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RESUMO

Métodos histologicos e eletrofisiologicos de avaliagado da rege-
neracao dos nervos periféricos ndo provéem dados sobre o real
estado funcional do membro interessado, mesmo em condicdes
experimentais controladas. Alguns métodos de avaliagao funcio-
nal tém sido propostos, mas a correlagao entre seus resultados e
aqueles dos métodos histoldgicos e eletrofisioldgicos ainda néo
esté perfeitamente estabelecida, o que demanda maiores inves-
tigacoes. Estas, por outro lado, necessitam do aprimoramento
dos métodos de captacéo, armazenamento e processamento
dos dados obtidos. Neste trabalho foi desenvolvido uma estei-
ra para caminhada de animais com velocidade controlada para
captacao das pegadas de ratos submetidos a diferentes tipos de
lesdo dos nervos ciatico, peroneiro e tibial, obtidas numa trilha
de marcha captada por uma webcam acoplada a esteira e a
um microcomputador capaz de armazenar as marchas filmadas
para posteriormente serem digitalizadas para avaliagao funcio-
nal. A esteira desenvolvida possibilita a captacao e filmagem
das marchas tendo sido testado em estudos experimentais em
andamento sobre lesdes do nervo cidtico do rato, submetido a
diferentes formas de tratamento. Também permite ao pesquisador
a captagao da marcha com velocidade continua controlada e pré-
estabelecida pelo pesquisador anulando algumas variaveis que
possam prejudicar os resultados da pesquisa, aléem de permitir
a visualizagdo imediata da marcha.

Descritores: Sindrome de esmagamento. Nervo ciatico. Ratos.

ABSTRACT

Histological and electrophysiological methods for evaluation
of peripheral nerve regeneration do not faithfully reproduce
the functional index of limbs, even in controlled experimental
conditions. Some methods of functional evaluation have been
proposed, but their correlation to histological and electrophysi-
ological data is not completely established, requiring more inves-
tigations with improvement of collection, management and pro-
cessing of obtained data. In this study we developed a treadmill
with controlled speed for recording footprint of rats submitted
to different kinds of sciatic, fibular and tibial nerve lesions. The
footprints were obtained on a walking track by means of a we-
bcam connected to the treadmill and a computer with capacity
to record the gait that will be submitted to functional evaluation.
The developed treadmill allows the collection and filming of gaits
and it has been tested in current experimental studies in rats
with sciatic nerve lesion submitted to different kinds of treatment.
The treadmill also enables researchers to record gait with con-
stant, controlled and pre-established speed, with the possibility
of direct visualization through the treadmill wall. In this manner,
some variables that could damage the results of the research
are resolved.
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INTRODUGAO

Métodos histolégicos e eletrofisioldgicos de avaliagdo da rege-
neracdo dos nervos periféricos ndo provéem dados sobre o real
estado funcional do membro interessado, mesmo em condigbes
experimentais controladas. Alguns métodos de avaliagao funcional
tém sido propostos'* mas a correlagao entre os seus resultados
e aqueles dos métodos histoldgicos e eletrofisioldgicos ainda ndo
esta perfeitamente estabelecida, o que demanda maiores inves-
tigacoes. Estas, por outro lado, necessitam do aprimoramento
dos métodos de captacao, armazenamento e processamento dos
dados obtidos.

Avaliacao funcional da regeneracao nervosa

De Medinaceli et al.", desenvolveram um método quantitativo,
confiavel e reprodutivel da condicéo funcional do nervo ciatico
de ratos para a avaliagdo do grau de lesdo e da recuperagao,
denominado indice Funcional do Ciatico (IFC; em inglés, Sciatc
Funcional Index, ou SFI). O método esta baseado na medida de
parametros pré-estabelecidos nas impressoes da pata traseira
dos animais, obtidas durante execucao da marcha sobre tiras
de filmes virgens de radiografia. Os animais eram treinados a
deambular em uma passarela de 43 cm de comprimento por
8,7 cm de largura, que terminava em uma casinhola onde eles
se abrigavam. Depois de bem treinados, era colocada uma tira
de filme radiogréfico no piso da passarela e as patas traseiras
do animal eram molhadas em liquido revelador. Ao caminhar,
0 animal deixava as impressdes da pata traseira no filme, que
era imerso em liquido fixador que as fixavam permanentemente.
Quatro parametros foram medidos nessas pegadas (Figura 1) e
as comparacg0Oes entre os lados lesado (experimental) e intacto
(normal) permitiram estabelecer o (IFC), que é uma expresséo
percentual do normal.

Todos os parametros eram medidos do mesmo modo na pata
normal (N) e na lesada, ou experimental (E). A distancia ao pé
oposto (TOF) é a medida ortogonal entre as pontas dos dedos
mais longos de ambos 0s pés, que representa o comprimento de
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Figura 1 — Representacao dos pardmetros medidos para calcular o indice
Funcional do Ciético (IFC). N: Normal; E: Experimental (operada); TS:
Abertura total dos dedos (12 ao 59); IT: Abertura dos dedos intermediarios
(22 ao 49); PL: Comprimento da pegada.

uma passada. O comprimento da pata (PL) é a distancia entre os
dois pontos mais extremos da pegada, no sentido longitudinal,
que é sempre maior na pata lesada. O espalhar total dos dedos
(TS) é a distancia entre os dois pontos mais extremos da pegada,
no sentido transversal, devendo coincidir com a marca dos dois
dedos mais extremos, e o espalhar dos dedos intermediérios (IT)
¢ a distancia entre os dois dedos intermediarios. Ambas medidas
sao0 menores na pata lesada .

O IFC foi calculado para nervos normais e submetidos a varios
tipos de leséo, segundo a férmula:

. (ETOF — NTOF) N (NPL-EPL) . (ETS — NTS) . (EIT - NIT)], 220
NTOF EPL NTS NIT
Onde:
E: Experimental
N: Normal

TOF: “to other foot”, ou distéancia de uma pata a outra.

PL: “print legth”, comprimento da pata.

TS: “total spread”, ou espalhar total dos dedos.

IT: “intermediate toes”, ou espalhar dos dedos intermediérios.

Os resultados obtidos com esta equagao eram a expressao per-
centual negativa da funcéo normal, em que 0 (zero) corresponde
a fungéo normal, ou auséncia de deficiéncia, € =100 (menos cem)
corresponde a disfuncéo total. Os autores afiancaram que o mé-
todo era confiavel e reprodutivel, guardando correlagdo com os
métodos convencionais, mas os célculos, todos manuais, eram
muito complicados.

De Medinaceli et al.> modificaram o método, adicionando recursos de
informatica e computagéo, tornando-o mais prético, rapido e facil.
Brown et al., realizaram um estudo da confiabilidade do método
do IFC, em que quatro examinadores analisaram as medidas em
sequéncias diferentes e em trés ocasides diferentes, concluindo
que se trata de um bom método n&o invasivo.

Lowdon et al.” criaram um método para obtengéo das pegadas
obtidas em tiras de papel impregnadas com azul de bromofenal,
segundo o método de De Medinaceli, e analisadas segundo o
método de Bain et al.?, ambos de emprego rotineiro em nosso
laboratério.®'° As tiras de papel impregnadas com o azul de bro-
mofenol tém a cor amarelada quando secas, tornando-se azuis
quando molhadas. Para obter as impressdes das pegadas, as
patas traseiras dos animais foram molhadas numa solucao de
detergente doméstico, que produz menor borrdo da impressao
do que o filme de RX. (Figura 2)

Monte-Raso et al.'® avaliaram a reprodutibilidade entre examina-
dores do método de avaliagdo do (IFC), medido por um progra-
ma de computacao desenvolvido para este fim. As impressoes
das pegadas dos animais foram obtidas segundo método pro-
posto por Lowdon et al.” na fase pré-operatéria e, depois, sema-
nalmente da 12 a 82 semana, foram avaliadas em uma pista de
marcha pela medida de parametros predeterminados por quatro
examinadores seguindo sempre a mesma sequéncia de marca-
Géo dos parametros utilizando um programa de computador.' Os
resultados foram submetidos a andlise estatistica, que mostrou
haver um alto indice de correlagdo entre examinadores na ava-
liagéo pré-operatéria e nas 3?2, 42, 52 72 e 82 semanas (igual ou
maior que 0,82), com queda casual na 6% semana, mas manteve
significante como as demais (pe<0,01). Na 12 e 2% semanas, 0
indice de correlagao foi proximo de zero, mostrando a pouca re-
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Figura 2 — Registro das pegadas na passarela. Vista geral da Passarela
(A). Pegadas registradas utilizando o método proposto por Lowdon e
colaboradoes (B).

produtibilidade do método nesse periodo, em que a variabilidade
entre os animais nao diferiu da variabilidade entre os examinado-
res (p=0,24 e 0,32, respectivamente), devido a pouca definicao
das impressoes das pegadas.

Gasparini et al.'? correlacionaram diferentes métodos de avaliagéo
funcional da marcha de ratos com leséo por esmagamento do ner-
VO ciatico de ratos, o SFI (proposto por De Medinaceli) calculado
de forma manual e computadorizado (também proposto por De
Medinaceli), o SFl calculado de forma manual e com o método de
filmagem (proposto por Varejéo)' e o SFI computadorizado com o
método de filmagem. Os autores concluiram que os métodos de
andlise utilizados garantem o acompanhamento da recuperagao
funcional mas, que a hipotese de correlagao dos métodos é real
para as condigbes em que a mesma férmula matematica é utiliza-
da, independente se manual ou computadorizada mas, no caso
que existe combinagao entre férmulas mateméaticas nao existe
correlagdo entre os métodos, também conclufram que o método
de avaliagéo através da filmagem garante o acompanhamento da
regeneragcao do mesmo nas primeiras semanas suprimindo as
dificuldades existentes no método tradicional de De Medinaceli,
entretanto o0s autores ndo controlaram a velocidade de caminhada
dos animais.

Apesar da confiabilidade do método do IFC, em quase todos
os trabalhos anteriormente realizados em nosso departamento,
ficou patente a dificuldade de avaliagdo nas primeiras semanas
apos a producao da lesdo do nervo cidtico porque as impressoes
das pegadas eram invariavelmente de ma qualidade, visto que a
paralisia imposta ao membro do animal impedia a pisada bem
marcada. Portanto, o objetivo deste estudo foi de aperfeicoar um
método de avaliacéo da recuperacéao funcional do nervo ciatico
de ratos submetidos a leséo por esmagamento através da obten-
¢ao da imagem de uma forma mais refinada, por meio de filma-
gem com controle mais preciso da velocidade de deslocamento
do animal.

Acta Ortop Bras. 2010; 18(1):49-53

MATERIAL E METODOS

Idealizamos uma esteira (Figura 3) que foi construida por uma
empresa de Ribeirdo Preto, especializada em equipamentos de
pesquisa (Insight®) e o modelo final da esteira constou-se de um
manual de instrugdes contendo os dados do equipamento.

Figura 3 - Esteira para captura de marcha por método de filmagem com
controle de velocidade. (A): Vista da drea de trabalho: 1 - Porta guilhotina
para contensdo dos animais, 2 - drea de espera, 3 - drea de trabalho,
4 - casinhola “abrigo do animal”, 5 - cobertura em acrilico fosco ante-
reflexo. (B): Vista geral da esteira: 1 - corredor de marcha” drea de espera
e de trabalho”, 2 - casinhola “abrigo do animal”, 3 - cilindros, 4 - espelho,
5 - suporte para webcam, 6 - motor, potenciémetro, display e chave liga-
desliga ,7 - suporte para o computador portatil.

Esteira com controle de velocidade

A esteira foi confeccionada em acrilico cinza 4 mm, cristal 4 mm
e preto fosco 4 mm, com estrutura metélica com pintura epoxi
branca. Possui altura de 1090 milimetros, 400 milimetros de largura
e 850 milimetros de comprimento, com peso de 20 quilogramas,
tenséo de alimentacéao de 110/220 volts manual, com pés regu-
laveis de nivel, com ajuste de velocidade de 0 a 14 metros por
minuto. A esteira foi desenvolvida com lona de policarbonato, que
devido a sua transparéncia permitia a flmagem da marcha do
animal, por meio de uma webcam com 1.3 megapixel acoplada a
um computador portatil.

Entao, realizamos um estudo piloto para testar o funcionamento
da esteira cuja metodologia esta relatada abaixo.

Animais e grupo experimental

O trabalho experimental foi desenvolvido no Laboratério de Bio-
engenharia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Foram
utilizados 10 ratos machos adultos da linhagem Wistar, com massa
corporal variando entre 250 e 300 gramas, fornecidos pelo Biotério
Central da Prefeitura do Campus da USP de Ribeirdo Preto e man-
tidos em gaiolas coletivas com cinco animais em cada uma. Aos
animais foi permitido livre acesso a alimentacao padréao e agua.

Foi realizada a avaliagao funcional dos animais normais, sem lesdo
por dois dias consecutivos utilizando a nova esteira com método
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de filmagem com velocidade controlada e posteriormente realiza-
da a avaliagao funcional, em dois momentos distintos, utilizando
um software desenvolvido em nosso laboratério e modificado re-
centemente. '

Analise funcional da marcha

A analise funcional da marcha foi realizada através da obtencao
das imagem por meio de video utilizando uma esteira com velo-
cidade controlada. A filmagem foi baseada em outros estudos''*
com algumas modificagoes.

Impresséo das pegadas pelo novo método proposto de filmagem
com velocidade da marcha controlada

Inicialmente foi desenvolvida pelo grupo Insight® uma esteira con-
feccionada em acrilico para melhor visualizagdo das pegadas,
dotada de um motor controlador de velocidade, baseadas na
passarela de madeira proposta por De Medinaceli. O registro da
marcha foi realizado com uma webcam posicionada, dotada de
um cabo USB que a conectava diretamente a um computador
portatil. (Figura 3)

Depois de aprender a caminhar na esteira, as pegadas da marcha
normal dos ratos foram filmadas em dois dias consecutivos.

As imagens das impressdes das pegadas obtidas nas filmagens
foram adequadas no tamanho ideal por meio do software Adobe
Photoshop, versao CS3® e editadas para transformagao do tama-
nho ideal para o uso do programa de analise, de modo a permitir
o célculo do indice Funcional do Ciatico.

Estas imagens foram introduzidas no programa de computador,
gue permite a identificacdo, a andlise das imagens segundo os
parametros previamente selecionados e o armazenamento dos
dados com o auxilio do programa de andlise grafica especialmente
desenvolvido para esse fim'®, no Laboratério de Bioengenharia da
FMRP Este programa foi modificado recentemente!" e é rotinei-
ramente utilizado em nosso laboratério.81°16'7 Uma vez instalada
a impressédo da pegada no programa, 0os parametros analisados
foram medidos simplesmente clicando o cursor do mouse nos
pontos correspondentes a cada parametro, na sequéncia pré-
determinada Os parametros medidos foram o comprimento da
pegada (PL, ou print length), a abertura total dos dedos, do 1¢
ao 5° (TS ou total spread of toes) e a abertura dos dedos inter-
mediarios, do 22 ao 42 (IT ou intermediate toes), como sugerido
por Bain et al.2 Uma vez registrados os parametros, o programa
calcula automaticamente o valor do indice Funcional do Ciético
(IFC), que também automaticamente 0 armazenara em arquivo,
de forma a possibilitar a anélise das curvas de regeneragéo em
funcao do tempo.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o método de Kolmogorov e
Smirnov, sendo adotado um nivel de significancia de 5% (p<0,05),
programa GraphPad InStat, versao 3,06.

RESULTADOS

Um total de dez animais foram submetidos a marcha na esteira
com controle de velocidade e suas marchas filmadas. Foram ana-
lisadas e medidas, portanto, 20 pegadas. (Tabela 1)

Na primeira avaliagdo da marcha os valores médios do IFC fo-
ram de -2,7 (variagéo de -0.7625 a -4.5458) = 1,2 e na segunda
avaliagao os valores médios foram de -2,6 ( variagao de -0,0257a
-4,0693) = 1,2 (Tabela 1). Nao foi observada diferenca estatistica
significante na comparacao destes dados (p = 0.5618). (Figura 4)

Tabela 1 - Valores do IFC na primeira e segunda avaliagao

Rato Marcha 1 Marcha 2
R1 -0,916 -3,473
R2 -0,763 -3,457
R3 -1,658 -2,785
R4 -3,683 -2,412
R5 —2,635 -0,026
R6 -1,151 -2,566
R7 -4,546 -4,069
R8 -3,211 -3,285
R9 -1,781 -3,065
R10 -2,389 -0,970
Média 2,273 -2,611
DP 1,255 1,234
-3.5
I
-2.5-
(LLJ
= -1.54
-0.5
Marcha 1 Marcha 2

Figura 4 — Comportamento do IFC na primeira avaliagao e na segunda
avaliagéo.

DISCUSSAO

Muito dos conhecimentos acumulados sobre degeneracéao, trata-
mento e regeneragao dos nervos periféricos tem sido produzido
por estudos experimentais em pequenos animais, particularmente
em ratos, cuja velocidade de regeneracao espontanea favorece
estudos de curta duragao. O nervo ciatico de ratos € um modelo
confiavel para estudar diferentes tipos de leséo e métodos de trata-
mento e a lesdo por esmagamento é um dos tipos preferidos, pois
causa ruptura das fibras nervosas sem ruptura da maior parte das
estruturas de sustentagao do nervo, o que facilita a regeneragao
subsequente a les&o. 80

Avaliacoes funcionais séo muito dificeis em animais, por motivos
Obvios, mas De Medinaceli et al.”, introduziram o método do indice
funcional do ciético (IFC) de ratos, modificado por Bain et al.?, que
permite avaliar satisfatoriamente a recuperagao do nervo ciatico
lesado em fungao do tempo. Estudos anteriormente conduzidos
pOr Nosso grupo mostraram a existéncia da correlagao entre re-
generagao, avaliada pela morfometria dos nervos, e recuperagao
funcional, medida pelo IFC 81016

Em nosso laboratério, a captacdo das pegadas eram realizadas
com base no método proposto por Lowdon et al.”, que descreve-
ram um método alternativo ao das tiras de filme de raios-X para
registro de pegadas, propondo o uso de tiras de papel, nas mes-
mas dimensodes usadas com os filmes e tratadas com uma solu-
¢ao a 0.5% de anidrosulfona de azul de bromofenol em acetona.
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Depois de secas, as tiras de papel assim tratadas adquiriam uma
coloragao laranja e necessitavam de acondicionamento em local
seco, pois a umidade as tornavam paulatinamente azuladas. O
preparo das tiras de papel é simples e répido, e seu funcionamen-
to é adequado se a secagem e estocagem forem satisfatorias.
A principal vantagem desse método é seu baixo custo, aléem do
menor risco de escorregdes do animal durante sua marcha, e da
melhor qualidade de imagem do que a do Raio-X.

Apesar da confiabilidade do método do IFC em todos os nossos
trabalhos anteriores ficou patente a dificuldade de avaliagéo nas
primeiras semanas ap6s a produgdo da lesdo do nervo ciatico,
porgue as impressoes das pegadas eram invariavelmente de ma
qualidade, visto que a paralisia imposta ao membro do animal
impedia a pisada bem marcada. Com a regeneragao subsequente
do nervo e a recuperacgao funcional do animal, as pegadas torna-
vam-se mais claras, permitindo a marcagao mais adequada dos
pontos-chave das pegadas. As dificuldades observadas, entao,
nas semanas iniciais apos a producao da lesao langaram duvidas
sobre a fidelidade do método nesta fase, motivo que nos levou a
investigacao da confiabilidade do método de anélise.'®
Recentemente no nosso departamento,'? o método de captacao das
pegadas evoluiu para captagao por meio de filmagem em uma estei-
ra fabricada em acrilico baseada nos estudos de Varejao et al.’®
Destas observagdes surgiu a idéia de construir uma esteira com
velocidade controlada dotada de uma webcam ligada diretamente
a um computador portétil permitindo a captacao da marcha dos
animais e, eliminando algumas variaveis observadas em estudos
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anteriores pelo nosso grupo. O controle da velocidade permite a
marcha constante sem a parada do animal que poderia propor-
cionar uma medida néo fidedigna pois 0 peso do animal poderia
propiciar o espalhar dos dedos possibilitando uma falsa impressao
de melhora funcional. Além disso, 0 uso da webcam permitiu uma
andlise visual imediata da marcha, possibilitando ao pesquisador
selecionar a mais adequada durante a execugao da mesma.

Um total de dez animais foi treinado e submetidos a marcha na
esteira com controle de velocidade. As marchas dos animais foram
filmadas em duas situagoes distintas, dois dias diferentes, e na
comparacéo dos dados nao foi observado diferenca estatistica.

CONCLUSAO

A esteira com controle de velocidade idealizada, construida e tes-
tada em investigacao experimental mostrou-se de emprego mais
facil e pratico que as outras utilizadas nos experimentos anteriores,
pois o controle da velocidade e o uso da webcam diminuiram
algumas variaveis encontradas em estudos prévios.
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