. All the animals were cared for in accordance with Brazilian law and in compliance
with the National Institute of Health’s Guidelines for Care and Use of Laboratory Animals
(publication no. 85-23, revised 1985).This study was approved by the Ethics Committee of

the Universidade Federal do Rio Grande do Sul, RS — Brazil.

Experimental Protocol

The animals were randomly divided into three groups: (1) control rats, without
surgical procedure (CONTROL, n=7); (2) rats submitted to surgical procedure without sciatic
nerve crush (SHAM, n=25) and (3) rats submitted to surgical procedure with sciatic nerve
crush (CRUSH, n = 25). For the surgical procedures, the animals were anesthetized using
ketamine and xylazine (90 and 15 mg/kg, i.p.; respectively) and the right sciatic nerve was
exposed through a skin incision extending from the greater trochanter to the mid-thigh,
followed by splitting the overlying gluteal muscle. The nerve crush injury was performed with
1 mm haemostatic forceps for 30 seconds, as previously described by Bridge and coworkers
(1994). The muscle and skin were then closed with 4-0 nylon sutures, and the animals

returned to their cages.
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Assessment of Skin Temperature

The hind paw plantar surface skin temperature measurements were obtained using an
infrared videocamera (ELECTROPHYSICS - PV320T, USA) placed at approximately 90°
from the surface and 25 cm from the plantar region of the hindlimb and 75 cm above the
floor. This camera has a thermal sensitivity of approximately 0.08 °C, (error 2 °C) and the
images were digitally recorded at 30-second intervals. The thermographic procedures were
conducted in a room maintained at a constant-temperature of 23°C (£1°C) and humidity
between 30 and 50% (Thermo/hydro/clock, MT-230, Minipa, Brazil). Surface temperature
was measured from 09:00 to 12:00 a.m., after at least 1h acclimation of the animal to the
ambient temperature. The animals were lightly anesthetized with sodium pentobarbital (30 -
40 mg/kg, i.p Cristalia, Brazil) in order to suppress the righting reflex while preserving the
withdrawal reflex and returned to Plexiglass boxes. The anesthetized rats were gently placed
in a prone position using a body-shaped depression and the dorsal surface of the hind paw was
fixed with adhesive tape. The hind paws were positioned and the infrared detector picked up
the heat emitted from the plantar region (Fig. 1).

Temperature maps were obtained before the surgical procedure and after 1, 3, 7, 14, 21
and 28 days post injury. The body core temperature was measured using a digital thermometer
inserted 2 cm into the rectum, prior to and immediately after infrared thermographic
measurement. Then the animals were replaced in the Plexiglas boxes. Infrared images were
evaluated using analytical software (Velocity, USA). The area of interest was the region of the
plantar surface of the hindlimb corresponding to the thermatomes regulated by the L4-Ls
levels'. The skin temperature of the plantar region was calculated using the mean of the
temperature obtained at 10, 20 and 30 second intervals. The skin temperature difference
between sides was calculated as AT = skin temperature of plantar region of experimental side

(right) — skin temperature of the plantar region of the contralateral side (left). The AT is shown
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in °C. If the experimental side was hotter than the contralateral side, the temperature
difference was considered to be positive. If the experimental side was colder, temperature

difference was negative!.

Assessment of Functional Recovery

All animals were submitted to a series of motor activity assessments at 7, 14, 21 and
28 days after lesion. Recovery of locomotor activity, monitored by analysis of the sciatic
functional index (SF1)*and toe spread index (TSI)*® was considered proof of adequate
reinnervation of the right hindlimb.

Both indexes were based on measurements of the footprints of walking rats, which
provides a reliable and easily quantifiable method of evaluating the functional condition of the
sciatic nerve. For this test, the rats were trained to walk over a white sheet of paper covering
the bottom of a 100-cm-long, 8.5-cm-wide track ending in a dark box. Afterwards, the
animals had the ventral portion of the hind feet painted with dark dye and, then, they were
placed on the track to walk.

The rats’ footprints were used to determine the following measurements: (1) distance
from the heel to the third toe, the print length (PL); (2) distance from the first to the fifth toe,
the toe spread (TS); and (3) distance from the second to the fourth toe, the intermediary toe
spread (ITS). For the TSI, only parameter (2) TS was measured. All measurements were
obtained from the experimental (E) and normal (N) sides®. Several prints of each foot were
obtained on each track, but only three of them were used to determine the mean
measurements in the E and N sides.

The SFI and TSI were calculated respectively according to the equations below:

1) SFI = — 38.3 (EPL - NPL) / NPL + 109.5 (ETS - NTS) / NTS + 13.3 (EIT - NIT) / NIT -

8.8%2,
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2) TSI = (ETS — NTS)/NTS *
In the SFI, an index of zero (x 11) represents normal function and an index of about —
100 indicates total impairment®’. In the TSI, normal function is represented by an index of

Zero.

Histological Assessment

After 28 days post lesion the animals were anesthetized with sodium thiopental (50
mg/kg, i.p.; Cristalia, Brazil) and transcardially perfused using a peristaltic pump (Milan,
Brazil) with 300 mL of saline solution, followed by 400 mL of 0.5% glutaraldehyde (Merck,
Germany) and 4% paraformaldehyde (Reagen, Brazil) in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4)
at room temperature. Afterwards, for nerve regeneration analysis, short segments (~ 3 mm) of
the right sciatic nerve were rapidly excised from 5 mm of the distal portion of the nerve. The
specimens were maintained in the same fixative solution for 1h at room temperature and at 4
°C until processed. After, they were post-fixed in 1% OsO, (Sigma Chemicals Co., USA) in
PB, dehydrated in a graded series of alcohol and propylene oxide (Electron Microscopy
Science, USA), embedded in resin (Durcupan, ACM-Fluka, Switzerland) and polymerized at
60° C (llha et al., 2006). Transverse-semithin sections (1 um) were obtained using an
ultramicrotome (MT 6000-XL, RMC, Tucson, USA) and stained with 1% toluidine blue
(Merck, Germany) in 1% sodium tetraborate (Ecibra, Brazil). Afterwards, images of the nerve
were captured and digitalized (100% in oil immersion) using a Nikon Eclipse E-600

microscope (Tokyo, Japan) coupled to a digital camera for morphological analysis.
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Statistical analysis

Differences in data from AT were examined using the Kruskal-Wallis Test and the
temporal evolution of AT in each group was analyzed using Friedman Test. The SFI and TSI
were analyzed using an analysis of variance (ANOVA) for repeated measures followed by the
Bonferroni test. These data were run on SPSS® 11.5 (Statistical Package for the Social
Sciences, Inc., Chicago, Illinois) with significance set at P < 0.05. All data are shown as mean

+ standard error of the mean (SEM).

Results
Skin Temperature

Thermographic data are presented as mean = SEM in Table 1. Thermographic
measurements showed that before the surgical procedure no alterations were found in the AT
between hind paws between the groups. In this evaluation the average AT was close to zero
(calculated as the skin temperature on the right side minus that on the left side). It is
noteworthy that no differences were found between the control and sham throughout the
postoperative period. However, the AT in the crush group was different from that of the
control and sham groups on the 1st and 3rd postoperative days (P < 0.05; Table 1); when the
AT of the crush group was higher, showing that the experimental side was hotter than the
normal side (Figure 1). Moreover, the AT in the crush group was also higher than the control
and sham groups on the 7th and 28th postoperative days, respectively (P < 0.05; Table 1).
When analyzing the temporal evolution in the AT of the crush group, we found a significant
difference between hind paws throughout the whole experiment, after the crush procedure (P
< 0.05 the Friedman test). This difference was not observed in the control or sham group (P >

0.05 the Friedman test).
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Functional Recovery

The SFI and TSI were measured on postoperative-days 7, 14, 21 and 28 and the data
are presented as mean + SEM in figure 2.

In the control and sham groups, the SFI and TSI were considered normal throughout
the experiment, with SFI around -10 and the TSI around zero. No differences were found
between the non-operated control and sham-operated groups following the survival period
after surgery.

In the crush group, the SFI and TSI values on postoperative-days 7, 14 and 21 were
significantly lower than in the control and sham groups (P< 0.05; figure 2). This result
indicated a loss of motor function in the right hindlimb in all the animals that received sciatic
crush which confirms that the sciatic nerve crush was fully effective.

On postoperative-day 28, no statistical differences were found between the groups in

either the SFI or TSI, indicating almost complete restoration of hindlimb motor function.

Histological Studies

Sections from the distal portion of the sciatic nerve were qualitatively analyzed
and the histological appearance was essentially normal for the sham and control groups with a
similar distribution of small and large diameter myelinated and unmyelinated nerve fibers,
Schwann cells, each surrounded by a well-defined perineurium, and a regular proportion
between myelin sheath thickness and fiber diameter (Figure 3). Moreover, in the crush group,
the histological appearance showed an apparent unimodal fiber spectrum with the
predominance of small-diameter thin myelin sheath fibers, a reduction in size and alteration in
the shape of nerve fibers, an increase in endoneurium between the nerve fibers and the

presence of degeneration debris (Figure 3).
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Discussion

The present study investigated the effects of sciatic nerve crush on hind paw skin
surface temperature and the findings were compared with functional recovery (SFI and TSI).
To verify whether the recovery was only functional or also morphological, histological
analyzes were also performed. We used thermography to examine skin temperature in three
groups of animals: 1) control group 2) sham group, without sciatic nerve crush and 3) crush
group, with sciatic nerve crush. Thermography demonstrated that sciatic nerve crush is able to
change hind paw skin temperature. Several experimental studies of peripheral nerve injuries
have indentified variations in skin temperature after nerve injury, but this study is the first
detailed description in the literature that shows that sciatic nerve crush provokes variation in
the skin temperature of the plantar region of hind paw*>°*122

In our results, we observed a slight increase in the AT in the sham group, characterized
by increases in the temperature of the manipulated paw. However, no statistical difference
was found between the sham and control groups. In fact, the surgical procedure and some
related complications, such as a mild inflammatory process in the manipulated paw, could be
associated with this temperature increase in the sham group. However, observing this basal
increase in the AT of the sham group, we are unable to deny the effects of the crush, because
the increases in the AT induced by crush are statistically higher when compared with the sham
group, showing a clear effect of the crush in the paw temperature changes.

Our study shows that after sciatic nerve crush, the average skin temperature difference
(AT) of the plantar surface was positive, with the experimental side being hotter than the
contralateral side in the first week post nerve injury. Some studies have reported two different
states after nerve injury: a hot state that represents the positive difference between skin
temperatures of the experimental paw minus the contralateral side; and a cold state that

represents the negative difference between skin temperatures of the experimental paw minus
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the contralateral side. The hot state reflects vasodilatation while the cold reflects
vasoconstriction® > % 2312,

Similarly to our results, previous studies®'!, using chronic constriction of the sciatic
nerve and thermography, reported that the skin temperature in the experimental side was
hotter during the first week. However, in contrast to our results, in the chronic constriction
model the skin temperature of the experimental side became progressively colder than the
contralateral side after the first week post nerve injury. This difference between the findings
presented in our study and previous studies **' may be due to the different experimental
models used. The chronic constriction model is a more aggressive approach, with some
similarities and important differences when compared with the crush model. In contrast to the
chronic constriction model, the crush model is characterized by increased nervous fiber

regeneration®®, while both models present decreases in the release of catecholamines, mainly

adrenaline and noradrenaline, from postganglionic sympathetic vasoconstrictor fibers®>

26,11,27,28 25,26,11,29,30

in the first days after lesion which can explain the warmth in the
experimental side during the first week with both the crush and chronic constriction of the
sciatic nerve. However, in the chronic constriction model this decrease in catecholaminergic

12, 31

release is compensated by increases in sensitivity to these neurotransmitters , mainly in

blood vessels, probably induced by an over expression of the catecholamine receptor in these

tissues>2%

. This increase in catecholamine sensitivity is probably related to increased
vasoconstriction and consequent decreases in the skin temperature observed after the first
week in the chronic constriction model. To our knowledge, to date, no increase in
catecholamine sensitivity has been described in the crush model. This normal sensitivity to
catecholamines, probably associated with decreases in the level of adrenaline and

noradrenaline induced by crush, could be responsible for vasodilatation and maintenance of

the increased skin temperature on the experimental side observed in our study. Another
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mechanism that may explain the warming of the skin on the experimental side observed in
this experiment could be the antidromic activation of the type-C cutaneous nociceptor nerve
terminals. This activation causes a release of vasoactive neuropeptides, such as calcitonin
gene-related peptide (CGRP) and substance P (SP), that reach arterioles by diffusion and
trigger a chemical cascade that acts directly on vascular smooth muscle, culminating in the

9,11,13,15,17,34,35,36,37

dilatation of arterioles and cutaneous vasodilatation, inducing an increase in

local temperature®®.
Functional recovery was evaluated by walking track analysis using SF1*° and TSI%.
The SFI and TSI methods are commonly used to evaluate peripheral nerve

42,43,44,45,46,47

regeneration and represent a combination of sensory input, motor response and

cortical integration, indicating that reduced cutaneous information of the plantar aspect of the

hind paw leads to a significant functional deficit**>**%. SFI

and TSI in the present study
indicated significant hind paw impairment after sciatic crush and the changes were significant
at postoperative day 21. At postoperative day 28, both SFI and TSI showed no statistical
differences from the baseline value, indicating almost complete restoration of paw function.
These results are in accordance with a recent study by our group®” and with previous studies
414849505152 that reported an almost complete restoration of hind limb function by the 3™ or
4™ week after injury.

The recovery of the peripheral nerve was evaluated by qualitative histological study of
the distal portion of the sciatic nerve. Histological analysis is commonly used to evaluate
recovery from nerve injuries “°*"*3 |n the present study, analysis of histological sections
from the distal portion of the sciatic nerve indicated that sciatic nerve crush produced changes
with apparent predominance of small-diameter thin myelin sheath fibers and an increase in
endoneurial space. These results are consistent with a recent study by our group*’ and with

48,53,54

previous studies that show similar changes in the nerve morphology after sciatic nerve
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crush. In their histological studies, Bridge and coworkers (1994) reported that an increase in
myelination and a decrease in endoneurial space were only identified at 8 weeks after nerve
injury. As the period of the present experiment was 4 weeks, this may explain why signs of
nerve degeneration between the regenerated fibers were still found.

Our results from the histological study and regarding functional recovery show that
almost complete functional recovery can occur without complete nerve regeneration. This
discrepancy between the results can be explained by the fact that histological analysis only
provided a picture of the trophic conditions of the nerve but cannot measure neither the
proportion of regenerated fibers that reach an appropriate peripheral target nor the conduction
capacity of the nerve*®*..

In summary, our data provide evidence that sciatic nerve crush provokes an increase in
the plantar surface hind paw skin temperature and important functional deficits in the injured
hind limb. However, this increase in the skin temperature of the experimental side after nerve
injury tends to return to normal values after the first week post injury. On the other hand, the
functional recovery only returns to normal values between the 3™ and 4™ weeks post injury.
Furthermore, even at the end of the experiment (4 weeks after the crush) the skin temperature
and motor function of the experimental hind limb were similar to normal values, the
morphological study of the distal portion of the sciatic nerve showed incomplete regeneration
at that time.

The results of this research have clinical relevance because further studies can be
carried out in order to apply thermography in humans for the diagnosis and evolution of

peripheral nerve injury. This knowledge can help clinicians to develop more efficient

therapeutic strategies for this pathological condition.
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Legends

Table 1. The skin temperature differences (AT) between experimental (right) and normal
(left) sides following post-injury time. The AT is showing in °C. Non-parametric statistic
analysis using Kruskal-Wallis Test with significance set at P < 0.05. All means are presented
+ standard error of the mean (SEM). Letter “a” corresponds to P< 0.05 compared to the

Control group and “b” corresponds to P< 0.05 compared to the Sham group.

Fig 1. Digitized images of the hind paw plantar surface skin temperature measurements were
obtained using an infrared video camera in sham (A) and crush (B) groups at 3 post operative
days. Note the higher intensity of the infrared in the experimental paw in the crush group
when compared with normal paw in the same group or with the sham group. E, experimental

side; N, normal side.

Fig 2. Comparison of the functional recovery determined by the Sciatic Functional Index
(SFI; A) and Toe Spread index (TSI; B) on postoperative-days 7, 14, 21 and 28. The points of
the curves represent the group mean + SEM. Letter “a” corresponds to P< .05 compared to the

Control group and “b” corresponds to P< 0.05 compared to the Sham group.

Fig 3. Digitized images of transverse-semithin sections (1 um) obtained from regenerating
sciatic nerves in control (A), sham (B) and crush (C) groups. Note the similarity and apparent
bimodal fiber spectrum, the large and small myelinated fibers, and the scanty space of
endoneurium between the myelinated fibers, when the clusters of unmyelinated fibers are
present in the control and sham groups. Moreover, note that the crush group shows an

apparent unimodal fiber spectrum with the predominance of small-diameter thin myelin
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sheath fibers and the increase in endoneurium between the nerve fibers and the presence of
degeneration debris in this group. Mf indicates myelinated nerve fiber; Uf, unmyelinated
nerve fiber; Sc, Schwann cell; * (asterisk), endoneurium; Dd, degeneration debris; Bv, blood

vessel. Semithin sections were stained with toluidine blue. Scale bar = 20 um.Table 1.
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Table 1

Days Post-crush

Groups  Pre-crush 1 day 14 days 21 days 28 days
Control .024 +.045 .192 +.052 -.091 +.185 .027 +£.022 .082 +£.088 .002 +.063 217 +.146
Sham -.126 +.169 370 £.159 .304 +.130 504 +.284 274+ .119 .061 +.125 -.002 £.075

Crush 100+.201  .849+.150%  .669+.160°°  .869+.299" .219+.091  .476+.140°  .420+.180°
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S) CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dados apresentados neste estudo sugerem que a compressao unilateral do
nervo ciatico em ratos machos adultos provoca um aumento na temperatura da pele da
superficie plantar do membro posterior lesado e um importante déficit funcional na
locomocdo. No entanto, 0 aumento na temperatura da pele do membro posterior lesado tende
a retornar aos valores normais uma semana apds a lesdo. Por outro lado, a recuperacdo
funcional da locomocéo retorna aos valores normais somente entre a 3= e 42 semana apos a
lesdo. Além disso, mesmo que ao final do experimento (4 semanas ap6s 0 esmagamento do
nervo ciatico) a temperatura a pele e a funcdo motora do membro posterior lesado tenham
sido semelhantes aos valores normais, a analise histologica da porcéo distal do nervo ciatico
mostrou uma regeneracao parcial neste periodo.

Considerando-se a inter-relacdo entre a temperatura da pele da superficie
plantar do membro posterior lesado e a recuperacdo funcional apds a compressao unilateral do
nervo ciatico os encontrados neste estudo sugerem que o aumento na temperatura da pele da
superficie plantar do membro posterior lesado parece ndo influenciar a recuperacdo funcional
da locomocéo apds a lesao.

O resultado deste estudo demonstra que a termografia € um método com alta
sensibilidade capaz de contribuir para o diagnostico e avaliacdo da evolucdo temporal das
alteracdes na temperatura da pele decorrentes das lesGes nervosas periféricas. Dentro deste
contexto, os resultados encontrados neste estudo servem como referéncia para futuras
pesquisas que busquem ampliar os conhecimentos dos efeitos da lesdo nervosa sobre a
temperatura da pele, bem como, elucidar os mecanismos responsaveis pela alteracdo de
temperatura através da quantificacdo de catecolaminas e citocinas apds as lesdes nervosas

periféricas
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