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Resumo

Contexto: Dentre os mais desafiantes problemas encontrados por pesquisadores preocupados em
estudar a deambulac¢ao de animais de laboratério esta a selecio de métodos de avaliagio apropriados,
tidedignos e faceis de reproduzir. Desde a oitava década do século passado, inumeras alternativas
foram desenvolvidas e validadas, mas que configuram situagoes pouco praticas ou de alto custo.
Objetivo: O presente artigo descreve o desenvolvimento de um método simples, facil de usar e de
baixo custo para avaliacio funcional da marcha de roedores de laboratério. Métodos: Dez ratos
jovens machos da raca Wistar sofreram estrangulamento do nervo cidtico e foram avaliados pelo
Indice Funcional do Ciatico obtido analégica e digitalmente, acompanhado da mensuragao digital
do angulo do tornozelo durante a fase de apoio intermediario da pata traseira. Comparacdes entre
as técnicas analogica e digital foram realizadas 24 horas, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a lesao do nervo
ciatico. Resultados: Tanto na analise analogica quanto na digital foi possivel observar a recuperacao
funcional da marcha dos ratos. Apesar disso, a analise digital foi mais acurada, pois nao sofreu
interferéncia deletéria de artefatos conspicuos as analises analogicas, permitindo maior precisao na
interpretacao dos dados. Conclusdo: Apesar de se ter escolhido um modelo de axonotmese para a
testagem das técnicas de analise aqui descritas, é possivel sugerir o emprego desse método de analise
da marcha em diferentes situaces experimentais.

Palavras-chave: Nervo ciatico; Locomoc¢ao; Regeneracao neural; Analise funcional da marcha; Ratos.
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Abstract

Background: Among the most challenging problems found by researchers in studying the gait
of laboratory animals is the selection of appropriate, reliable and easy to replicate evaluation
methods. Since 1980’s, countless alternatives were developed and validated, but that configure
lesser practical or higher cost situations. Objective: The present paper describes the development
of a simple, easy to use, low-cost method for functional evaluation of gait patterns in laboratory
rodents. Methods: Wistar rats (N=10) submitted to a sciatic nerve crush were submitted to the
Sciatic Function Index (SFI) under analogical and digital methods, accompanied by digital
measurement of the ankle-stance angle (ASA) during the stance phase of the gait. Comparisons
between analogical and digital data were made 24 hours, 7, 14, 21 and 28 days after the crush
lesion. Results: Both analogical and digital analyses revealed functional recovery of the gait of
the rats. In spite of that, the digital analysis is more accurate because it did not suffer deleterious
interference of the artifacts conspicuous to the analogical one, allowing more precision in the
interpretation of the data. Conclusion: Regardless of the axoniotmesis model that was used to
test the different evaluation techniques described here, this method can be used with reliable
results in the study of effects of different experimental conditions of gait mechanisms in rodents.

Keywords: Sciatic nerve; Locomotion; Nerve regeneration; Gait analysis; Rats.

INTRODUCAO

Progressos no desenvolvimento de modelos animais para uma série de condi¢cdes morbidas
requerem testes que sejam suficientemente sensiveis para caracterizar aspectos distintos para cada uma das
fungoes que se deseja estudar. Especificamente, a capacidade regenerativa do sistema nervoso periférico tem
sido estudada hd longa data (1) e o estrangulamento do nervo ciatico de ratos ¢ um modelo bem caracterizado
e aceito mundialmente (2). Nesse universo, diferentes propostas sao sugeridas, incluindo desde testes que
avaliam a sensibilidade somatica até aqueles que visam a avaliar a coordenagio motora (3).

Por conta das caracteristicas morfoldgicas e estruturais, o sistema nervoso periférico esta
sujeito a uma série importante de situagdes agressivas que levam, invariavelmente, a lesoes de diferentes
graus (4). A recuperagao do nervo lesionado tem sido estudada por uma grande variedade de técnicas.
Dessas, inclui-se a eletrofisiologia do nervo e do musculo, testes clinicos, mensura¢des do transporte
axonal e histologia neuronal (5, 6, 7). O critério mais importante, entretanto, ¢ o grau de recuperagao
funcional (8). Medinaceli e colaboradores (1982) desenvolveram um método quantitativo para analisar
o desempenho do membro posterior de ratos, examinando suas pegadas, conhecido como Indice
Funcional do Ciatico (IFC). Mais tarde, esse método foi modificado por diferentes autores, conforme
as suas necessidades particulares (9, 10, 11, 12, 13). A anilise do vestigio do caminhar tem sido
intensamente empregada nos estudos de lesdes do nervo ciatico de ratos e ¢ considerado um importante
indicador da recuperagao da sua fungao global. Apesar disso, esta analise fica comprometida por uma
série de inconvenientes (14) e nao leva em considera¢do a fun¢ao dinamica do membro estudado (15).
Alguns autores, posteriormente, descreveram e propuseram técnicas alternativas que utilizam analises
computadorizadas da deambulagao (10, 16, 17). Conforme esses autores, tais técnicas sao sensiveis,
facilmente reprodutiveis e dignas de confianga. Apesar dessas vantagens, as analises computadorizadas
sugeridas acima exigem equipamentos de alto custo, de dificil aquisi¢do e requerem tempo prolongado
de familiarizagdo e treinamento para o manuseio dos sistemas.

De acordo com a proposta original de Medinaceli (1), os ratos devem ser colocados em um
corredor com uma gaiola escura no fim. Uma lamina de filme de raios-X nido exposto é colocada no fundo
(chao) e as patas traseiras dos ratos sao mergulhadas em um prato plano contendo revelador. As pegadas
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impressas aparecem imediatamente no filme e sio perenes. Quatro variaveis sio medidas, sendo estas:
a distancia da pata oposta, o comprimento da pegada, a distancia entre o 1° e o 5° artelhos, e a distancia
entre os 2° e o 4° artelhos.

Desde que esse método foi desenvolvido, sua validade tem sido questionada por muitos
pesquisadores. Um dos motivos desse questionamento reside no fato de que para a obten¢io de
informacoes claras das variaveis do IFC sdo necessarias inumeras repeticoes dos procedimentos
inerentes, principalmente por conta da recorrente produc¢io de artefatos indesejaveis a boa avaliagiao das
pegadas. Bain et al. (9) afirmam que os ratos desenvolvem um padrio caracteristico de marcha,
dependendo do local e da extensao da lesdo nervosa. A lesio completa do nervo ciatico resulta na baixa
flexao plantar do tornozelo, menor espraimento dos artelhos, tendéncia ao arrastamento da pata devido
a baixa fungao do nervo fibular e aumento do comprimento da pegada devido a alteragdao funcional dos
plantiflexores. Essas alteracoes morfofuncionais, invariavelmente, produzem os artefatos que prejudicam
a impressao das pegadas durante a deambulacido, principalmente durante os estigios iniciais da lesao.
Por esse motivo e decorrente dos avangos tecnoldgicos, técnicas de captura e analise digital da
deambulacao de animais de laboratério tém sido sugeridas.

Na video-imagem, adicionalmente, pode-se avaliar o ASA (ankle stance angle - angulo do
tornozelo na fase de apoio intermediario) que, segundo Lin et al. (10), ¢ sensivel e valido em detectar
a recuperagao funcional pos-lesao do ciatico. A fase de apoio intermediario ¢ definida como o comego
da fase de extensdo, que é quando o animal comeca a erguer seu calcanhar e se prepara para impulsionar
a pata para o proximo passo.

Tomadas em conjunto, as observagoes relacionadas acima sugerem e demandam o
desenvolvimento de métodos e técnicas alternativas que permitam avaliagdes igualmente precisas, porém
menos onerosas, da recuperagao funcional do nervo ciatico, além de acessiveis para a grande maioria dos
pesquisadores que contam com recursos financeiros limitados. Como as demais técnicas, com a presente
proposta, ¢ possivel implementar e selecionar alguns parametros capazes de fornecer resultados validos
e precisos, além de instituir um método padrao de avaliagdo nao sé de lesdes nervosas periféricas, mas
também de doengas neurodegenerativas, reumaticas, ortopédicas, modelos de dor, entre outras.

Niao menos importante, acredita-se que com o método descrito a seguir seja possivel,
também, avaliar os efeitos de diferentes recursos terapéuticos desenhados para o tratamento de varias
condi¢oes morbidas, ndo s6 das circunscritas ao sistema nervoso, mas de todas aquelas que comprometem
o ato de caminhar.

Assim, o objetivo principal desse trabalho foi desenvolver tecnologia acessivel e de baixo
custo destinada a avaliacio funcional da marcha de roedores.

MATERIAL E METODOS

A amostra foi composta por 10 ratos machos, adultos jovens, da raca Wistar, com peso entre
250 e 300 g, procedentes do Biotério Central da Universidade Regional de Blumenau.

Durante a experimentagao, os animais foram alojados em gaiolas individuais, mantidas no
biotério setorial do Laboratério de Fisioterapia Neurologica Experimental, da Universidade Regional de
Blumenau (FURB), com temperatura controlada (~22°C), ciclo claro/escuro de 12 horas (07h00~19h00
— ciclo claro sob luz artificial), renovagao de ar controlada e programada, e livre acesso a agua e a ragao.

Durante os 10 primeiros dias de ambientagdao no laboratério, os animais foram submetidos
a um treinamento diario (durante 10 minutos) para se familiarizarem aos procedimentos de coleta de
dados na pista de deambula¢ao (deambula¢io em sentido tnico, em diregdo a caixa escura ao final dela
e manuseio para a impregna¢ao das patas posteriores com tinta). Essa pista foi confeccionada em MDF
(chapa de fibra de madeira de média densidade) e acrilico, com 42 cm de comprimento, 8,5 cm de largura
e 9 cm de altura para as protecgoes laterais (18).

Os procedimentos cirargicos foram conduzidos em condi¢oes de assepsia bem controladas
e respeitaram os preceitos éticos de experimentacao animal postulados pelo Colégio Brasileiro de
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Experimentacdo Animal (19). Todas as condutas aqui descritas foram aprovadas pelo Comité de Etica
em Experimentacio Animal da FURB (protocolo CEEA-FURB n.° 014/03-A).

Inicialmente, foi aplicado 0,2 ml (dose fixa) de cloridrato de xilazina solugao aquosa a 2%
associado ao cloridrato de cetamina (50 mg/ml, vol. = 0,3 ml/kg). Apés a verificacio do estado de
consciéncia do animal (por meio do pingamento das pregas interdigitais) efetuou-se a tricotomia da pata
posterior direita. Apods, fez-se uma incisao curvilinea da pele, iniciando acima e medialmente ao grande
trocanter e terminando proxima a fossa poplitea, ao nivel da inser¢do dos musculos isquio-tibiais. A
exposi¢ao do nervo ciatico foi conseguida apos a separagao do musculo semitendinoso do musculo reto-
femoral. Com o auxilio de uma pin¢a hemostatica, realizou-se o estrangulamento do referido nervo por
30 segundos. Em seguida, a divulsao muscular foi reparada com dois pontos de sutura com fio absorvivel
(categute, 3-0) e foi realizada a assepsia local com alcool iodado (alcool a 70% + iodo a 10%). O
fechamento da incisao foi feito com fio “mononylon” 2-0 acompanhado de aplicagio toépica de
antibiético e antiinflamatério (Neotopic SMO  spray).

Ap6s o perfodo programado de recuperagao (24 horas) e aos 7, 14, 21 e 28 dias, foram feitas
as coletas analégicas e digital da marcha.

Para a analise analdgica, as patas traseiras dos ratos foram levemente pressionadas sobre
uma almofada de carimbo embebida em tinta nanquim. Apds, o animal foi colocado para caminhar na
pista de deambulacdo sobre a qual foi depositada uma tira de papel quadriculado. As pegadas impressas
sobre o papel foram posteriormente mensuradas com um paquimetro digital (marca StarretO série 721),
e os respectivos valores foram introduzidos em uma planilha eletronica para a obten¢do automatica do
IFC. Sumariamente, os valores do IFC foram obtidos pela seguinte férmula: [IFC = - 38.3 (EPL - NPL
/ NPL) + 109.5 (ETS - NTS / NTS) + 13.3 (EIT - NIT / NIT) - 8.8], onde: EPL = comprimento da
pegada da pata experimental; NPL = comprimento da pegada da pata normal; ETS = distancia entre o
1° e o 5% artelho da pata experimental; NPL = distancia entre o 1° e o 5° artelho da pata normal; EIT
= distancia entre o 2° e o 4° artelho da pata experimental; NIT = distancia entre o 2° e o 4° artelho da
pata normal. Valores positivos (acima de zero) caracterizam funcdo motora preservada/recuperada.
Valores do IFC abaixo de zero mostram comprometimento funcional, e préoximos de 100 configuram
perda funcional total (8).

O angulo do tornozelo (ASA) foi obtido pelo processamento digital do angulo formado por
duas linhas, uma referente a panturrilha e a outra conectando o maléolo lateral a cabega do quarto
metatarso. Um angulo obtuso indica maior extensio do tornozelo, o que nio ocorre no animal com o
nervo ciatico lesionado (angulo agudo) (10).

A digitalizacao da deambula¢do dos animais foi obtida por meio de uma camera de video
(Minolta, modelo C-512, velocidade do obturador ajustada em 1/8000, foco manual) posicionada a 1
metro de distancia da pista de caminhada, acoplada a um microcomputador (IBM-PC compativel,
genérico). As capturas continham imagens da deambulacao dos ratos em perfil e por meio de um espelho
colocado embaixo da pista, num angulo de 45° de inclinacdo, das pegadas dos ratos em vista inferior.
As tomadas deviam captar, pelo menos, quatro passos consecutivos. Desses, foram escolhidos dois
passos consecutivos, caracterizando um ciclo completo da passada (20).

Transcorridos os dias necessarios para a conclusio de todos os procedimentos, os animais
foram submetidos a eutanasia por sobredosagem anestésica (21).

Por meio do programa “Windows Movie Maker” (integrante do sistema operacional Windows-
XP, professional edition, Microsoft Corp., 2002), as filmagens foram armazenadas (formato mpeg, 640
x 480 pixels/polegada, taxa de transferéncia de dados de 6.000 kilobits por segundo) em disco rigido
e examinadas “off-line”. Nessa etapa, os videos brutos foram editados e armazenados no mesmo
formato a uma taxa de 29,97 quadros por segundo. Apos, foram isolados diversos quadros contendo os
momentos de interesse para as analises de deambula¢io dos ratos, bem como a avaliagio das
caracteristicas qualitativas da sua marcha.

Os quadros de interesse foram exportados para o programa “Image-J” (versao 1.30, National
Institute of Health, 2003 - freeware) para serem calculados os parimetros do IFC e do ASA (obtido
exclusivamente pela técnica digital), todos durante a fase de apoio intermediario da marcha (20).
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Os valores finais do IFC (analégico e digital) e do ASA foram exportados para uma planilha
eletronica com o intuito de se calcular as respectivas médias e desvios-padrio (Statistica, ver. 5.2, Statsoft, Inc.).

RESULTADOS

Apesar de ter havido um periodo de treinamento, alguns ratos ainda se mostraram agitados
durante a coleta das variaveis da deambulacdao. Sem treinamento, os animais tendiam a retornar e fazer o
percurso no sentido inverso, sair por cima das paredes laterais ou, ainda, paravam no meio do percurso para
explorar o ambiente. Por esse motivo, sugerimos que o periodo de treinamento nao seja inferior a 10 dias.

A analise funcional analégica teve que ser realizada indimeras vezes com cada animal, pois ao
posicionar as patas do animal sobre a almofada para embebé-la em tinta, este embebia, também, a cauda,
deixando rastros por sobre as pegadas, inutilizando o registro e forcando uma nova coleta. Vale salientar
que, os procedimentos de coleta digital de tais paraimetros sao imunes a esse tipo de artefato indesejado.

Outro fator que dificultou o registro analégico das pegadas foram os erros na impressao das
patas, como borroes, excesso ou falta de tinta decorrente da parada ou excesso de velocidade dos
animais na pista. Quando o rato parava, pressionava a regiao plantar inteira e abaixava o calcanhar,
criando uma falsa e atipica extensao impressa. Antes de entrar na caixa escura, ele se levantava e
colocava todo o peso do seu corpo sobre as patas traseiras, produzindo, entio, uma pegada falsa.
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FIGURA 1 - Grificos resultantes das medidas (médias * desvio padrio) do dngulo do tornozelo (A) e do indice
funcional do cidtico (B) durante a fase E, da marcha, ao longo de 28 dias de experimentagao

A primeira analise do IFC, realizada 24 horas ap6s a lesao, mostrou perda da fun¢io motora
de 100% em todos os animais estudados, o que fez com que houvesse grande alteragao no padrao de marcha
dos ratos. Quanto ao ASA, observou-se reducdo marcante dessa variavel durante a fase de apoio
intermediario (Figura 1). Alguns animais deambularam arrastando o dorso da pata lesionada e compensando
a transferéncia de peso com o lado nao-comprometido. Esse fato impediu a obten¢ao do IFC e do ASA,
posto que as variaveis necessarias para esse fim nio puderam ser coletadas. Além disso, tal compensagio
nao pode ser observada na coleta analégica, pois a impressao em tinta nao revela tal comprometimento.

Com a rotagao externa dos artelhos aumentada apds a lesdo, houve redugio do braco de
alavanca para o triceps sural para gerar o movimento de plantiflexdo. Além do mais, a habilidade dos
plantiflexores em proporcionar suporte propulsor para frente durante a fase de impulso foi seriamente
afetada. Essa modifica¢io biomecanica nio pode ser captada pela técnica analdgica, que se restringe
exclusivamente em determinar o espraiamento dos artelhos e o tamanho da pegada.

As pegadas foram longas e estreitas no lado lesado em comparagao com o lado normal, isso
porque os animais usaram ambos os calcanhares e encolheram os artelhos para a fase de apoio
intermediario. Os ratos foram capazes de andar sobre os artelhos, mas incapazes de transferir o peso
sobre ele. Além disso, as pegadas também mostraram adug¢ao dos artelhos, e a queda da pata direita pode
ser vista durante a fase oscilatoria da deambulacao.
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Outro fator que alterou a coleta das pegadas foi a contratura de flexores em alguns ratos
(dados niao apresentados no presente trabalho), fato que nao ficou evidenciado na analise anal6gica, mas
sim na analise digital. Este evento provoca grande alteragao no parametro “comprimento da pegada”
dada a variagao na velocidade da deambulacdo e na transferéncia de peso.

A recuperagao das variaveis individuais do IFC e do ASA ocorreram simultaneamente no
decorrer dos 28 dias de experimento, mostrando a cada analise melhora no padrio da marcha (Figuras
1 e 2). A rotagdo externa da pata e o comprimento da pegada foram diminuindo; a distancia entre o 1°
e o 5¢ artelhos e a do 2° ao 4° artelhos foram aumentando, e o angulo do tornozelo também aumentou,
revelando maior dura¢ido da fase de apoio intermediario do lado comprometido, o que caracteriza
transferéncia de peso mais adequada e proporcional entre as duas patas. E interessante notat,
entretanto, que a evolucao dessas duas variaveis acontece de maneira diferenciada, isto é, os tempos
e os ganhos de fung¢ido nao se correlacionam linearmente, como pode ser visto na Figura 1.

A Figura 2 também mostra a mudanga angular da articulagao do tornozelo durante a fase
de apoio intermediario. Os ratos demonstraram visivel aumento dos angulos do tornozelo, o que
revela uma boa recuperag¢ao funcional do nervo ciatico. Ainda, foi possivel observar que no periodo
inicial de recuperagao houve redu¢ao da fase de apoio intermediario, possivelmente devido a atrofia
muscular do triceps sural.

DISCUSSAO

Sendo o IFC derivado de pegadas impressas de ratos, seu valor ¢ determinado
principalmente em fun¢ao dos musculos intrinsecos da pata (5, 7, 14). Devido a baixa regeneragao
do nervo, o tempo requerido para regeneracao dos musculos da pata ¢ longo, quando comparado
com o tempo requerido para a recuperagao dos musculos proximais (16). Com isso, o IFC analégico
mostra-se menos acurado que o ASA, pois é impossivel visualizar estes detalhes e avaliar a
transferéncia de peso e a angulagdo das articulagoes das patas. Lin e colaboradores (16) afirmam
que a atrofia pds-lesdo nervosa periférica torna o animal inapto para levar o peso do préprio corpo
contra a gravidade para o suporte em um unico membro. Com a perda da plantiflexdao, o angulo do
tornozelo ¢ reduzido.

A figura 2 mostra a evolugao da abertura dos artelhos durante o processo de recuperagao.
Logo apds a lesdao, para conseguir realizar a fase de apoio intermediario, o animal faz adugao dos
artelhos. Na video-imagem, é possivel calcular com precisao a distancia entre o 1° e o 5° artelhos
(Figura 2A) e entre o 2° e o 4° artelhos (Figura 2B), devido a visualizagdo dos pontos de pressao
pelo piso transparente. Na andlise analdgica, as vezes, esse calculo niao ¢ fidedigno ou nao ¢
mensuravel, pois a tinta usada nas patas pode nao delimitar com precisdao as distancias mensuradas
ou, devido as contraturas, o animal pode fazer a elevagio de algum artelho nio o registrando no
papel. Ainda, o animal pode realizar o apoio na face lateral da pata, sem tocar os artelhos na
superficie de apoio.

Na analise anal6gica perdem-se momentos importantes da marcha, como, por exemplo, a
fase de apoio intermediario, ficando somente a impressao de uma parcela reduzida de toda a pegada.
Ademais, ¢ impossivel definir exatamente o momento em que a pegada foi coletada (Figura 2A, B e
C), interferindo diretamente no resultado da medida dos parametros, fato que pode ser bem observado
e contornado na analise digital.
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FIGURA 2 - Fotografias tipicas das analises (analégica e digitais) realizadas ao longo de 28 dias de experimentacao.
Na seqiiéncia A~E, temos as pegadas impressas em papel, referentes aos dias 1, 7, 14, 21 e 28, de onde
foram extraidos os dados para o calculo do IFC. Note a evolu¢do do espraiamento dos dedos ao longo
dos 28 dias, apesar da imposibilidade da coleta precisa da posi¢io demarcada pelos artelhos (A, B e C).
Na seqiiéncia F~J, estio quadros que denunciam claramente a atitude flexora dos artelhos Fe G) e o
progresso no sentido da recuperacio funcional total (J). Abaixo (sequéncia K~O) observa-se a evolucio
progressiva do ASA que, apesar da contratura dos artelhos visualizada no segmento K, nio softre
interferéncia na sua coleta

Na analise digital, durante a fase de apoio intermediario, além do comprimento da pegada,
do angulo do tornozelo e das distancias entre os artelhos, outros parametros podem ser avaliados, como
a distancia entre as patas e a largura da passada. Essas variaveis também podem sofrer alteracdes na
presenca de lesdo do nervo ciatico, e podem compor dados importantes para se estudar a evolugao da
fungao nervosa periférica (17). Excluimos tal possibilidade, uma vez que a proposta atual trata de um
método simplificado de analise da marcha.
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CONCLUSAO

A analise funcional da marcha é um importante instrumento de avalia¢ao de aspectos especificos
da recuperagao do nervo ciatico de uma maneira nao-invasiva. Apesar da analise analégica da marcha ser de
facil aplicagao e implicar em custos reduzidissimos, mensuragdes precisas da fun¢ao motora sao freqientemente
impossiveis de se realizar, requerendo maior tempo para a coleta dos dados e maior numero de repetigoes.
Por intermédio da analise digital que sugerimos no presente trabalho, é possivel realizar avaliagdes dinamicas
de todo o processo de deambulagido de roedores, fato que é impossivel quando sao usados recursos analégicos
de avaliacao da marcha. Apesar da escolha de um modelo de axoniotmese, acredita-se que a técnica pode ser
empregada, também, em outros modelos animais utilizados para o estudo das repercussoes de diferentes
fatores que comprometem nao s6 a marcha, mas a fungdo motora como um todo.
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