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ARTIGO ORIGINAL

®

CORRE~LAQAO ENTRE DIFERENTES METODOS DE
AVALIAGAO FUNCIONAL DA MARCHA DE RATOS COM
LESAO POR ESMAGAMENTO DO NERVO ISQUIATICO

CORRELATION BETWEEN DIFFERENT METHODS OF GAIT FUNCTIONAL EVALUATION IN RATS
WITH ISCHIATIC NERVE CRUSHING INJURIES

ANDREA Licre Pessina GAsPARINIT, CLAUDIO HENRIQUE BARBIERP, NiLTon Mazzer 3

RESUMO

Foi realizado um estudo da correlagdo entre diferentes métodos
de avaliacéo funcional do nervo ciatico de ratos ap6s leséo por
esmagamento. Foram empregados no estudo 25 ratos da linha-
gem Wistar, de peso médio em torno de 250 g, submetidos a
esmagamento controlado do nervo e avaliados por dois métodos
convencionais para obtengéo do indice funcional do ciatico (IFC),
baseados respectivamente na medida manual e computadorizada
de parametros das impressoes das pegadas dos animais, e por um
novo método desenvolvido pelos autores, baseado na filmagem
das pegadas e medida dos mesmos parametros, no 19, 79, 142
e 212 dias de pds-operatorio, sendo feita a comparagdo com os
valores obtidos no pré-operatério e entre os diferentes métodos
nos varios periodos. Os resultados mostraram que o método da
medida dos parametros pela flmagem das pegadas permite melhor
visualizagdo da pata acometida pela leséo do nervo e que este
método se correlaciona com positivamente com os convencionais,
ja a partir da primeira semana de pds-operatério, desde que seja
empregada a mesma férmula para o célculo do IFC.
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INTRODUGCAO

A avaliagéo funcional da regeneragéo de lesdo de nervo periférico
em animais é um fator experimental desafiador. Apds uma lesao ner-
vosa, a recuperagao morfoldgica e funcional raramente € completa
e perfeita, apesar da aplicacéo de técnicas modernas e sofisticadas
de reconstrugao'?. Em condicdes experimentais, a recuperagao das
lesbes é estudada principalmente através de técnicas de histologia
e morfometria®¥. Apesar da utilidade desses processos, € impor-
tante acompanhar a recuperacao funcional da leséo. Os estudos
experimentais representam uma importante fonte de pesquisa para
entendimento das lesdes e da regeneracao dos nervos periféricos®.
Aliteratura especializada € rica em estudos experimentais enfocando
alesao”®. Destaque ao uso de recursos terapéuticos para promover
a regeneragao®'9. Grande enfoque é direcionado ao estudo da
avaliagao da recuperagao funcional, sempre dificil em animais, por
razbes compreensiveis (111219,

De Medinaceli et al.'¥, desenvolveram um método quantitativo,
reprodutivel, da condicéo funcional do nervo cidtico de ratos, atra-
vés da andlise de dados caracteristicos das pegadas impressas
do animal. Este método foi modificado em 1984 adicionando ao
mesmo, recursos de informética, tornando-o mais pratico, rapido e
de facil aplicagao, mantendo o célculo do entdo denominado Indice
Funcional de Ciatico (Sciatic Functional Index) através da férmula:

4

(ETOF = NTOF) i (NPL - EPL) i (ETS - NTS) i (EIT = NIT
NTOF EPL NTS NIT

SFI = [

SUMMARY

A study of the correlation between different methods of func
evaluation of the sciatic nerve of rats after a crushing injun
carried out. Twenty five Wistar rats weighing 250 g in average
submitted to a controlled crushing injury of the nerve and eval
by two conventional methods for obtaining the sciatic func
index (SFl), based on manual and computer-based measurem
parameters on animals” footprints, and by a new method deve
by the authors, based on walking track movie recording an
measurement of the same parameters, on the 1st, 7th, 14t
21st postoperative days, a comparison being established wi
values obtained preoperatively and between the different me
in all periods. The results showed that the method of recordir
walking track allows for a better visualization of the injured pa
that this method positively correlates with the conventional met
as early as the first postoperative week on, provided that the
SFI formula is used.
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Outros pesquisadores modificaram os métodos existentes at
de férmulas matematicas, excluindo parametros de varianc

tatistica significativa®'9.
H ]]x
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Bain et al.® conduziram um estudo experimental em ratos ¢
objetivo de desenvolver e testar equacgdes independentes mai
fiaveis para a avaliagao funcional da regeneragéo dos nervos ci
tibial e peroneiro, utilizando as seguintes férmulas matemétic

NPL - EPL
EPL

ETS — NTS
NTS

EIS — NIS
NIS

i1 = —38.3x EPL=NPLY, 0 53 ETS=NTS\ 35 (EIT-NIT
NPL NTS NIT
ppeaias| BEE—NPLY. g asl BIS— NTSY, juic [ BIT—NIT
NPL NTS NIT
Prr=174.93x EPL=NPL 1 go3x[ EIS—NTS 154
NPL NTS

Apesar das mudangas, fatores limitantes ao uso do método
existiam dificultando sua aplicabilidade, como por exemy
necessidade de equipamento de informatica com o prog
especifico para tratamento das pegadas, e até a prépria obte
da impresséao das patas.

Trabalho realizado no Departamento de Biomecanica, Medicina e Reabilitagdo do Aparelho Locomotor, Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo.
Endereco para correspondéncia: Rua Aldo Focosi, 301, apto 63 - Jardim Santana - CEP: 14091-310 - Ribeirao Preto - Sao Paulo - e-mail: andrea.licre@terra.com.br
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Diferentes técnicas tém sido desenvolvidas para obtengéo apro-
priada da impressao da pegada do animal. A captura de imagem
em tempo real, através de video filmagem, foi um avango no campo
experimental da avaliacao funcional da marcha de ratos com leséo
nervosa periférica® ™. A visualizagéo, registrada sem defeitos na
impress&o da pegada, facilita a marcagéo das medidas necessarias
para obtencéo do Indice Funcional do Ciatico (SF).

Apesar da literatura a respeito do uso dos diferentes métodos
de avaliag&o funcional, observa-se ndo haver estudos baseados
na correlagao entre tais métodos. Propds-se entdo, submeter os
animais com lesdo do nervo ciatico, por esmagamento, com carga
continua, a metodologias de avaliagdo funcional conhecidas e
adaptar a metodologia da filmagem a utilizacdo de um programa
que avaliou a fungao da marcha desde o primeiro dia de pds-ope-
ratério, sem dificuldades de analise das impressoes das pegadas,
e ainda estabelecer correlagao entre estas metodologias.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados, para o experimento, 25 ratos machos da linhagem
Wistar, com peso médio de 250 (variagdo: 200 — 300 gramas),
mantidos em gaiolas coletivas de trés animais cada, em ambiente
climatizado, com livre acesso a alimentagao, constituida por ragao
especifica padronizada no Laboratério, € a agua, até o 21° dia
pds-operatorio, data limite do término do experimento.

Para o procedimento cirlirgico, os animais, foram pesados anes-
tesiados com uma mistura das drogas Ketamina (Ketamina a
5%) e Xilasina (Xilasina a 2%), na proporcao 1:4, aplicada por via
intraperitoneal na dose de 0,10 ml/100 g de peso corporal. Cada
animal foi identificado e o membro inferior direito preparado para
o procedimento cirlrgico da maneira habitual, incluindo tricotomia,
aspersao de solugéo anti-séptica e protecéo do local com toalhas
cirdrgicas.

O animal era posicionado em decubito ventral, prendendo-se as
patas traseiras em abdugao, em suporte préprio, € o nervo ciatico
abordado por inciséo cutanea lateral retilinea longitudinal de cerca
de 3 cm de comprimento. A incisdo estendia-se do tubérculo maior
do fémur até o condilo femoral lateral, seguida de dissecacéo rom-
ba entre os musculos isquiotibiais e gliteo maior, deixando o nervo
exposto desde a emergéncia até a trifurcagéo distal. Uma alga de
fio de algodao, de uso doméstico, esterilizado, era passada ao
redor do nervo, para facilitar seu manuseio, e o animal era, entao,
transferido para um dispositivo de peso morto, especialmente
confeccionado para a produgao da lesao por esmagamento com
uma carga de 15.000 g por 10 minutos, afetando um segmento
de 5 mm de comprimento, logo proximal a trifurcagdo do nervo!®.
(Figura1e2).

Fonte: PACHIONI, C. A. S. Lesao por esmagamento do nervo isquiatico de ratos: estudo da vascularizagéo.
2006. 92f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, universidade de Séo Paulo,
Ribeirdo Preto. 2006.

Figura 1- Equipamento de esmagamento do nervo isquidtico do rato ( peso
morto). Base de férmica lisa (A); base de ago inoxidavel (B); apoio dos discos
e discos de chumbo (C); apoio de metal para descanso do nervo periférico

B

Figura 2 - Esmagamento do nervo isquidtico do rato, 5mm acima do po
bifurcag&o. Peso de 15000 g, aplicado durante 10 minutos (A). Nervo isq
do rato apds o esmagamento (B).

Apbs a aplicacéo da carga, essa era retirada e o nervo mobil
com o auxilio da alga de fio de algodao. A ferida operator
fechada com sutura dos tecidos por planos. A area lavade
solugdo anti-séptica de alcool iodado a 20% e o animal re
uma dose Unica de antibiético, para profilaxia de infecgao, vol
para a gaiola de origem.

Foi feito o registro das impressdes das pegadas das patas tra:
de cada animal utilizando-se trés métodos diferentes, no pe
pré-operatério e no 19, 72, 14° e 21° dias pos-operatérios.
Para andlise das impressbes das pegadas e calculo do |
Funcional do Cidtico, segundo o método de De Medinac
al.f¥ os animais caminhavam em uma passarela de madei
43 cm de comprimento por 8,7 cm de largura e 5,5 cm de ¢
com uma casinhola escura no final para abrigo do animal. !
a passarela eram colocadas tiras de papel com as mesma:
didas, previamente preparadas (solu¢ao de azul de bromc
(Sigma®) em acetona, deixadas a secar e armazenadas en
pientes de plastico em local seco). Os animais tinham suas
traseiras umedecidas com uma solugao aquosa de deterger
uso doméstico, que minimiza o borramento das impressoe
pegadas. (Figura 3).

Figura 3 - llustraggo do registro da marcha de ratos.

As imagens das impressdes das pegadas obtidas nas tir:
papel eram digitalizadas com um scanner e armazenadas el
computador dotado de um programa de anélise gréafica (soft
desenvolvido e de uso rotineiro no Laboratério®'”. Esse pr
ma, montado na base Windows®, permite a captura, arma
mento e andlise das imagens das pegadas, fornecendo o ¢
do Indice Funcional do Ciatico pelos métodos de De Medlil
et al.t Carlton e Goldberg® e Bain et al.®.

Estas mesmas tiras de papel, com as pegadas impressas
analisadas manualmente. As medidas das patas dos animais
destacadas e com o auxilio de uma régua escolar, em centim
calculado e armazenado os valores obtidos. Posteriormente ¢
mesmos dados foram langados em uma planilha de dados
feccionada no programa Excell (Windows®) fornecendo o ¢:
do Indice Funcional do Ciético baseado na férmula maten
de De Medinaceli.

Para a anélise das impressbes das pegadas filmadas em vi
célculo do Indice Funcional do Ciético, segundo o método de
et al®,0s animais caminhavam sobre uma passarela de a
transparente com as mesmas dimensoOes da passarela de me
utilizada com o método anteriormente descrito, mas fechac
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0 seu comprimento na diregao da casinhola escura. A passarela foi
iluminada de ambos os lados com lampadas fluorescentes de 120
watts cada uma e o registro da marcha era feito com uma camara
de video digital SONY DCR — DVD 203, posicionada em baixo da
passarela. (Figura 4).

Figura 4 - Passarela de acrilico
desenvolvida no laboratério de
precisao da Faculdade de Medicina
de Ribeiréo Preto da Universidade
de Sao Paulo (os detalhes estruturais
da pega obedeceram as medidas
da passarela otimizada por De
Medinaceli, Freed, Wyatt (1982,.
Corredor de 43 cm, com 5,5cm de
altura e 8,7cm. de largura).Fase
de treinamento pré-operatério do
rato (A)e (B).

As imagens das impressOes das pegadas obtidas nas filmagens
foram tratadas em computador, por meio do software Image J, e
editadas para transformag&o dos pixels em milimetros, de modo a
poder calcular o Indice Funcional do Ciatico modificado por Bain
et al.® (Figura 5 e 6).
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Figura 5 - Imagem da pegada do rato marcada pelo programa Image J. (pata
E normal marcada com linha continua; pata D experimental marcada com
linhas tracejada e continua (abertura dos dedos).

Figura 6 - Registro da pegada do rato
no ato da marcha. Utilizagao de cémara
filmadora digital Sony, modelo DCR-
DVD 203, cedida pelo Laboratério de
Bioengenharia da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, USR Ribeirao Preto.
Deslocamento do rato no pré-operatorio
(A); no 1° pés-operatdrio (B); no 7° pés-
operatério (C); no 14° pds-operatorio (D);
no 21° pés-operatério (E). Pata lesada
(experimental) Direita e normal Esquerda.

®

pelos métodos descritos acima, utilizando a férmula modif
por Bain et al.® como se segue:

13.3x

EPL- NPL ]+ 1(]0,5)-([ ETS’\'— NTS ]+

SFI = “,m,n[__ [M
NPL N,

em que:
N: normal, ou ndo operado; E: experimental, ou operado; F
print length). comprimento da pegada; TS (de total toe spi
espalhar total dos dedos, ou distancia do primeiro ao quinto d
IT (de intermediate toes spread): espalhar dos dedos intermed
ou distancia entre o segundo e o quarto dedos.

Para o tratamento estatistico dos dados, foi utilizado o coefic
de correlagao de Pearson(r) que quantifica o grau em que
variaveis (x e y) estéo relacionadas, desde que arelagéo seja
Este coeficiente ndo tem unidade de medida e varia entre -1 €
r=0, ndo ha relagéo linear entre x e y e as variaveis sdo nao «
lacionadas. Para assegurar a obtencao dos resultados foi util
o coeficiente de correlagao de postos de Spearman, 1.

RESULTADOS

Nos trés respectivos métodos, de inicio, os animais ndo se ¢
ram sobre a pata lesada, arrastando-a; mantendo os dedc
completa aducéo, como resultado da grave disfungdo do

ciatico. No decorrer do experimento, os animais, gradualr
recuperaram a capacidade de fazer apoio sobre a pata le
e abertura, inicialmente dos dedos de fora e na sequénci:
dedos intermediarios.

Correlagao entre os diferentes métodos de avaliagao fu
nal da marcha SFI pds-operatdrio manual e SFl pés-o
torio computadorizado

Um total de 125 tragados de marcha, cada um com no minim
impressodes de pegadas foram medidos nos métodos mant
computadorizados, através das laminas de papel sulfite prepa
com bromofenol. O mesmo nimero de tragados foi utilizac
forma de quadros de imagens, para a analise da filmagem.

Na correlagéo estabelecida entre o Indice funcional do ciaticc
no poés-operatério manual e no pds-operatdrio computador
o coeficiente de correlagdo de Pearson foir = 0,54, determir
uma correlagao positiva, entre os dois, pois a medida que aur
o indice funcional do ciatico no modo computadorizado, aur
também o indice funcional do cidtico manual. Frente a dis
cao dos dados, foi aplicado, ainda, o coeficiente de corre
de postos de Spearman. O resultado de p-valor de r (0,01C
menor que o nivel de significancia (p<0,05) rejeitando a hip
H, (ndo ha correlagéo) assegurando a correlagao entre os mé
analisados (Figura 7).

SFI pés-operatorio manual e SFI pés-operatério com film:

-10 *
©
=
e 2 * *
s .
o 30 . *
P *
S . ¢
o 40
= .
-3 .
o -50 . * * *
8 © *
a 60
= & .
i

. .
D .7
*
. *
-80

-100 -9  -80 70 -60  -50 -40  -30  -20
SFl pés-operatério Filmagem

Figura 7 - Diagrama de dispersao do SFl pds-operatério Manual vers

p6s-operatdrio Computador.
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torio com filmagem, resultam em um coeficiente de correlagéo de
Pearsonr = 0,32, determinando uma correlacao positiva, entre os
dois, pois @ medida que aumenta o indice funcional do ciatico no
modo por filmagem, aumenta também o indice funcional do ciatico
manual. Destaca-se a atengéo, no grafico, para um ponto atipico,
afetando a distribuigao dos valores, que atribui um deslocamento
da curva, em direcéo a esse ponto. Nesse caso foi de fundamental
importancia a aplicagdo do coeficiente de correlagao de postos de
Spearman, que revelou r,_0,40. O teste estatistico de hipoteses
considerando p-valor < 0,05 (nivel de significancia fixado), para
verificar a fidedignidade dos valores registrados para Pearson e
Spearman, assegurou a correlagao( p-valor de r = 0,0558; p-valor
der, = 0,0245). (Figura 8).

-10 -
20 . .
30 v .

a0 .

SFI pés-operatério Manual
*

-100  -90 -80 =70 -60 -50 -40 -30 -20 -10
SFl pés-operatério Filmagem

Figura 8 - Diagrama de dispersdo do SFI pés-operatério Manual versus SFI
pos-operatdrio Filmagem.

SFI pés-operatério computadorizado e SFI pés-operatério
com filmagem ;

A analise de correlagéo estabelecida entre o Indice funcional
do ciatico (SFI) no pés-operatério computadorizado e no pods-
operatorio com filmagem, foi a que chamou a atengéo, pois, o
coeficiente de correlagdo de Pearson foi r _ 0,36 determinando
uma correlagdo positiva, entre os dois. A correlagdo de postos de
Spearman revelou r_ _0,29. Esses dados por si s6 caracterizam
uma correlacéo positiva entre eles, ou seja, uma distribuicéo linear
dos valores obtidos para o indice funcional de ciatico. No entanto
quando distribuido, os valores, na imagem do grafico ndo existe
linearidade e sim uma distribuigao heterogénea dos dados. Assim,
foi verificada a fidedignidade dos valores der e r, com o teste esta-
tistico de hipdteses considerando p-valor < 0,05 onde se detectou
a nao correlagéo entre os métodos (p-valor de r= 0,1310; p-valor
der, = 0,1877). (Figura 9).
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DISCUSSAO

Lesdes de nervos periféricos sempre sdo motivos de preocuy
no que se refere a recuperagao funcional, pois esta nem sen
completa?, deixando seqUelas as vezes irreversiveis, o qu
motivado um grande nimero de investigacdes cientificas sok
inlmeras varidveis envolvidas no processo de regeneracao nel
Grande parte dessas investigagoes é experimental, em ani
quase sempre submetidos a métodos de avaliagéo invasivos,
a eletroneuromiografia, que n&o adianta informacdes sobre 0
do funcional do animal, ou terminais, que requerem o sacrific
animal e a retirada do nervo para estudos histo-morfométricc
Por outro lado, a avaliagao funcional em animais é sempre p
matica, por razdes compreensiveis, sendo muito dificil, por exe
quantificar a sensibilidade e, mesmo, a motricidade.
Gutmann e Gutmann® observaram que em coelhos a habilida
espalhar os dedos da pata traseira dependia da integridade fun
do nervo peroneiro. Este fato foi o ponto de partida para o dest
vimento de um método de avaliagdo funcional em ratos subme
a uma leséo por esmagamento do nervo ciatico e a analis
impressoes das pegadas das patas traseiras, denominado de |
Funcional do Ciatico ou IFC(¥, mais tarde modificado®9.
Desde entdo, a avaliacdo funcional acompanhada pel
mostrou-se um método de reprodutibilidade garantida corr
correlagdo com o grau de regeneracgao morfoldgica®. O IFC
verdade, um indicador negativo do grau de disfuncéo do r
variando de —100 a zero, -100 significando a disfun¢cédo comp
zero, a fungéo normal. Esse método esta baseado na medi
parametros fixos mensuraveis nas impressoes das pegada:s
sua introducéo em férmulas mateméaticas simples, sendo, toc
passiveis de erro.

Varejao et al."¥, fizeram a proposta de um novo método de a
Gao por inspecéo direta, através da video-filmagem das peg
dos ratos, apregoando que este método garantiria uma boe
liagao, inclusive nas semanas iniciais apos a lesdo que regi
dificuldades de obten¢ao de dados. No entanto, em outro e
experimental, baseado na medida de um angulo do pé do a
(TOA —toe-out-angle), usando como pontos de referéncia o ¢
neo e o terceiro e o quinto dedos, e avaliado através de an.
computadorizadas®, o mesmo grupo concluiu que existe
boa correlagéo deste método com o do IFC de De Medinac
Entretanto, o Método De Varejao et al.® é de aplicagdo mais
e depende muito da subjetividade do avaliador.

Apesar da existéncia de trabalhos em que os métodos d
de De Medinaceli et al."™ com o de Varejao et al.("™¥ foram L
dos, pareceu-nos que as diferencas funcionais entre ambo
estavam suficientemente esclarecidas, o que motivou-nos a
senvolvimento da presente investigacéo, ndo so6 para estabe
uma comparagdo entre ambos, mas também para associ
aplicando a metodologia do primeiro, modificado por Bain €
ao segundo e criando um terceiro método (filmagem das peg
acompanhada de medidas dos parémetros), depois comp:
com os métodos convencionais que o originaram, execu
de forma manual e computadorizada. O modelo de lesa
esmagamento controlado do nervo ciético do rato foi consid
ideal para essa investigagao, pois esse tipo de lesdo € mai
produzir do que a secgéo seguida de reparo micro-cirtrgico.
disso, na lesdo por esmagamento, a estrutura neural é pz
mente preservada e facilita a regeneracdo do nervo num
mais curto. Foram utilizados 10 minutos de esmagamento,
uma carga de 15.000 g, com o objetivo de obter uma les&o ¢
particularmente das fibras de maior didmetro, garantindo f
palmente a disfuncéo motora. As impressoes das pegada
patas traseiras dos ratos foram obtidas em papel impregnadc
o azul de bromofenol, além do que foram feitas video-filmage
marcha dos animais, depois digitalizadas e avaliadas atrav
programa de imagem para computador (software) Image .
permite a facil visualizagéo das pegadas e a aplicagdo nel
método de De Medinaceli et al.'¥, desde as primeiras sen
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exclui o parametro TOF (distancia to-other-foot), eliminando o risco
de variacéo dos resultados impostos pela velocidade da marcha e
a distancia da passada.

Os resultados obtidos mostraram que houve correlagéo entre as
formulas do IFC de De Medinaceli et al.('¥ e de Bain et al.® , apesar
da modificacdo introduzida nesta Ultima (retirada do parametro
TOF). A partir da anélise em que o coeficiente de correlagéo
busca estabelecer-se entre os dados do IFC manual e os dados
do IFC por filmagem, o perfil de distribuicdo dos dados obtidos
apresenta-se diferente sendo gerado valores no ponto limitrofe
da significancia, gerando uma distribuicdo com posicionamen-
tos tendendo a desorganizagdo, quase sem linearidade, porém
o teste estatistico garante a linearidade positiva, estabelecendo
correlagdo entre eles. Pensamos entdo ser, o fator desequilibrio
dalinearidade, a utilizagao da férmula original de De Medinaceli et
al.t" correlacionada a férmula modificada por Bain et al. ©- Ressalva
feita a propria literatura que considera a medida de TOF como uma
geradora de possiveis variaveis na obtencao do IFC®'9. Na tentativa
de correlagéo entre os valores do IFC por computador e IFC por
filmagem, encontra-se uma distribuicdo desorganizada dos dados
que néo é sustentada pelo teste estatistico, caracterizando a nao
correlagéo entre os dados.

CONCLUSAO

Os métodos de avaliagdo funcional destacados para este estudo
experimental correspondem a ferramentas que garantem o acom-
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