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Resumo 

Entender os mecanismos neurobiológicos que podem estar envolvidos na 

adaptabilidade da marcha é de suma importância para desenvolver futuras estratégias 

de reabilitação para as disfunções de mobilidade funcional, seja em decorrência de 

doenças neurológicas ou de outras condições relacionadas ao envelhecimento. O 

Teste da Escada Horizontal (TEH) tem sido amplamente utilizado para avaliar a 

marcha normal e patológica em modelos murinos, pois permite detalhar a forma com 

a qual o animal faz a colocação dos membros anteriores e posteriores durante o teste, 

por meio de um sistema de pontuação específico. No entanto, embora seja 

empregado na literatura, o TEH ainda não foi validado quanto à sua reprodutibilidade 

intra e inter avaliador. Portanto, o presente estudo tem por objetivo estudar a 

reprodutibilidade do TEH, com vistas a determinar o seu nível de confiabilidade. Para 

a realização do estudo, empregou-se 40 vídeos de murinos oriundos de um banco de 

dados do laboratório (20 vídeos de ratos Wistar e 20 de camundongos C57BL/6, 

ambos adultos) realizando o TEH. Dois avaliadores independentes (com e sem 

experiência prévia com o teste) analisaram os vídeos, sendo que cada uma das 

filmagens foi analisada duas vezes, às cegas, pelo mesmo avaliador, totalizando 80 

análises por avaliador. A concordância dos escores foi testada por meio do índice de 

correlação intraclasse (ICC). Os resultados demonstraram que os avaliadores I e II 

obtiveram uma excelente concordância para os ratos no escore total combinado (ICC 

= 0,961 / p = 0,0001), o que também ocorreu para os camundongos (ICC = 0,970 / P 

= 0,0001). Para os escores individuais dos membros anterior e posterior, verificou-se 

a existência de bons níveis de concordância, variando entre “satisfatório” e “excelente” 

(ICC entre 0,484 e 0,931). O alfa de Cronbach demonstrou ótima consistência para os 

escores total combinado e total dos membros anterior e posterior, com valores acima 

de 0,8. Deste modo, concluiu-se que o TEH apresenta boa consistência na análise 

intra e inter avaliador, sendo o “foot fault score” de 7 pontos uma ferramenta confiável 

para determinar os níveis de adaptabilidade da marcha em ratos e camundongos. Tais 

achados encorajam a utilização do teste como ferramenta de baixo custo, 

metodologicamente útil e válida para o estudo da adaptabilidade da marcha em 

modelos experimentais murinos. 

Palavras-chave:  Marcha. Caminhada. Camundongos. Ratos.



Abstract 

To understand the neurobiological mechanisms that may be involved in gait 

adaptability is important to develop future rehabilitation strategies for individuals with 

functional mobility disorders, whether due to neurological diseases or other aging-

related conditions. The Ladder Rung Walking Test (LRWT) has been widely used to 

evaluate normal and pathological gait in murine models, as it allows detailed evaluation 

of the way the animal places the fore and hindlimbs by a specific score system. 

However, although it is used in the literature, such test has not yet been adequately 

validated for its reliability and intra and inter-rater reproducibility. Therefore, the present 

study aimed to analyze the reproducibility of LRWT, seeking to elucidate its reliability 

levels. For the study, 40 videos of rodents from the laboratory database (20 videos of 

Wistar rats and 20 of C57BL / 6 mice, both adults) were used to perform the LRWT. 

Two independent raters assessed the videos, each video was blindly analyzed twice 

by the same rater, totalizing 80 analyzes per rater. The agreement scores was tested 

using the intraclass correlation coefficient (ICC). The results showed that raters I and 

II obtained excellent agreement for the rats in the combined total score (ICC = 0.961 / 

p = 0.0001), which also occurred for mice (ICC = 0.970 / P = 0, 0001). For the individual 

scores of the fore and hind limbs, good levels of agreement were achieved, ranging 

from “satisfactory” to “excellent” (ICC between 0.484 and 0.931). Cronbach's alpha 

showed excellent consistency for total combined score and the total fore and hind limb 

scores, with values above 0.8. Thus, we concluded that the LRWT has good intra and 

inter-rater reliability, being the 7-point foot fault score a reliable tool to determine gait 

adaptability levels in rats and mice. These findings encourage the use of the test as a 

low-cost, methodologically useful and valid tool for the study of gait adaptability in 

murine experimental models 

Keywords: Gait. Walking. Mice. Rats. 
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1 INTRODUÇÃO  

A adaptabilidade da marcha pode ser definida como uma função sensório-

motora complexa, a qual é requerida para controlar e coordenar vários graus de 

liberdade nas articulações durante a marcha – comportamento que é adaptável, frente 

a uma variedade de demandas do contexto ambiental que interferem no processo de 

locomoção (BALASUBRAMANIAN et al., 2014; DUCHARME et al., 2018; HOUDIJK et 

al., 2012). Nesse contexto, a marcha é direta ou indiretamente influenciada pela 

integração temporal e espacial de diferentes subsistemas neurais, incluindo os 

cognitivos e neuromusculoesqueléticos (SHIMADA et al., 2013). Alguns 

neurocientistas, inclusive, defendem, que o cérebro evoluiu, essencialmente, para que 

pudéssemos nos mover de forma mais inteligente, avaliando o contexto e fatores 

relacionados à avaliação de risco e sobrevivência. Nesta óptica, a cognição em si seria 

um sistema útil para dar sentido ao movimento (GALLIVAN et al., 2018; INGRAM; 

WOLPERT, 2011; WOLPERT; LANDY, 2012; WOLPERT; DIEDRICHSEN; 

FLANAGAN, 2011). Além disso, a capacidade de adaptar a marcha de acordo com o 

contexto ambiental é um aspecto crucial para manter a estabilidade do corpo e evitar 

quedas (CAETANO et al., 2018; ESTEVES et al., 2016; MEDEIROS et al., 2018; VAN 

OOIJEN et al., 2015). 

Embora vários estudos tenham focado nos aspectos biomecânicos da 

capacidade de adaptar a marcha em humanos (DUCHARME et al., 2018; HAWKINS 

et al., 2017; LANINI et al., 2017;), modelos animais são úteis para fornecer insights 

neurobiológicos em nível celular e molecular (MESTRINER et al., 2013; SOLEMAN et 

al., 2010; WEARICK-SILVA et al., 2018). Por exemplo, o TEH tem sido usado para 

avaliar a adaptabilidade da marcha (METZ; WHISHAW, 2002; METZ; WHISHAW, 

2009) em lesões isquêmicas unilaterais no córtex motor (ANTONOW- SCHLORKE et 

al., 2013; SOLEMAN et al., 2010);na lesão medular (GUO et al., 2019; SANDNER et 

al., 2018); na depleção dopaminérgica induzida por 6-hidroxidopamina (um modelo da 

doença de Parkinson) (FARAJI et al., 2007); na lesão da substância branca neonatal 

(UED et al., 2018) e em condições relacionadas ao estresse (METZ et al., 2015; 

MEDEIROS et al., 2018; WEARICK-SILVA et al., 2018). 

O TEH avalia o sucesso de adaptação da marcha usando medidas de 

coordenação entre as patas, a base de apoio, a cinemática dos membros anteriores 

e posteriores, as etapas e ciclos da marcha, a velocidade da marcha e a capacidade 
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de adaptá-la aplicando um escore de erros na colocação dos membros anteriores e 

posteriores, chamado de “foot fault scoring” (ANTONOW-SCHLORKE et al., 2013; 

GUO et al., 2019; METZ; WHISHAW, 2002). Tal sistema de pontuação é o mais 

utilizado na literatura, pois requer apenas uma câmera filmadora manual e a 

disponibilidade de um pesquisador para gravar e após assistir ao vídeo em velocidade 

“quadro-por-quadro”, qualificando, assim, os passos do roedor por meio do 

mencionado escore (METZ; WHISHAW, 2002; WEARICK-SILVA et al., 2018). Esta 

estratégia de análise pode evitar armadilhas comuns que estão presentes com o uso 

de marcadores refletivos sob a flexível pele do roedor que, por essa razão, pode elevar 

os níveis de erro de aferição. Assim, a técnica de avaliação de movimento com o uso 

de pontos refletivos em roedores tem sido vista com cautela por alguns pesquisadores 

na área da biomecânica (FILIPE et al., 2006; BAUMAN; CHANG, 2010). Além disso, 

o TEH permite inferir o grau de sucesso do animal ao adaptar a marcha para evitar 

quedas e escorregões deflagrados pelo contexto ambiental (MEDEIROS et al., 2018; 

WEARICK-SILVA et al., 2018).   

O sistema de pontuação “foot fault score” é uma escala categórica de 7 pontos, 

na qual a qualidade e a adequação do posicionamento das patas são julgadas, em 

uma gravação de vídeo quadro a quadro, enquanto os roedores percorrem uma 

escada horizontal de 1 metro de comprimento. As traves da escada estão dispostas 

em um padrão que requer do murino a capacidade de adaptar a marcha durante a 

caminhada (METZ; WHISHAW, 2002; METZ; WHISHAW 2009).  

No entanto, o “foot fault score” ainda não foi avaliado quanto à sua consistência 

e reprodutibilidade intra e interavaliador, assim como, não existem dados comparando 

o desempenho de avaliadores com e sem experiência prévia no teste para analisar a 

adaptabilidade da marcha com este sistema de pontuação no TEH. De certa forma, a 

ausência desses dados gera incerteza quanto à confiabilidade e reprodutibilidade dos 

resultados obtidos. Os estudos disponíveis até o momento geralmente elegem um 

único avaliador para analisar todos os vídeos, como uma tentativa de minimizar tal 

viés, o que é metodologicamente insuficiente à luz da prática científica (SMITH et al., 

2008). Desta maneira, o presente estudo foi elaborado para suprir essa carência da 

literatura, bem como para fornecer informações científicas sobre a validade externa 

dos achados do TEH em murinos. Ante ao exposto, espera-se que este trabalho possa 

contribuir para o avanço dos estudos experimentais no campo da neurobiologia da 

adaptabilidade da marcha.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Adaptabilidade da marcha  

A adaptabilidade da marcha é uma função sensório-motora que exige controle 

e coordenação das articulações para evitar que o contexto ambiental interfira no 

processo da locomoção (BALASUBRAMANIAN et al., 2014; DUCHARME et al., 2018; 

HOUDIJK et al., 2012). Esta capacidade de adaptação é o que possibilita caminhar 

em diferentes circunstâncias, perfis de terrenos e com padrões de velocidades de 

marcha diferentes (CHOI; BASTIAN, 2007). Nesse contexto, sabe-se que a marcha é 

direta ou indiretamente influenciada pela integração temporal e espacial de diferentes 

subsistemas neurais, incluindo cognitivos e neuromusculoesqueléticos (SHIMADA et 

al., 2013). Além disso, a capacidade de adaptar a marcha de acordo com o contexto 

ambiental é um aspecto crucial para manter a estabilidade do corpo e evitar a 

ocorrência de quedas. Sabe-se também que adultos saudáveis modificam parâmetros 

de passo e passada para atender às demandas da tarefa, o que ocorre em terrenos 

desiguais ou transições entre diferentes superfícies (VOLOSHINA; KUO; DALEY; 

FERRIS, 2013). Diversos mecanismos somatossensorias também auxiliam na 

adaptabilidade da caminhada, uma vez que a impossibilidade de visualização do 

trajeto pode afetar o desempenho do controle motor relacionado à tarefa, sendo a 

visão uma modalidade sensorial muito importante na adaptação da marcha (THIES; 

RICHARDSON; ASHTON-MILLER, 2005).  

A proficiência em adaptar a marcha parece mudar com o decorrer da idade. 

Bruijn e colaboradores (2012), em seu estudo comparando a adaptabilidade da 

marcha de adultos e idosos, verificou que o grupo mais velho foi menos capaz de 

mudar seus tempos relativos da fase de balanço, no ciclo de marcha (BRUIJN et al., 

2012). O aumento da variabilidade do tempo, largura e comprimento do passo, 

também influenciam na marcha do idoso e são considerados fatores preditores de 

quedas (BEAUCHET et al., 2008). Além disso, acredita-se que a atrofia muscular e a 

disfunção/degeneração de neurônios dopaminérgicos também contribuam, em parte, 

para gerar alterações na modulação da marcha no idoso (KENNEDY; RAZ, 2005; 

KAASINEN; RINNE, 2002). Outrossim, perdas graduais da capacidade visual e 

proprioceptiva, que estão intimamente relacionadas com o envelhecimento, também 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bruijn%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22623488
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contribuem para a diminuição do equilíbrio durante a macha – fatores que contribuem 

para a elevação da frequência de quedas. (MENZ; LORD; FITZPATRICK, 2003).  

Para evitar a instabilidade durante a marcha, muitos idosos usam estratégias 

motoras adaptativas de equilíbrio dinâmico (CROMWELL et al., 2004), como por 

exemplo, adotar uma marcha mais estável com o emprego de uma maior quantidade 

de passos para uma dada distância, quando comparados com jovens adultos. Porém, 

em condições mais desafiadoras, a adaptabilidade da marcha é fundamental para 

qualquer faixa etária (ROGERS; CROMWELL; GRADY, 2008). Ainda, um estudo 

observou que crianças com até 11 anos de idade apresentavam taxas mais lentas de 

adaptação dos parâmetros espaciais da marcha quando comparados com adultos que 

sofreram danos cerebelares (VASUDEVAN et al., 2011). Tal fato é deveras 

interessante e contribui para que os estudos nesta área sigam avançando para melhor 

compreensão dos mecanismos neurobiológicos envolvidos na adaptação da 

locomoção. 

Embora o controle dos mecanismos básicos da marcha seja automatizado, 

alguns estudos sugerem que as funções executivas/cognitivas talvez sejam fatores 

determinantes para explicar a capacidade de adaptação da marcha frente ao seu 

contexto de execução (YOGEV‐SELIGMANN; HAUSDORFF; GILADI,2008; 

HAUSDORFF et al., 2008). Foi observado que tarefas que exigem um alto nível de 

controle motor envolvem também funções cognitivas para produzir respostas motoras 

complexas, que são moduladas a partir de múltiplas entradas sensoriais e restrições 

ambientais (BEAUCHET et al., 2008). Evidências indicam que não somente o 

cerebelo é recrutado durante a marcha, sendo necessária uma rede sensório-motora 

ampla e complexa para aprender um ajuste de caminhada ou manter a estabilidade 

dinâmica durante uma tarefa de locomoção em contexto variável (HOFFLAND et al., 

2014). Annweiler et al (2013), associaram uma menor velocidade da marcha em dupla 

tarefa cognitivo-motora com a diminuição de volume do córtex motor em idosos. 

Adicionalmente, um estudo utilizando ressonância magnética funcional observou a 

ativação de uma rede cerebral compreendendo o córtex motor suplementar, 

bilateralmente (área que recebe diversas informações de outras regiões cerebrais), o 

córtex motor primário, córtex pré-frontal direito e cerebelo, durante o desempenho da 

marcha de jovens saudáveis e idosos (ALLALI et al., 2013). Por fim, muito 

recentemente, um estudo de uma coorte de cinco décadas (904 indivíduos) revelou 

que a velocidade da marcha na idade madura (por volta dos 45 anos) era capaz de 
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predizer a taxa de envelhecimento cerebral e cognitivo dos participantes 

(RASMUSSEN et al., 2019). 

Destaca-se também que o contexto psicológico/carga emocional talvez possa 

interferir na forma como as adaptações da marcha acontecem frente às mais diversas 

situações ambientais. Por exemplo, observou-se que roedores que passaram por um 

evento aversivo que induziu a formação de uma memória aversiva resistente a 

extinção, alteraram a capacidade de adaptação da marcha (MEDEIROS et al., 2018). 

Sendo assim, é crucial dispor de métodos comportamentais validados e confiáveis 

para que este campo de investigação neurobiológica possa continuar sendo 

investigado. 

2.2 Análise da marcha em roedores  

 Embora humanos e primatas exibam uma ampla diversidade de movimentos 

hábeis, os modelos murinos são uma excelente opção quando desejamos estudar 

alguns dos mecanismos neurobiológicos que ocorrem durante a adaptação e o 

aprendizado de movimentos. Roedores têm sido amplamente utilizados na pesquisa 

para entender e compreender aspectos da fisiologia, fisiopatologia e potenciais 

tratamentos pré-clínicos. Entretanto, embora camundongos e ratos pertençam a 

mesma família, compartilhando muitas características ancestrais importantes, existem 

diferenças entre eles que impactam na escolha do modelo para os estudos em 

neurociência e controle motor (ELLENBROEK; YOUN, 2016). Evidências indicam que 

a impulsividade, que é a tendência de agir sem um planejamento, está aumentada no 

rato e pode influenciar o seu comportamento e aprendizagem cognitivo-motora. 

Porém, acredita-se que, a longo prazo, o camundongo tenha mais dificuldades na 

adaptação à alguns aparatos comportamentais, exigindo mais treinamento e/ou 

adaptação do que o rato (YOUNG et al., 2013; PARKER et al., 2014). Contudo, tais 

generalizações precisam ser vistas com cautela, já que cada linhagem específica 

possui suas próprias características. 

O aprendizado de habilidades motoras bem-sucedidas requer treinamento 

repetitivo e intercalado por períodos de descanso. Enquanto habilidades complexas 

exigem um protocolo de treino de alguns dias para que ocorra uma adaptação, tarefas 

mais simples podem ser aprendidas em poucas horas ou menos (BUITRAGO et al., 

2004). Um grande número estudos foram desenvolvidos com o intuito de compreender 
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os déficits motores relacionados a locomoção por meio de avaliações quantitativas e 

qualitativas capazes de fornecerem informações sobre uma habilidade motora 

específica (MENDES et al., 2015). Wallace e colaboradores foram um dos primeiros 

pesquisadores que observaram déficits motores progressivos relacionados a idade 

em roedores (WALLACE et al., 1980). Neste estudo, ratos de 6, 12, 18 e 24 meses 

foram testados em plataforma elevada, preensão em um fio horizontal suspenso e o 

teste do rotarod, tarefas essas que exigem um controle coordenado de respostas 

motoras (WALLACE et al., 1980). Outro estudo verificou um desempenho reduzido na 

velocidade e distância percorrida no teste da roda estacionária durante um período de 

4, 6 e 8 meses em um modelo murino da doença de Huntington (HICKEY et al., 2008). 

Para análises específicas da biomecânica da marcha é possível utilizar 

marcadores refletivos nas articulações. Leblond et al (2003) determinaram as 

características e os padrões cinemáticos da marcha de camundongos saudáveis em 

esteira por meio de eletromiografia e análise biomecânica, contendo a duração média 

do ciclo do passo, fase de apoio e fase de balanço. Além disso, no mesmo estudo foi 

investigado o tipo de padrão de marcha adotado por roedores após uma lesão medular 

completa e comparado com os animais saudáveis. Contudo, os métodos cinemáticos 

com o uso de marcadores possuem limitações relacionadas à mobilidade da pele do 

animal, o que eleva muito o erro de aferição (MENDES et al., 2015). Outra alternativa 

frequentemente utilizada para avaliar a caminhada de roedores é a pintura das patas 

– conhecido como “teste da marca das patas”. Neste teste, o padrão de pisada/pegada 

do animal é definido pelas manchas deixadas em folha de papel em branco (CARTER 

et al., 1999). Esses padrões podem ser analisados posteriormente para fornecer 

informações de vários parâmetros estáticos do passo, incluindo comprimento da 

passada, apoio das patas ou extensão da pisada (MENDES et al., 2015). No entanto, 

este teste não fornece parâmetros dinâmicos de locomoção, como a duração das 

etapas do ciclo da marcha ou a coordenação entre membros. Tais parâmetros podem 

ser adquiridos por meio da gravação de vídeos dos roedores enquanto eles caminham 

sobre uma superfície de fácil visualização, transparente, seguida de uma análise 

quadro a quadro do vídeo obtido. Contudo, tal análise fornece apenas parâmetros 

descritivos da marcha cíclica usual em terreno plano e sem desníveis. Portanto, tais 

avaliações não fornecem muitas informações em relação à adaptabilidade da marcha 

(MENDES et al., 2015). 
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Apesar de muitos estudos terem focado na questão biomecânica da marcha 

(DUCHARME et al., 2018; HAWKINS et al., 2017; LANINI et al., 2017), os modelos 

animais têm sido úteis para fornecer insights neurobiológicos entre o comportamento 

e alguns mecanismos celulares e moleculares (MESTRINER et al., 2013; SOLEMAN 

et al., 2010; WEARICK-SILVA et al., 2018; ZHANG et al., 2016). Por exemplo, o TEH 

tem sido usado para avaliar a adaptabilidade da marcha (METZ; WHISHAW, 2002; 

METZ; WHISHAW, 2009) em lesões isquêmicas unilaterais no córtex motor 

(ANTONOW- SCHLORKE et al., 2013; SOLEMAN et al., 2010) lesão medular (GUO 

et al., 2019; SANDNER et al., 2018; ZHANG et al., 2016); depleção dopaminérgica 

induzida por 6-hidroxidopamina (um modelo da doença de Parkinson) (FARAJI et al., 

2007) lesão da substância branca neonatal (UED et al., 2018) e condições 

relacionadas ao estresse (METZ et al., 2015; MEDEIROS et al., 2018; WEARICK-

SILVA et al., 2018). Além disso, Merret, Kirkland e Metz (2010) observaram que 

animais adultos e idosos apresentam todos os comportamentos quantificáveis pelo 

“foot fault score”, diferindo, apenas, quanto à frequência das classes de erros - uma 

vez que os animais mais velhos cometem mais erros em comparação com os adultos. 

Assim, com o uso de modelos murinos, é possível estabelecer relações entre a 

adaptabilidade da marcha e os mecanismos neurológicos adjacentes (WEARICK-

SILVA et al., 2018). 

2.3 Teste da escada horizontal 

O TEH, descrito por Metz e Whishaw em 2002, permite avaliar a caminhada e 

medir especificamente a colocação do membro anterior e posterior do roedor a cada 

ciclo da marcha. Neste teste, os roedores andam espontaneamente do local inicial do 

teste (início da escada) até uma meta pré-estabelecida (final do percurso da escada), 

sendo que o comportamento é filmado para posterior análise. Os animais passam por 

um momento de adaptação ao aparato, porém os espaçamentos entre as traves são 

variáveis e devem ser alternados para impedir que o trajeto seja aprendido e facilite o 

desempenho do animal no teste (METZ; WISHAW 2002; METZ; WISHAW 2009).  

O TEH possibilita avaliar o padrão de caminhada usando medidas de 

coordenação entre os pés, apoio para os pés, cinemática dos membros anteriores e 

posteriores, etapas e ciclos da marcha, velocidade da marcha e a capacidade de 

adaptar a marcha aplicando um escore descrito por Metz, o “foot fault score” 
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(ANTONOW-SCHLORKE et al., 2013; GUO et al., 2019). Este sistema requer apenas 

uma câmera manual e um pesquisador para assistir ao vídeo e qualificar as etapas 

usando uma pontuação padronizada (METZ; WHISHAW, 2002; WEARICK-SILVA et 

al., 2018).Testes utilizando um aparato similar  avaliaram o equilíbrio dinâmico dos 

roedores durante um dado trajeto, porém, se tratando da adaptabilidade da marcha, 

sua forma de análise não é tão eficiente e específica quanto o sistema de pontuação 

desenvolvido por Metz e Whishaw (CUMMINGS et al.,2007). 

O sistema de pontuação que avalia a qualidade da pisada/pegada – o “foot fault 

score” - é uma escala de 7 pontos na qual a qualidade e a adequação do 

posicionamento da pata são julgadas, quadro a quadro, em uma gravação de vídeo 

dos roedores percorrendo uma escada horizontal de 1 metro de comprimento. As 

traves estão dispostas em um padrão que requer do roedor a capacidade de adaptar 

a marcha durante a caminhada para evitar escorregões e quedas (METZ; WHISHAW, 

2002; METZ; WHISHAW, 2009). No entanto, que seja de nosso conhecimento, o TEH 

ainda não foi avaliado quanto à sua reprodutibilidade inter e intra-avaliador, o que gera 

incerteza quanto à confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos. Além 

disso, não existem dados comparando o desempenho entre avaliadores treinados e 

não treinados no foot fault score do TEH. Tendo em vista esta lacuna na literatura, os 

estudos disponíveis tipicamente elegem um único avaliador para o TEH, em uma 

tentativa de minimizar erros de aferição. Ante ao exposto, o presente estudo foi 

elaborado com o intuito de fornecer informações científicas sobre a reprodutibilidade 

do TEH, de modo a contribuir para o avanço dos estudos sobre a adaptabilidade da 

marcha empregando modelos murinos. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Estudar a consistência e a reprodutibilidade do teste da escada horizontal, 

buscando elucidar os seus níveis de confiabilidade. 

3.2 Objetivos Específicos 

- Testar uma adaptação do aparato do Teste da Escada Horizontal para 

camundongos. 

- Avaliar a reprodutibilidade intra- e interavaliador dos escores do TEH em ratos 

e camundongos. 

- Avaliar a consistência dos escores do TEH em ratos e camundongos.  

- Comparar a reprodutibilidade do TEH em ratos e camundongos obtida por 

avaliadores com e sem experiência prévia com o teste.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1 Animais 

Para a realização do presente estudo, empregou-se 40 vídeos de murinos 

adultos saudáveis realizando o teste da escada horizontal. Os vídeos de animais 

controles foram obtidos de um banco de dados do laboratório (20 vídeos de ratos 

Wistar machos e 20 de camundongos C57BL/6 machos), visando substituir o uso 

desnecessário de novos animais para esta pesquisa. Os experimentos originais foram 

realizados no primeiro semestre de 2016 para os ratos e primeiro semestre de 2017 

para os camundongos, os animais foram obtidos do Centro de Modelos Biológicos 

Experimentais (CeMBE) da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul. 

Foram alojados em caixas padrão, conforme rotina do biotério e mantidos com acesso 

livre à água e comida, sob um ciclo de 12 horas claro/escuro, e temperatura entre 22 

e 24°C. Todos os procedimentos estiveram de acordo com Conselho Nacional de 

Controle e Experimentação Animal (Concea) e foram devidamente aprovados pela 

Comissão de Ética para Uso de Animais (CEUA) da PUCRS, sob os números de 

protocolo 15/00442 e 15/00475. 

4.2 Teste da Escada Horizontal  

O Teste da Escada Horizontal é uma ferramenta que permite avaliar e 

classificar a capacidade de adaptação da marcha, com ênfase na função dos 

membros anteriores e posteriores (METZ; WHISHAW, 2009). Os animais são 

colocados no início da escada e, em seguida, atravessam o aparato, adaptando sua 

marcha por meio do apoio das patas nas barras disponíveis, até alcançar sua caixa 

moradia (Figura 1). Antes de serem avaliados, os roedores são expostos a dois trails 

de habituação e treinamento. No primeiro trail todas as barras estão preenchidas em 

um padrão simétrico e no segundo trail a distribuição das barras é assimétrica. 

Durante a execução da tarefa, os roedores foram filmados com uma câmera GoPro 

Hero 4, 12Mp, com uma taxa de aquisição de 240 frames por segundo (FPS), em uma 

vista lateral, permitindo a análise de vídeo post-hoc, quadro a quadro. 
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4.3 Aparato 

O aparato é constituído por paredes laterais de acrílico transparente (100 cm 

de comprimento) e degraus de metal com 3 mm de diâmetro para ratos e 2 mm para 

camundongos, com uma distância mínima de 1 cm entre as barras (para os ratos) e 

0,5 cm (para os camundongos). As paredes de acrílico medem 20 cm de altura e o 

aparato da escada horizontal é elevado 30 cm acima do solo. Caixas moradia padrão 

são posicionadas no início e no final da escada (Figura 1). Destaca-se que a caixa 

padrão inicial serve, apenas, como um suporte para o aparato ficar elevado do chão 

e nivelado – uma vez que o pesquisador coloca o animal diretamente na entrada da 

escada horizontal para iniciar o teste. As dimensões para os ratos foram as mesmas 

estabelecidas por Metz e Whishaw, em 2002 e para camundongos foi adotado o 

padrão Farr et al em 2006. Em relação ao tamanho do animal (rato ou camundongo), 

a largura do espaço no interior da escada foi ajustada visando impedir que o roedor 

se virasse durante o teste, mudando, assim, o sentido de seu deslocamento (METZ; 

WHISHAW, 2002; FARR et al., 2006; WEARICK-SILVA et al., 2018). 

O padrão em que as barras de aço inoxidável são distribuídas ao longo do 

aparato modifica a tarefa e pode aumentar ou reduzir a sua dificuldade. Assim, um 

arranjo regular permite que os animais aprendam a posição das barras durante as 

sessões de treinamento e possam antecipar a previsibilidade de suas posições (traves 

tipicamente espaçadas em intervalos de 1 a 2 cm) (Figura 1, Padrão Simétrico). Já 

nos padrões de distribuição irregular, as barras são modificadas aleatoriamente em 

cada tentativa/trial para impedir que os roedores aprendam a sequência de disposição 

das barras. Tal arranjo é mais útil para a avaliação da capacidade de adaptação da 

marcha. Assim, a distância das traves varia entre 1 e 5 cm para ratos e 0,5 a 2,5 cm 

para camundongos (Figura 1: Padrão Assimétrico) (METZ; WHISHAW, 2002; 

MEDEIROS et al., 2018; WEARICK- SILVA et al., 2018). Todos os vídeos analisados 

neste estudo utilizaram arranjos assimétricos randômicos para a disposição das traves 

do teste. 

4.4 Foot Fault Score 

Para avaliar a colocação dos membros anteriores e posteriores nas traves de 

metal do TEH, o que exige posicionamento preciso e coordenado da pata, passada e 
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coordenação inter-límbica, um escore quantitativo pode ser obtido a partir de uma 

análise qualitativa. O foot fault score foi descrito pela primeira vez por Metz e Whishaw 

em 2002. Tais autores criaram um sistema de pontuação que acompanha passo a 

passo, para cada membro, por meio da análise de gravação de vídeos no modo 

quadro a quadro. O escore usa uma escala de 7 categorias para classificar o 

posicionamento da pata de acordo com a sua posição e os erros cometidos ao colocar 

as patas nas traves do aparato. 

Em relação à pontuação, atribui-se a nota 0 (Total miss) quando o membro 

não toca na trave e resulta em queda. Portanto, neste caso, a queda ocorre quando 

um ou mais membros caem entre as traves e a postura e equilíbrio do animal são 

perdidos. O escore 1 (Deep Slip) é atribuído quando o membro escorrega de uma 

trave, ocorrendo uma queda. O escore (2) (Slight Slip) ocorre quando o membro 

escorrega de uma trave enquanto o animal realiza a descarga de peso corporal sobre 

ela. Contudo, neste caso, o animal organiza o seu equilíbrio e previne a queda 

interrompendo a marcha. Já a pontuação 3 (Replacement) é dada quando, antes de 

realizar a completa descarga de peso do membro em uma dada trave, o roedor levanta 

rapidamente o membro e recoloca a pata em outra trave, fazendo uma recolocação 

da pata. Já na pontuação 4 (Correction), o membro desloca-se em direção de uma 

dada trave, mas altera a direção do movimento para outra trave, antes de ocorrer o 

toque na primeira. O escore 5 (Partial Placement) é dado quando o animal coloca o 

membro em uma trave utilizando-se do punho ou dos dedos do membro anterior ou, 

ainda, o calcanhar ou um dos dedos do membro posterior. Finalmente, o escore 6 

(Correct Placement) é atribuído quando o animal posiciona a porção média do ventre 

palmar ou plantar da pata em uma trave, realizando a descarga do peso corporal 

(METZ, WHISHAW, 2002; METZ; WHISHAW, 2009). 

Neste estudo, foi atribuída uma pontuação para o membro anterior e para o 

membro posterior de forma independente, de acordo com as categorias mostradas na 

Tabela 1. Alguns autores sugerem que apenas uma nota representativa de cada 

passada deve ser dada, considerando o escore mais baixo. Contudo, tal abordagem 

dificulta o estudo dos membros em separado. Para a determinação do escore de 

desempenho, a pontuação atribuída em cada categoria é multiplicada pela sua 

frequência de ocorrências no teste. Na sequência, a pontuação total de cada membro 

é obtida pela soma dos valores obtidos em cada uma das categorias para o membro 
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em questão. Por fim, a soma dos escores do membro anterior e posterior constituem 

a pontuação total do TEH, normalizada pelo número de passos que o animal executou 

durante o teste. O protocolo e os detalhes técnicos para o uso do foot fault score foram 

publicados anteriormente por Metz e Wishaw (2009). 

Neste estudo, avaliamos as seguintes variáveis do TEH quanto à concordância 

Intra e interavaliador: a) tempo total de travessia; b) número de paradas no teste; c) 

tempo total de parada; d) escores de 0 a 6 para o membro anterior; e) escore total 

para o membro anterior; f) escores 0 a 6 para colocação dos membros posteriores; g) 

pontuação total dos membros posteriores e h) pontuação total combinada dos 

membros. 

4.5 Reprodutibilidade Intra e Interavaliadores 

Para avaliar a reprodutibilidade intra e interavaliador, dois pesquisadores 

independentes e alheios à origem do material experimental (chamados avaliador A e 

B) analisaram 20 vídeos de ratos e 20 de camundongos realizando o TEH. Cada 

registro foi analisado duas vezes pelo mesmo avaliador, que não sabia deste fator de 

repetição, totalizando 80 análises para cada um dos avaliadores. Os vídeos foram 

nomeados aleatoriamente por outro pesquisador independente (não envolvido na 

análise dos dados) para reduzir o risco de identificação do material. Assim, cada vídeo 

tinha um código de registro diferente, garantindo uma análise às cegas.  

4.6 Comparação entre avaliador experiente e não experiente 

Dentre os pesquisadores eleitos para realizar a análise dos vídeos, o avaliador 

II já tinha experiência prévia de 2 anos. Já o avaliador I, não tinha experiência prévia 

com o teste e, assim, recebeu um treinamento supervisionado antes da realização das 

análises. Este treinamento consistiu no estudo dos artigos originais de Metz e Wishaw 

de 2002 e 2009 – publicações que versam sobre o teste e a aplicação do foot fault 

score. Além disso, o avaliador I analisou alguns vídeos do teste (não incluídos neste 

estudo) sob a supervisão de um pesquisador experiente, quando teve a oportunidade 

de dirimir dúvidas e discutir detalhes da metodologia de análise empregada. Somente 

após este treinamento supervisionado é que a coleta de dados do presente estudo foi 
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iniciada. Importante, ainda, mencionar que o avaliador I foi orientado à não procurar 

auxílio com outros pesquisadores depois que a fase de coleta de dados foi iniciada.  

4.7 Análise Estatística 

O coeficiente de correlação intraclasse (ICC) e o coeficiente Kappa foram 

empregados para verificar a precisão da concordância intra e interavaliador e a 

consistência na análise dos desfechos estudados. Valores de concordância no ICC 

superiores a 0,75 foram considerados "excelentes"; entre 0,4 e 0,75 "satisfatório" e 

aqueles <0,4 foram considerados "ruins". Quando ocorreram valores ICC negativos 

(diferença entre valores maiores que a variação da amostra), os dados foram 

substituídos por zero, conforme recomendado por Bartko (1976), Shrout e Fleiss 

(1979). Valores de alfa de Cronbach acima de 0,7 foram considerados consistentes. 

O nível de significância p≤0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Dados 

de reprodutibilidade foram expressos como média e intervalo de confiança de 95% 

(IC95%). Cabe destacar que o tamanho amostral de 20 vídeos é suficiente para 

análises de concordância do tipo “teste-reteste”, uma vez que, a partir deste tamanho 

amostral, as médias dos ICCs tendem a permanecer estáveis e sem diferença 

estatisticamente significativa (SANTOS et al., 2018). A análise estatística foi realizada 

no software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 20.0. 
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5 ARTIGO CIENTÍFICO  

Os resultados da presente dissertação serão apresentados na forma de artigo 

científico. O manuscrito em questão foi submetido ao periódico “Journal of the 

Experimental Analysis of Behavior”, classificado A2, conforme os critérios do novo 

Qualis-CAPES.  

 

5.1 Comprovante da submissão 
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5.2 Artigo Científico 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Table 1 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A análise da marcha em modelos murinos é útil para entender mudanças 

comportamentais, bem como compreender os diferentes aspectos da neurobiologia 

da caminhada normal e patológica em níveis celular e molecular (JACOBS; 

KLOEFKORN; ALLEN, 2014; LAKES; ALLEN, 2016; MEDEIROS et al., 2018; 

WEARICK-SILVA et al., 2018). Atualmente, a capacidade de adaptação da 

caminhada/locomoção pode ser mensurada de diferentes formas, existindo diversos 

recursos tecnológicos para tal, tais como sistemas de câmeras optoeletrônicas, 

plataformas de força, sensores inerciais e filmadoras, sendo possível realizar uma 

análise dos parâmetros espaço-temporais por meio de diferentes técnicas - desde 

uma pontuação observacional até um sistema mais complexo e personalizado 

(LAKES; ALLEN, 2016). 

Contudo, em roedores, muitas destas tecnologias ainda não são facilmente 

aplicáveis ou acessíveis. Deste modo, o TEH é uma excelente ferramenta para inferir 

sobre a adaptabilidade da marcha em murinos, com pouca necessidade de manuseio 

dos animais e interferência do pesquisador em comparação com os métodos 

biomecânicos tradicionais. Assim, a análise cinemática qualitativa ainda é largamente 

empregada na maioria dos estudos com modelos murinos. Entretanto, a 

sistematização deste processo observacional é necessária, com a conversão das 

observações qualitativas em dados quantitativos. Assim, sem este recurso 

metodológico, provavelmente seriamos incapazes de detectar compensações ou 

adaptações sutis durante a locomoção (METZ; WISHAW 2002; METZ; WISHAW, 

2009; FERLAND et al., 2011; JACOBS; KLOEFKORN; ALLEN, 2014; LAKES; ALLEN, 

2016).  

Em 2002 os pesquisadores canadenses Gerlinde Metz e Ian Wishaw 

desenvolveram o TEH como uma alternativa para quantificar a habilidade da marcha 

de roedores. Nesta publicação, os autores descrevem o teste e demonstram que ele 

é capaz de identificar diferenças nos escores obtidos por animais lesados e controles. 

Ainda, os mesmos autores demonstraram que o teste detecta diferenças entre animais 

adultos e idosos (MERRETT; KIRKLAND; METZ, 2010), bem como é capaz de 

diferenciar animais estressados de controles (METZ; JADAVJI; SMITH, 2005), o que 

foi corroborado em estudos prévios (MEDEIROS et al., 2018; WEARICK- SILVA et al., 
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2018). Atualmente, o teste permanece relevante para o estudo da 

habilidade/capacidade de adaptação da marcha de roedores.  

Embora o TEH permita que os pesquisadores verifiquem a colocação das patas 

e o posicionamento dos dígitos nas barras durante a locomoção (METZ; WISHAW, 

2002, MESTRINER et al., 2015), bem como observar e quantificar a tomada de 

decisão e correção de movimentos do animal durante a caminhada - características 

estas que são importantes para investigar sobre a neurobiologia da adaptabilidade da 

marcha (MEDEIROS et al., 2018; WEARICK-SILVA, et al., 2018), o escore de 

desempenho do teste ainda não tinha sido avaliado quanto à sua reprodutibilidade e 

consistência, por diferentes avaliadores. Desta maneira, o resultado deste estudo 

demonstrou que o TEH é consistente para análises feitas por avaliadores com ou sem 

experiência prévia com o teste, desde que sejam devidamente treinados. 

Ante ao exposto nesta dissertação, acreditamos que o trabalho realizado possa 

contribuir sobremaneira para a área da neurociência do controle cognitivo-motor (mais 

conhecida como controle motor), confirmando a utilidade científica do TEH. A partir da 

utilização do teste, poder-se-á seguir na busca das relações entre a adaptabilidade da 

marcha em roedores e seus construtos neurobiológicos subjacentes. 

 

7 CONCLUSÃO 

Concluímos que o escore de pontos do TEH é uma ferramenta útil, consistente 

e reprodutível para estudar a adaptabilidade da marcha em roedores. Além disso, 

avaliadores experientes e inexperientes podem obter resultados confiáveis, desde que 

treinados previamente sob supervisão. Essas descobertas são importantes para 

pesquisadores que trabalham no campo da neurociência e do controle motor, com 

impacto na comparabilidade dos resultados com o TEH obtidos em todo o mundo. 
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ANEXOS 

ANEXO 1- APROVAÇÕES DAS COMISSÕES CIENTÍFICAS PARA OS 

PROJETOS ORIGINAIS 
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Nota: Por se tratar de uma análise secundária de dados (vídeos) dos projetos originais mencionados, 
não há exigência legal de nova apresentação de projeto ao CEUA-PUCRS. Além disso, fomos 
informados pela Diretoria de Pesquisa que não cabe às Comissões Científicas avaliar mérito científico 
de trabalhos a posteori. Portanto, como o trabalho já foi feito, sem ferir a legislação nacional vigente, 
os resultados da presente investigação não precisam ser reavaliados pela Comissão Científica. 
Entretanto, os dados obtidos devem ser relacionados como um resultado derivado dos projetos 
originais, que estão devidamente avaliados e registrados no SIPESQ.    
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ANEXO 2- APROVAÇÕES DO CEUA 
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ANEXO 3- COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO 
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