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INDICE FUNCIONAL DO CIATICO NAS LESOES POR
ESMAGAMENTO DO NERVO CIATICO DE RATOS. AVALIAGAO
DA REPRODUTIBILIDADE DO METODO ENTRE EXAMINADORES

SCIATIC FUNCTIONAL INDEX IN SMASHING INJURIES OF RATS’ SCIATIC NERVES. EVALUATION
OF METHOD REPRODUCIBILITY AMONG EXAMINERS
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RESUMO

Foi avaliada a reprodutibilidade inter-pessoal do método de
avaliagao do indice Funcional do Ciético (IFC), medido por
um programa de computacao desenvolvido para este fim.
Foram empregados 20 ratos Wistar, cujo nervo ciatico direito
era abordado sob anestesia geral e esmagado num segmento
de 5 mm proximal a sua trifurcacdo com um dispositivo espe-
cial, com carga fixa de 5 Kg por 10 minutos. Impressoes das
pegadas dos animais foram obtidas na fase pré-operatéria e,
depois, semanalmente, da 12 a 82 semana, em uma pista de
marcha. As impressdes eram digitalizadas, armazenadas e
avaliadas, pela medida de pardmetros predeterminados, por
quatro examinadores, seguindo sempre a mesma seqiéncia
de marcacao dos parametros. Os resultados foram submeti-
dos a andlise estatistica, que mostrou haver um alto indice de
correlagao entre examinadores na avaliagao pré-operatoria e
nas 3a, 4a, 5a, 7a e 8a semanas (igual ou maior que 0,82),
com queda casual na 6a semana, mas manteve significante
como as demais (pF<0,01). Na 1a e 2a semanas, o indice de
correlagao foi proximo de zero, mostrando a pouca reprodutibi-
lidade do método nesse periodo, em que a variabilidade entre
0s animais nao diferiu da variabilidade entre os examinadores
(p=0,24 e 0,32, respectivamente), devido a pouca definicao
das impressoes das pegadas.

Descritores: Regeneragao; Nervo cidtico; Ratos; Avaliagdo.

INTRODUGAO

Em condi¢des experimentais, a recuperagao das lesdes nervosas
periféricas € estudada principalmente através de técnicas de eletro-
fisiologia, histologia e morfometria. Embora os parametros eletrofi-
siolégicos e morfolégicos sejam Uteis, € importante conhecer o grau
de recuperacao funcional que eles implicam. A avaliagao funcional
de humanos é relativamente facil, mas de animais é praticamente
impossivel com os mesmos métodos, o que motivou a busca por
métodos especificos em condigdes experimentais.

SUMMMARY

The interpersonal reproducibility of the method for evaluating
the Sciatic Functional Index (SFl) was measured by a
computer-based program developed for this purpose.
Twenty Wistar rats were used, and their right sciatic nerve
was addressed using general anesthesia. Those nerves were
subsequently smashed in a segment of 5 mm proximal to its
trifurcation with a special device, with a fixed load of 5 kg for
10 minutes. Animals’ footprints were taken at preoperative
phase and then in a weekly basis, from the 1st to the 8th week,
in a gait track. Prints were digitalized, stored and assessed
by predetermined parameter measures, by four examiners,
always following the same sequence of parameters marking.
Results were submitted to statistical analysis, which evidenced
the existence of a high correlation among examiners at
preoperative evaluation and on the 3rd, 4%, 5", 7%, and 8"
weeks (equal or higher than 0.82), with an eventual drop on
6" week, but still as significant as the others (pF<0.01). On
the 1st and 2nd weeks, the correlation index was nearly zero,
showing the low reproducibility of the method in that period, in
which variation among animals did not differ from the variation
among examiners (p=0.24 and 0.32, respectively), due to the
poor sharpness of footprints.

Keywords: Regeneration, Sciatic Nerve, Rats, Evaluation.

Gutmann e Gutmann!” demonstraram que a perda da capaci-
dade de espalhar os dedos da pata traseira € um parametro
confiavel para avaliar o grau de leséo, bem como para seguir sua
recuperacdo. Seu método, todavia, era muito rudimentar e ndo
permitia quantificar nem uma coisa, nem outra. DeMedinaceli et
al.®¥ desenvolveram um método quantitativo, confiavel e repro-
dutivel da condicéo funcional do nervo ciatico de ratos, para a
avaliagcao do grau de lesdo e da recuperacdo, denominado de
indice Funcional do Cidtico, e que foi posteriormente modificado
por outros autores“9,
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Um programa de computador (software)
foi desenvolvido em nosso laboratdrio®,
possibilitando a captura (digitalizagao
com um scanner), armazenamento e
analise das imagens das pegadas dos
ratos, realizando os célculos segundo
as férmulas matematicas propostas e
fornecendo os resultados dos indices
funcionais de DeMedinaceli et al.?®), de
Carlton e Goldberg® e de Bain et al.®.
Este programa foi testado em diversas
investigacbes em nosso grupo®789,
sempre demonstrando estreita corre-
lagao entre as alteragdes morfoldgicas
e morfométricas do nervo ciatico e as
medidas do IFC, de modo que a perda
funcional resultante das lesdes pro-

comprimento na face lateral da coxa, indo
desde o trocanter maior até o joelho. Uma
vez exposto, 0 nervo era submetido auma
lesdo por esmagamento, circunscrita a
um segmento de 5 mm de comprimento
proximal a sua trifurcacéo, utilizando-
se para isso uma pinga especialmente
confeccionada para este fim, calibrada
para uma carga estatica de 5.000 g. Em
seguida, o nervo era cuidadosamente
destacado da pinga e reposto em seu leito
original, a ferida cirlrgica sendo fechada
por planos com pontos isolados de nylon
de calibre 5/0 (Mononylon, Ethicon®).

Figura 1 - Registro das pegadas na passarela. Vista
geral da Passarela (A). Pegadas registradas (B).

Obtencéo e analise das impressoes
das pegadas

4 Mio Grope: 2 Ralo: 6 Ledura: 3

duzidas no nervo ciatico de rato pode
ser monitorizada pelo IFC.

Entretanto, em todas as investigagies | =
ficou patente que a marcacao dos gL E1s | Els | Siof
parémetros predeterminados nas im-
pressOes das pegadas nem sempre
é facil, as dificuldades sendo maiores
nas impressoes obtidas nas primeiras

SFI- De Medinazel
nd Funconsl do Cssco |[NEEER

Asimpressdes das pegadas das patas
traseiras foram obtidas em tiras de
papel embebidas com uma solugao de
azul de bromofenol em acetonaa 1% e
deixadas secar, de acordo com o mé-
todo proposto por DeMedinaceli e co-
laboradores e modificado por Lowdon
et al.t9. O papel impregnado com o

semanas apds alesao, diminuindo pro- Cartton & Goleherg i azul de bromofenol torna-se amarelo

gressivamente & medida que ocorria a 1 P 1 : depois de seco, mas volta imediata

recuperacao funcional. De modo geral, & e permanentemente ao azul quando

as impressoes obtidas na primeira e na o - em contato com a agua ou qualquer
et Funcineal i Mikien et t?

segunda semana mal permitiam definir
a pegada, sendo praticamente impos-
sivel fazer a marcagao dos parametros,

nd Funcaonal do Parona

[Ccacus §i concsie |

nd Funconal do Tibial -

solugdo aquosa. Ao invés de agua,
neste trabalho as patas traseiras dos
animais foram imersas em detergente

fato responséavel por grande variagdo
nos valores iniciais do SFl, a ponto de
lancar divida sobre sua confiabilidade nesse periodo. Foi 0 ob-
jetivo da presente investigagao, entao, avaliar a reprodutibilidade
do método, utilizando vérios avaliadores e um novo programa de
computador, aperfeicoado do anteriormente utilizado, procurando
estabelecer a correlagéo interpessoal dos resultados.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 20 ratos machos adultos da linhagem Wistar,
com peso corporal variando entre 200 e 300 gramas (média:
250 g), obtidos de um Unico fornecedor e mantidos em gaiolas
coletivas com cinco animais cada, com dieta a base de ragéo
padronizada e agua ad libitum. Antes de qualquer outro proce-
dimento, os animais eram treinados a caminhar na passarela de
marcha construida para esse fim conforme modelo de DeMedi-
naceli e colaboradores (Figura 1) e, tao logo tivessem aprendido,
era obtida a impressao pré-operatéria da pegada para célculo
do indice Funcional do Citico (IFC) normal.

Procedimento cirurgico

Os ratos foram anestesiados com uma associagao de medica-
mentos anestésicos (Ketamina 5%, Xilasina 2%, proporgéo 1:4,
0,13 ml/100 g de peso corporal). O nervo cidtico era abordado
através de uma inciséo cutanea longitudinal retilinea de 3 cm de

Figura 2 - Visualizag&o do programa utilizado.

domeéstico comum, o que impede a
dispersao da impressao. Os animais,
entdo, caminhavam sobre as tiras de papel impregnadas colocadas
na passarela e deixavam, em média, trés pegadas de cada pata.
As tiras contendo as pegadas eram deixadas secar e copiadas em
um scanner de alta resolucéo, e as imagens assim digitalizadas
eram armazenadas e analisadas no computador, com o programa
ja mencionado®. Os dados referentes a cada animal eram identifi-
cados individualmente, de modo a permitir o seguimento ao longo
do tempo. Os parametros medidos nas impressoes tanto das
patas normais (N) como das operadas (E) eram o comprimento da
pegada (PL, de print length, ou distancia longitudinal entre a ponta
do dedo mais longo e o calcanhar), a abertura total dos dedos (TS,
de toe spread, ou distancia transversal entre o primeiro e o quinto
dedos) e a abertura dos dedos intermediérios (IT, de intermediate
toes, ou distancia transversal entre 0 segundo e o quarto dedos).
Com a utilizagéo do programa especffico de computador (Figura 2),
0s pontos-chave de cada parametro eram simplesmente clicados
com o0 mouse na tela do monitor, numa sequléncia previamente
estabelecida, e o IFC era automaticamente calculado, incluindo a
geracgéo de um grafico com a curva de regeneragao em fungao
do tempo. A férmula usada nos célculos do IFC foi a proposta por
Bain et al.®), como se segue:

SFI=-38.3 x EPL-NPL + 109.5 x ETS-NTS + 13.3 x EIT-NIT - 8.8
NPL NTS NIT

* Selli, M. Desenvolvimento de um método computadorizado para avaliagéo funcional das lesdes de nervos periféricos através da andlise da marcha:
modelo experimental em ratos. Dissertagdo de mestrado. FMRP-USP, Ribeirdo Preto, 15 de dezembro de 1998.
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As pegadas foram obtidas e analisadas se-
manalmente, da primeira a oitava semanas
pbs-operatdrias, primeiramente por um exa-
minador experiente com o método e, depoais,
por trés examinadores a quem o método foi
minuciosamente ensinado. Cada examina-
dor fazia trés avaliagbes de cada pegadaem
dias diferentes, extraindo dai um valor médio
que eratomado para os calculos posteriores
e para a andlise estatistica.

Analise estatistica
Para a analise estatistica dos dados utili-
zZou-se 0 modelo de efeitos aleatorios:

Tempo Pf r

inicial <0,01 0,84
1* semana 0,24 0,06
2 semana 0,32 0,04
3* semana <0,01 0,88
4" semana <0,01 0,88
5" semana <0,01 0,82
6" semana =0,01 0,74
7" semana <0,01 0,82
8" semana =0,01 0,89

Tabela 1 - Valores de p do Teste F (pf),
coeficiente de correlagéo Intra-classe (r).

—78,88 (variacao: —93,91 a —61,55), pas-
sando a—77,9 (variagao: —96,22 a —62,9) na
segunda, —33,72 (variagéo: —35,47 a—31,89)
naterceira, —25,5 (variagéo: —26,68 a—24,38)
na quarta, —21,86 (variagdo: —22,4 a-21,22)
na quinta, —19,79 (variagédo: 22,8 a—19,19)
na sexta, —13,7 (variagdo: —14,36 a —13,09)
na sétima, e —11,46 (variagdo: —11,86 a
—10,94) na oitava.

As diferencas entre os valores medidos
pelos examinadores individualmente foram
significantes na primeira e na segunda
semanas pos operatoria, € as medidas nao
correlacionaramentre si ( p.=024¢ pp

primeiramente, procurou-se validar o

método de avaliagdo, comparando-se a variacao dos valores
obtidos entre os ratos, para cada um dos examinadores, com
a variagao observada para cada rato dentre os examinadores,
por meio do teste F com o nivel de significancia menor que 1%
(p<0,01), em cada semana do periodo total de observagao de
oito semanas (nove avaliagdes, incluindo a pré-operatdria). Se os
valores de um mesmo rato fossem homogéneos para os quatro
examinadores, entdo o método foi considerado eficiente para
avaliar a recuperacao da lesao. Para complementar esse estudo,
calculou-se o coeficiente de correlacao intra-classe, o qual mede
aintensidade de reproducao de resultados homogéneos; quanto
mais proximo da unidade, mais eficiente é o método.

RESULTADOS

Generalidades

Os animais toleraram bem a anestesia e o procedimento cirlrgi-
co. De inicio, os animais ndo se apoiavam sobre a pata operada,
apresentando o pé caido e os dedos em completa adugéo, como
resultado da grave disfungao do nervo cidtico. Eles gradualmen-
te recuperaram a capacidade de fazer apoio sobre o membro
operado e espalhar os dedos.

Andlise Funcional da Marcha (IFC)

Foram avaliadas 180 (9 x 20) impressdes de pegadas, totalizando
720 (4x 180) avaliagbes. Na avaliagao pré-operatoria, o valor médio
do IFC medido pelos quatro examinadores nos 20 animais foi de
—5,72 (variacao: —6,84

=0,32, respectivamente), mas nao mais em
nenhuma das semanas subsequentes (<0,01) (Tabela 1).
O coeficiente de correlagao intra-classes foi de 0,06 € 0,04 nas
duas primeiras semanas, demonstrando muito baixa correlagéo
entre os valores medidos pelos examinadores. Ja nas sema-
nas subsequentes variou de 0,74 a 0,89, demonstrando maior
homogeneidade entre as medidas (Figura 3).

DISCUSSAO

A regeneracao de nervos periféricos observada em estudos
experimentais apresenta aspectos controversos, porque nem
sempre é possivel estabelecer uma correlacéo clara entre os
resultados obtidos por diferentes métodos numa mesma inves-
tigagao, nem entre os resultados obtidos por um mesmo méto-
do empregado em investigacoes diferentes ou conduzidas por
autores diferentes. A maioria dos estudos sobre a regeneragao
dos nervos periféricos emprega métodos histo-morfométricos
e eletrofisioldgicos, os quais, embora essenciais, ndo adiantam
nenhuma informagao sobre a recuperacgao funcional correspon-
dente, o que seria do maior interesse. Avaliacdes funcionais
sdo muito dificeis em animais, por motivos obvios, mas De
Medinaceli et al.?¥ introduziram o método do IFC de ratos,
modificado por outros autores*® que permite avaliar satisfato-
riamente a recuperacéo do nervo ciatico lesado em funcéo do
tempo. Estudos anteriormente conduzidos pelo nosso grupo
mostraram haver clara correlagao entre a regeneragao morfo-
l6gica, avaliada pela morfometria dos nervos, e a recuperagao

funcional, medida

. i . N (6,7,8,9,12)
a-3,45). As diferencas IFC avaliados pelos 4 examinadores pelo IFC :
e?treosexal_mm_zadores -100 Apesar dog, empe-
n&o foram significantes cilhos, o método do
no periodo pré-opera- -80 1 IFC parece ser ainda
torio porém, as medi- -80 0 mais versétil, pois é
das correlacionaram -70 - de facil aplicagéo e de
entre si, de maneira 60 - [ EXAMINADOR 1 custo baixo em rela-
altamente significativa © 504 5 EXAMINADOR 2 ¢40 a outros métodos
(pr <0,01) e o coefi- = B EXAMINADOR 3 propostos, provaveis
ciente de correlagéo -40 - I ExAMmADOR § motivos de sua mais
intra-classes (r) foi de -30 - ampla aplicagéo. Bro-
0,84, indicando alta re- 220 - wn etal.®, realizaram
{oco part 05 anmai A | Sidade G0 mélodd
. o L[Nl |
intactos (Tabela 1). T doIFC, emque quatro
Na primeira semana Semanas examinadores anali-
pés-operatdria, o valor saram as medidas em
médio do IFC foi de Figura 3 - Avaliagdo semanal do IFC pelos 4 examinadores. sequéncias diferentes
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e em trés ocasides diferentes, concluindo que se trata de um bom
método ndo invasivo. Basso et al.¥, desenvolveram uma escala de
avaliagao qualitativa (BBB) para avaliar a recuperacao apos lesao
medular; os animais portadores dessas lesdes eram deixados
livies para caminhar em uma arena, alguns parametros sendo
utilizados para a qualificagdo do grau de lesao e da recuperagao
dos movimentos, mas ndo se trata de um método quantitativo,
como o IFC. Entretanto, ja foi demonstrada alta correlagéo entre
0 método do IFC e o BBB™. Varejao et al.®, desenvolveram um
método cinematico quantitativo de avaliagdo da regeneracéo ner-
vosa, baseado na medida de um angulo do pé do animal (TOA,
de toe-out-angle), usando como pontos de referéncia o calcaneo
e 0 quinto e o terceiro dedos, conforme avaliados através de ana-
lises computadorizadas. Segundo os autores, este método teve
boa correlagcado com o IFC, mas ¢ de dificil aplicagao. Bervar(”
comparou um método de avaliagéo por video-analise com o IFC
e também encontrou correlagao positiva entre ambos, concluindo,
todavia, que o método de video-andlise oferece a vantagem de
disponibilizar imagens digitalizadas.

Apesar da confiabilidade do método do IFC, em todos os
nossos trabalhos anteriores ficou patente a dificuldade de
avaliagdo nas primeiras semanas apds a producdo da leséo
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. Com a
regeneracao subsequente do nervo e a recuperagao funcional
do animal, as pegadas tornavam-se mais claras, permitindo
a marcagao mais adequada dos pontos-chave das pegadas.
As dificuldades observadas, entdo, nas semanas iniciais apds
a produgéo da lesdo langaram dulvidas sobre a fidelidade do
método nessa fase, motivo da presente investigacéo.

A metodologia empregada aqui seguiu a mesma linha dos traba-
Ihos anteriores, com o modelo da les&o por esmagamento do nervo
ciético, que apresenta a vantagem de preservar pelo menos em
parte o arcabougo do nervo e nao requerer treinamento especifico
nem técnicas e materiais de reparo, como no caso da secgéo
seguida de sutura®36789_A lesao por esmagamento foi produzida
em todos 0s animais com um pinga especialmente confeccionada
para esse fim, calibrada regularmente com uma célula de carga;
assim, sua aplicagéo era controlada e a lesao produzida, mais
homogénea, semelhante ao que j& havia sido obtido nos nossos
trabalhos anteriores, com o uso de uma maquina universal de
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ensaio, e bem diferente dos métodos descritos por outros auto-
res, com pingas hemostaticas ou de relojoeiro!'®. Além disso, as
lesdes foram produzidas sempre pelo mesmo autor (VWMR), que
foi também o primeiro examinador, por ser o mais experiente com o
método. Dos outros trés examinadores, um ja dominava o método,
mas os dois restantes nao, apesar de terem ampla vivéncia com o
uso de computadores. Para esses, o método foi exaustivamente
explicado e a rotina do exame foi demonstrada varias vezes, até
que se sentissem seguros para realiza-lo. Além disso, os exames
por eles realizados foram observados pelo mais experiente, sem
interferéncia deste, nem mesmo quando um deles incidiu em erro
que alterou a média de suas medidas, na sexta semana, causando
queda no indice de correlacao interexaminadores.

Dentro do rigor da investigagao, os resultados obtidos foram alta-
mente confiaveis e confirmaram a suspeita de que a ma qualidade
das pegadas das duas primeiras semanas praticamente tornavaim-
possivel uma avaliagao adequada. Tal fato foi evidenciado pela au-
séncia de correlagéo intra-classe nessa fase, com indices préximo
de zero (0,06 e 0,04), muito abaixo dos que se observaram a partir
daterceira semana (acima de 0,82). No periodo pré-operatorio, bem
como a partir da terceira semana pods-operatdria, com a melhor
qualidade das pegadas, as avaliagdes tornaram-se mais faceis e os
valores das medidas, mais homogéneos. Também, a variabilidade
entre ratos ndo diferiu da variabilidade entre examinadores nas duas
primeiras semanas (p=0,24 e 0,32, respectivamente).

CONCLUSAO

Os autores concluem que 0 método de avaliagao funcional expe-
rimental pelo indice Funcional do Ciético, em ratos, é plenamente
reprodutivel e confiavel quando aplicado apds a segunda semana
da produgéo de uma lesao por esmagamento do nervo.
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