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Resumo

As lesdes nervosas periféricas (LNP) ndo apresentam clinicamente um risco de morte
ao individuo, porém podem resultar em distarbios motores e sensoriais alterando a
funcionalidade do membro afetado. A fototerapia utilizando laser de baixa poténcia
(LBP) tem demonstrado efeitos positivos para o processo de reparo nervoso e muscular
apos diferentes tipos de lesdo e pouco se conhece a respeito dos efeitos da terapia com
diodo emissor de luz (LED, do inglés light emitting diode). Objetivo: Analisar os efeitos
do LED sobre o reparo nervoso e muscular de ratos Wistar pos lesao por esmagamento
do nervo ciético. Metodologia: foram utilizados 85 ratos Wistar, pesando 200-250g, em
5 grupos: Controle: sem nenhum procedimento; Lesdo: realizado apenas o
esmagamento do Nervo Ciatico Esquerdo (NCE); Lesdo+LEDn: esmagamento do NCE
e irradiacao LED na area correspondente a leséo nervosa; Lesdo+LEDm: esmagamento
do NCE e LED no musculo Tibial Anterior; Lesdo+LEDnm: esmagamento do NCE e
irradiacdo LED na area correspondente a leséo nervosa e musculo. A aplicacdo do LED
em regido nervosa foi realizada com os seguintes parametros: comprimento de onda de
808nm, area do feixe 1cm?, poténcia média 40Mw, densidade de poténcia 0.04W/ cm?,
densidade de energia 0.8 J/cm?, energia por ponto 0.8J, total de pontos 4, tempo por
ponto 20seg, tempo total 80seg, energia por ponto 3.2J e em regido muscular foi
utilizado comprimento de onda de 808nm, area do feixe 1cm?, poténcia média 40Mw,
densidade de poténcia 0.04W/ cm?, densidade de energia 0.4 J/cm?, energia por ponto
0.4J, total de pontos 8, tempo por ponto 10seg, tempo total 80seg, energia por ponto
3.2J. Ao término dos periodos experimentais, foi realizada a analise de marcha
utilizando o indice Funcional Ciatico (IFC), bem como a analise da hiperalgesia
mecéanica através do teste de von Frey utilizando o analgesimetro de pressdo com
transdutor. Ap@s a eutanasia dos animais os musculos Tibial Anterior direito e esquerdo
foram removidos e pesados em uma balanca semi-analitica para determinacao do grau
de atrofia muscular sendo calculada a relacdo de massa muscular. Resultado: Apés a
realizacdo do IFC, no periodo de 7 dias, todos os grupos tratados com LED
apresentaram uma melhora da marcha em relag&o ao grupo Lesé&o. O grupo LEDn foi o
gue apresentou o melhor resultado comparado ao grupo controle. Apos 14 dias, o grupo
LEDn e LEDnm apresentaram valores semelhantes ao grupo controle. Ja em rela¢éo ao
indice de atrofia muscular, no periodo de 7 dias, todos os grupos tratados com LED
demonstraram uma diminui¢c&o do indice em relacdo ao grupo Controle. Em 14 dias, os
grupos LED demonstraram um aumento em relagéo ao grupo Lesdo. Em 21 e 28 dias,
0s grupos lesionados demonstraram uma diminuicdo em relacdo ao grupo Controle.
Apenas o grupo LEDnm apresentou uma diminuicdo em relagdo ao grupo Lesdo. No
que diz respeito a hiperalgesia mecanica, os resultados obtidos demonstraram que em
7 dias, o grupo LEDn foi o que apresentou o melhor resultado comparado ao grupo
controle. Em 14 dias, os grupos LEDn e LEDm apresentaram um aumento no limiar
sendo necessario uma pressao maior para promover uma resposta algica comparados
ao grupo controle, tornando-os mais resistentes aos estimulos. Em 28 dias todos os
grupos lesionados e tratados apresentaram um aumento da hiperalgesia em relacéo ao
grupo controle. Conclusao: O LED aumentou a funcionalidade da marcha avaliada pelo
IFC apés 1 e 2 semanas pos LNP, especialmente quando foi usado na regido nervosa
associada ou ndo a regido muscular, induziu um aumento na massa muscular em
relacdo aos animais que ndo receberam tratamento no periodo de 2 semanas pos LNP
e proporcionou um aumento no limiar algico comparado ao grupo controle no periodo
de 2 semanas pds LNP, sendo necessério um estimulo nociceptivo de maior intensidade
para gerar o estimulo doloroso indicando uma melhor recuperagao.

Palavras-chave: lesao nervosa periférica; LED; regeneracao nervosa e muscular, nervo
ciatico



Abstract

Peripheral nerve lesions (LNP) do not clinically present a risk of death to the individual
but may result in motor and sensory disturbances altering the function of the affected
limb. Phototherapy using low level laser has demonstrated positive effects for the
nervous and muscle repair process after different types of injury and little is known about
the effects of light emitting diode (LED) therapy. Objective: To analyze the effects of
LED on the nervous and muscular repair of Wistar rats after sciatic nerve crush injury.
Methodology: 85 Wistar rats, weighing 200-250g, in 5 groups: Control: without any
procedure; Injury: carried out only the crushing of the Left Sciatic Nerve (LSN); Injury +
LEDn: LSN crushing and LED irradiation in the area corresponding to the nerve injury;
Injury + LEDmm: LSN and LED crushing in Tibial Anterior muscle; Injury + LEDn +
LEDmm: NSE crushing and LED irradiation in the area corresponding to nerve injury and
muscle. The application of the LED in the nervous region was performed with the
following parameters: wavelength of 808nm, beam area 1 cm?, average power 40Mw,
power density 0.04 W/cm?, energy density 0.8 J/cm?, energy per point 0.8J , total of
points 4, time per point 20sec, total time 80sec, energy per point 3.2J and in muscle
region was used wavelength of 808nm, beam area 1 cm?, average power 40Mw, power
density 0.04 W/ cm?, density of energy 0.4 J/ cm?, energy per point 0.4J, total of points
8, time per point 10sec, total time 80sec, energy per point 3.2J. At the end of the
experimental periods, the gait analysis and the mechanical hyperalgesia test were
performed. At the end of the experimental periods, gait analysis was performed using
the Sciatic Function Index (IFC), as well as the analysis of mechanical hyperalgesia
using the von Frey test using the pressure analgesimeter with transducer. After the
euthanasia of the animals, the tibial muscles, left and right, were removed and weighed
in a semi-analytical balance to determine the degree of muscular atrophy and the muscle
mass ratio was calculated. Result: After the IFC, within 7 days, all groups treated with
LED showed an improvement in gait compared to the lesion group. The group LEDn was
the one that presented the best result compared to the control group. After 14 days, the
group LEDn and LEDnm presented similar values to the control group. Regarding the
muscular atrophy index, in the 7-day period, all the groups treated with LED showed a
decrease of the index in relation to the Control group. In 14 days, the LED groups showed
an increase in relation to the Injury group. At 21 and 28 days, the injured groups showed
a decrease in relation to the Control group. Only the LEDnm group showed a decrease
compared to the Injury group. Regarding mechanical hyperalgesia, the results showed
that in 7 days, the LEDn group was the one that presented the best result compared to
the control group. At 14 days, the LEDn and LEDm groups showed an increase in the
threshold, requiring a greater pressure to promote an allergic response compared to the
control group, making them more resistant to the stimuli. At 28 days, all lesioned and
treated groups showed an increase in hyperalgesia in relation to the control group.
Conclusion: We can conclude that LED increased gait functionality assessed by IFC
after 1 and 2 weeks post LNP, especially when it was used in the nerve region associated
or not to the muscle region, induced an increase in muscle mass in relation to the animals
that did not receive treatment in the period of 2 weeks post LNP and in the 2 week period
post LNP provided an increase in the pain threshold compared to the control group,
requiring a nociceptive stimulus of greater intensity to generate the pain stimulus
indicating a better recovery.

Keywords: peripheral nerve injury; LED; nerve and muscle regeneration, sciatic nerve
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1. Contextualizacao

A lesdo nervosa periférica (LNP) € um importante problema médico causado por
acidentes com veiculos automotores, trauma penetrante apds incidentes com arma de
fogo ou arma branca e por esmagamento ou estiramento do tecido nervoso apés
guedas, resultando em perda de controle neural nos segmentos desnervados do corpo,
e deficiéncias graves para os pacientes. (KOUYOUMDJIAN, 2006; SOUZA et al., 2010).

No Brasil, ndo hé estatisticas confiaveis acerca do numero de pacientes vitimas
das les@es neuroldgicas pos-trauméticas. Estima-se em 500.000, por ano, o0 nimero de
novos casos nos Estados Unidos, cujo custo de tratamento hospitalar varia de 15.000 a
60.000 dolares por paciente. (SOUZA et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2004)

Existe um consenso sobre a classificacdo das lesfes nervosas em trés classes
(ou tipos, ou graus). Lesdes leves afetam a bainha de mielina, lesbes mais graves
afetam o axonio, e as mais severas, o tecido conjuntivo (PARKER, 2002).

De acordo com essa classificagdo, Seddon (1975) descreve as lesdes sendo a
neuropraxia uma leséo leve com perda motora e sensitiva, sem alteracdo estrutural;
axoniotmese € comumente vista em lesdes por esmagamento ocorrendo perda de
continuidade axonal e subsequente degeneracéo Walleriana do segmento distal (nesse
tipo de lesé@o ndo ocorre perda de célula de Schwann, e a recuperagéo ira depender do
grau de desorganizacao do nervo e também da distancia do 6rgéo terminal); neurotmese
como separacdo completa do nervo, com desorganiza¢do do axdnio causada por uma
fibrose tecidual com consequente interrupcdo do crescimento axonal. (SIQUEIRA,
2007).

O comprometimento na transmissdo dos impulsos nervosos é uma das
consequéncias desse tipo de lesdo nervosa, que conduz a diversas alteragcdes no
sistema muscular, tais como atrofia muscular, proliferagdo do tecido conjuntivo (TC),
mudancas na excitabilidade muscular e modificacdes nas células satélites.
(CAVALCANTE, 2012)

As lesbes de nervos periféricos resultam em déficits na transmissdo dos
impulsos nervosos e podem resultar em comprometimentos motores, sensoriais e
autonémicos (MACHADO, 1998; MONTE-RASO et al., 2006). Os pacientes
frequentemente queixam-se de dor, de diversa natureza e intensidade, sendo para
muitos o sintoma mais significativo da lesdo (MURRAY, 2005).

Na atrofia muscular hd um aumento da concentracao de calcineurina, sendo esta

uma proteina ativada pelo aumento da concentracdo de calcio. A ativacdo de
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calcineurina altera o padréo de fenoétipo de fibras musculares para fibras de fen6tipo
mais lento (ZHANG et al., 2007). Além disso, h4 uma alteragdo na concentracdo de
miostatina, que é um fator regulador negativo de crescimento musculas. (BAUMANN et
al., 2003). A miostatina inibe a ativacdo e diferenciacdo das células satélites em
mioblastos e dos mioblastos em miotubos através da regulacdo negativa dos fatores
regulatérios miogénicos (MRFs), como MyoD e miogenina (RODRIGUEZ et al., 2014).

Muitos modelos experimentais tém sido utilizados para adquirir conhecimentos
sobre a regeneracdo nervosa e muscular e desenvolver estratégias para promover a
recuperacéo (RODRIGUEZ et al., 2004). O esmagamento, modelo utilizado na presente
proposta, possui como caracteristica a vantagem de ndo envolver as variaveis
introduzidas na lesé@o por seccéo seguida de sutura. De fato, na lesdo por esmagamento
controlado h4 manutengdo, ao menos em parte, da estrutura do nervo, o que facilita a
regeneragdo, além de ndo haver necessidade de realizar a sutura, que requer
treinamento prévio com as técnicas microcirdrgicas, além de instrumental e material
adequados, em geral de alto custo. (MONTE-RASO, 2009)

De Medinaceli et al 1982, concluiram que uma lesdo provocada por
esmagamento € uma modalidade Gtil para o estudo de regeneracdo dos nervos
periféricos, pois ela mimetiza um tipo de axoniotmese, na qual os danos séo suficientes
para romper o axonio, levando a degeneracao Walleriana distal, mas o prognéstico de
recuperacao funcional é bom, devido a preservacao das estruturas de sustentacao,
como a célula satélite, a membrana basal e o tecido conectivo de suporte.

O nervo ciético de ratos € um modelo confiavel para estudar diferentes tipos de
lesdo e métodos de tratamento e o modelo de lesdo por esmagamento € um dos mais
utilizados uma vez que causa ruptura das fibras nervosas sem ruptura da maior parte
das estruturas de sustentacdo do nervo, o que facilita a regeneragdo subsequente a
lesdo. (MONTE-RASO et al., 2009) Em humanos o nervo ciatico se origina de L4-S3 e
em ratos sua origem esta situada em L4-L6 (BRUNNER et al., 1980; SWETT et al.,
1986), sendo os principais ramos similares: tibial, fibular comum e nervo sural.
(PRODANOV, 2006) Sabendo se de sua localizagdo anatdmica e suas ramificacdes

pode se realizar uma lesdo de maneira padronizada e reprodutivel.

Figura 1: Demonstracao esquematica da localizagdo anatdmica do nervo ciatico de ratos, sua
origem e ramificacdes. 1: n. pudendo, 2: n. gldteo cranial, 3: n. gliteo caudal, 4: n. ciatico, 5: n.
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sural, 6: n. fibular comum, 7: n. cut. sural med., 8: n. gastrocnémicos lat., 9: n. gastrocnémio
med., 10: n. fibular superficial, 11: n. fibular profundo, 12: n. tibial (adaptado de Hebel e
Stromberg, 1986).

A perda funcional pode ser recuperada se 0s axoOnios lesados crescerem,
alcangarem o coto distal e restabelecerem conexdes funcionais com o alvo muscular
apropriado. Isso representa o principal objetivo dos métodos que visam a auxiliar a
regeneragado nervosa periférica: assegurar o retorno mais eficaz possivel dos niveis
funcionais existentes anteriormente a lesdo. Atualmente, tem-se dado atencdo ao
desenvolvimento de abordagens nao cirlrgicas para auxiliar o retorno funcional apés a
LNP. (POSSAMAI, 2012)

Clinicamente, as lesdes ou doengas do nervo ciatico se manifestam com dor de
intensidade variavel na regido lombar baixa, com irradiacdo para a regido glitea e para
a regido posterior do membro inferior ipsilateral. Alteracdes de sensibilidade e/ou déficits
motores podem estar associadas. (AGONOLLITTO, 2017)

Dada a importancia do tempo na recuperacao funcional apos uma lesdo nervosa
periférica, diferentes estudos tém sido conduzidos para melhor obter ou acelerar a
recuperacao do nervo periférico lesado, além de se evitar desajustes no cortex cerebral.
(SIQUEIRA, 2007)

Estudos na literatura demonstram que a fototerapia tem sido utilizada como
ferramenta para modulagéo do processo de reparo pés LNPs. Dentre 0s recursos mais
utilizados destaca-se a terapia laser de baixa poténcia e mais recentemente a terapia
com diodo emissor de luz (LED).

A terapia por diodo emissor de luz (LEDT, do inglés Light emitting diode therapy)
€ uma forma de fototerapia que utiliza como fonte de irradiagdo os LEDs (VINCK, E. et
al., 2005). LEDs sao diodos semicondutores (juncdo P-N) que quando energizados
emitem luz (SCHUBERT, 2006)

Com a introducdo dos diodos emissores de luz (LED) no mercado, muitos
trabalhos surgiram em importantes bases de dados, demonstrando resultados
promissores desta nova modalidade terapéutica (YEH, WU, CHENG, 2010). Resultados
estes que suscitaram interesse para a realizacdo do presente estudo utilizando o LED
como recurso fisico pelas vantagens desta fonte de luz que incluem baixo custo e facil
manipulacdo. Alguns estudos demonstram que a irradiagdo com luz ndo coerente
provou ser mais rentavel e pode ser téo eficiente quanto a irradiagéo laser (CASALECHI
et al., 2009; CORAZZA et al., 2007).

Alguns estudos demonstram resultados satisfatorios do uso do LED em
experimentacdo animal, tais como na cicatrizagcdo de feridas (WHELAN et al., 2001),
modulagéo da dor (WHELAN et al., 2003) e neovascularizagcdo (CORAZZA et al., 2007),
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induz uma reducdo significativa na inflamagéo, um aumento nas fibras musculares
imaturas, uma diminuigdo na actividade de MMP-2 e um aumento em fibras de colageno
durante o processo de reparagdo apdés uma lesdo aguda do musculo (MELO et al.,
2016). Resultados positivos também s&o encontrados em humanos, tais como no
rejuvenescimento de pele (LEE et al., 2007; TRELLES et al., 2006), alivio de desordens
do sono e estresse (GLICKMAN et al., 2006), tratamento de acnes (PAPAGEORGIOU,
KATSAMBAS, CHU, 2000) e mucosites (LANG-BICUDO et al., 2008).

Algumas diferencas importantes entre os aparelhos de LASER e LED podem ser
citadas como: no LED encontramos aparelhagem menor; possuem longa vida util; séo
confidveis e requerem pouca energia; produzem feixe de luz incoerente, divergente com
grande gama de comprimentos de onda; podem ser feitos para produzir multiplos
comprimentos de onda, estimulando uma ampla gama de tecidos; apresentam resposta
rapida; pequeno custo; possui intensidade de geracdo de luz € menor; e por fim as
sondas dos aparelhos de LED podem cobrir uma area de tratamento mais extensa. Ja
o Laser possui amplificagdo da Luz por emissdo estimulada de radiagdo; sdo maiores
em tamanho, com vida mais longa, porém necessitam de mais energia; produzem feixe
de luz monocromatica, coerente e colimada; os aparelhos de Laser sdo em geral
produzidos com um comprimento de onda; resposta € ainda mais rapida; possuem alto
custo; sua intensidade de geracao de luz é maior e por fim as sondas dos aparelhos de
Laser cobrem uma pequena area de tratamento (SCHUBERT, 2006 apud SILVA,
2011).

Os LEDs séo semicondutores que convertem corrente elétrica em um espectro
luminoso ndo coerente. A luz emitida vai do comprimento de onda do ultravioleta ao
visivel e ao infravermelho, que vai dos 247 aos 1300 nan6metros (nm). As cores mais
usadas sdo: Azul (400-470nm), Verde (470-550nm), Vermelho (630-700nm),
Infravermelho (700-1200nm). Uma diferenca significante entre lasers e LEDs é o modo
como a energia luminosa é liberada. (DOURADO, 2011)

O LED dispersa a luz por uma superficie maior comparada com o laser e pode
ser usada onde grandes areas séo indicadas ao tratamento, resultando em redug&o no
tempo de tratamento. Segundo o0s parametros utilizados, os efeitos biol6gicos
dependem de: comprimento de onda, dose (fluéncia), intensidade (densidade de
poténcia), tempo de irradia¢cdo, modo continuo ou pulsado da onda, e padrbes de pulso,
por exemplo. Clinicamente, fatores como frequéncia, intervalo entre os tratamentos e
namero total de tratamentos séo considerados. Quanto a seguranca, o LED é seguro,
nao é térmico, nem toxico e invasivo, e ndo ha relato na literatura de efeitos colaterais.
(BAROLET, 2008)
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Com a utilizacao da terapia LED, ha o incremento da adenosina trifosfato (ATP),
aumento na sintese proteica, estimulagdo para neoangiogénese, contribuicao
nutricional, que esta associada ao aumento da atividade mitética e resultando numa
facilitagdo para a multiplicacdo celular e formacgéo de novos tecidos e vasos. O LED
entdo surgiu como uma inovagao por ser portétil e de facil aplicacéo e ter maior vida util
em relacé@o as outras modalidades de fototerapia, como o laser. (MOURA, 2015)

O custo de um equipamento de laser comparado a o diodo emissor de luz (LED)
€ maior, o que dificulta o0 acesso, no caso de pessoas com baixa condicdo econdmica.
Sendo a coeréncia uma das caracteristicas que diferencia o laser do LED, este ultimo é
considerado uma alternativa ao tratamento a laser de baixa intensidade. (DOURADO,
2011)
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Justificativa

O estabelecimento de forma segura e controlada de protocolos em modelos
experimentais que permitam otimizar o reparo muscular e nervoso apos LNP e o
entendimento dos mecanismos envolvidos contribuird de forma impar para os avangos
da reabilitacdo nesta area e sera o ponto de partida para que futuros ensaios clinicos
possam ser delineados e conduzidos com maior segurancga. Dessa forma, este estudo
visa investigar os efeitos terapéuticos (morfolégicos e funcionais) do LED quando
aplicado tanto no tecido muscular quanto nervoso, uma vez que ja foi demonstrado na
literatura os efeitos positivos deste recurso em cada tecido separadamente, contudo a
associacao da aplicagédo deste recurso em ambos tecidos de forma a otimizar o efeito

ainda nao foi avaliada.
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2. Objetivo

2.1Geral

Analisar os efeitos do LED sobre o reparo neuromuscular de ratos Wistar pés

lesdo por esmagamento do nervo ciatico.

2.2Especifico

Avaliar os efeitos do LED em ratos Wistar pés lesé@o por esmagamento do nervo

ciatico no que se refere a:

v
v

Grau de atrofia muscular

Aspectos funcionais, incluindo a analise do indice Funcional do Ciatico e
hiperalgesia mecanica.

Avaliar comparativamente as diferencas nestes aspectos dependendo da

regido que recebeu tratamento (nervo, musculo ou ambos)
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3. Material e Métodos

3.1Local

O estudo foi realizado no laboratério de pesquisa do curso de Mestrado e
Doutorado em Ciéncias da Reabilitacdo, localizado na Unidade Vergueiro, 3° subsolo,
da Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

3.2Animais

Foram utilizados 85 ratos da linhagem Wistar, pesando entre 200-250g
mantidos no biotério da Universidade Nove de Julho (UNINOVE). Os animais foram
mantidos em caixas plasticas apropriadas, temperatura ambiente entre 22° - 27°C e
luminosidade controlada com ciclo de 12 horas (claro/escuro), com comida e agua ad
libitum.

O projeto foi aprovado pelo CEUA — UNINOVE n°AN009.2016.

Grupos experimentais
Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos:

e Grupo Controle: os animais ndo foram submetidos a henhum procedimento
(n=5);

e Grupo Lesdo: realizado apenas o esmagamento do NIE dos animais (n=20)
sem nenhum tipo de tratamento;

e Grupo Leséo+LEDn: realizado o esmagamento do NIE dos animais e estes
receberam tratamento com irradiagdo LED na area correspondente a leséo
nervosa (n=20);

e Grupo Lesdo+LEDm: realizado o esmagamento do NIE dos animais e estes
receberam tratamento com irradiagdo LED no musculo (n=20);

e Grupo Lesdo+LEDnm: realizado o esmagamento do NIE dos animais do grupo
e estes receberam tratamento com irradiacdo LED na area correspondente a
lesdo nervosa e também no musculo (n=20);

Os animais foram eutanasiados em 7, 14, 21 e 28 dias de pds-operatério (cinco
animais por periodo), justificando assim o nimero de 20 animais por grupo. A leséo foi
realizada somente no lado esquerdo, pois o lado direito foi utilizado como controle

interno no indice de massa muscular, inviabilizando a bilateralidade da lesao.
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Fluxograma da Metodologia do Estudo

Grupos
Experimentais

]
| | | | |
61 62 a3 [ G5
Grupo Controle Grupo Lesdo Grupo LEDn Grupo LEDm Grupo LEDam
(N=5) {N=20) (N=20) (N=20) (N=20)
|
Periodo de analise: 7, 14, 21 e 28 dias de pés-operatorio

1
|

Muscular

|
Avaliagdo do
grau de atrofia Avaliacdo
muscular Funcional

Relagdo D/E J indice Funcional Hiperalgesia
do Ciatico Mecanica

3.3 Procedimento cirurgico

O procedimento de esmagamento do nervo ciatico foi realizado conforme
descrito por Salgado et al. (2011) e Belchior et al. (2009). ApGs os animais terem sido
anestesiados com injecao intraperitonial utilizando-se uma mistura de ketamina 10%
(100 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (10 mg/Kg de peso do animal). Para
aplicacdo da anestesia foi utilizada seringas da marca BD 100 Unidades com Agulha
BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7
mm, calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado.

Os animais foram tricotomizados, posicionados em decubito lateral direito e
limpos com uma solucéo de clorexidina 2% na face posterior da coxa. Foi realizada uma
incisdo cuténea retilinea paralela ao isquio e o nervo ciético foi isolado das demais
estruturas, sendo realizado o esmagamento utilizando uma pin¢a hemostatica com trava
(Rhosse Instrumentos e Equipamentos Cirargicos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) 5mm
acima da ramificacdo por meio de uma compressdo com duracdo de 30s cada
exercendo uma presséao de 6.3MPa (Salgado et al. 2011; Belchior et al. 2009). Este
procedimento foi realizado pelo mesmo operador em todos 0s animais. Em seguida foi
realizada a sutura das areas incisadas utilizando-se fio de poliamida (Mononylon 6/0) e

os animais foram mantidos em sala de observacdo em mantas agquecidas.
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Figura 2: Demonstracdo do local de lesdo do nervo ciatico (adaptado de Hebel e Stromberg,
1986).

Figura 3: Demonstracéo do local de leséo do nervo

Este modelo é de facil execucdo e alta reprodutibilidade exigindo o minimo de
conhecimento de técnica microcirargica e de instrumental e com reduzido custo de
material. (BOCCABELLA et al., 1964)

Nos quatro primeiros dias de pés-operatério, cloridrato de tramadol (5mg/kg de
peso animal) e dipirona (50mg/kg peso animal) foram administrados por via subcutanea
de 8/8h para analgesia e uma dose Unica de oxitetracicina dihidratada subcutanea
(0,1mL/kg, Terramicina LA, Pfizer Inc, Guarulhos, SP) foi administrada para profilaxia
de complica¢des secundarias a possiveis infecgdes (SILVA-COUTO et al. 2012).
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3.4Irradiacdo com LED

A irradiagdo com LED foi realizada com base nos parédmetros descritos
anteriormente por Melo et al. (2016) sendo utilizado um protétipo de diodo emissor de
luz (LED) desenvolvido pelo professor Alessandro Melo Deana da UNINOVE. Os

parametros utilizados estdo descritos no quadro 1.

|Local de irradiagdo Muscular Nervoso
|{Comprimento de onda (808 nm 208 nm
|Area do feixe 1cm? 1em?
|Poténcia média 40 mW 40 mW
|Densidade de poténcia |0.04 W/em? 0.04 Wiem?
[Densidade de energia 0.4 Jiem® 0.8 Jiem®
|Energia por ponto 0.4 0.8
Total de pontos 8 pontos 4 pontos
Tempo por ponto 10s 20s
Tempo total 80s 80s
Energia total 3.2J 3.2)

Quadro 1: Paradmetros utilizados para o tratamento com LED

Figura 4: Demonstracéo dos diferentes grupos de estudo e locais de aplicagédo do LED, sendo
0s pontos amarelos indicativos da irradiagdo no musculo e pontos brancos na regido da lesdo
nervosa. A- Grupo Controle; B- Grupo Lesdo; C- Lesdo+LEDn; D- Lesdo+LEDnm; E-
Les&o+LEDm.

Para evitar refracdo do feixe do LED foi utilizado para aplica¢éo o angulo de 90

graus entre o emissor e a pele do animal.
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Nos grupos com irradiacdo LED pos lesdo o tratamento foi iniciado 2h apés a
realizacdo do procedimento, sendo realizada uma Unica aplicacado diaria por 5 dias
consecutivos semanalmente em cada grupo experimental até a finalizacdo do periodo
experimental de cada grupo. Foi utilizada a técnica pontual diretamente sobre a regido
da incisdo (nos grupos com irradiacdo na area correspondente a lesédo nervosa).

Nos grupos que receberam o tratamento também no musculo, a irradiagéo foi

realizada diretamente no musculo tibial anterior em 8 pontos (ROCHKIND, 2013).

3.5Eutanasia

Todos os animais foram eutanasiados com superdose anestésica a base de
ketamina 10% (300 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (30 mg/Kg de peso do
animal) administrado via intraperitoneal. Para aplicacdo foram utilizadas seringas da
marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a agulha
Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado.

O tecido nervoso correspondente a area de lesdo (NIE) foi retirado para futura
analise histoldgica e os musculos TA foram removidos e pesados para analise da massa
muscular e o TAE foi seccionado transversalmente, a porgéo inferior sera futuramente

utilizada para analises histoldgica e de colageno.

3.6 Analise funcional da marcha

A anélise funcional de marcha foi realizada utilizando o indice Funcional Ciatico
(IFC) (De Medicaneli, Freed e Wyatt, 1982), descrito anteriormente por Bain 1989, sendo
obtidas impressoées digitais dos animais pelo método de Lowdon 1988.

Para este procedimento folhas de papel sulfite foram mergulhadas em solugéo
de azul de bromofenol (1%), para depois de secas ficarem na cor laranja. Foram
utilizadas tiras de papel sulfite com 43cmx8,7cm (as dimensdes da passarela). Para
obtencdo das pegadas, as patas foram embebidas em detergente de uso comum,
deixando a cor azul impressa nas tiras de sulfite.

Os animais aprenderam a caminhar na passarela antes do procedimento
cirtrgico, o dispositivo foi confeccionado seguindo o método de DE MEDICANELI et al.

(1982) fechada nas laterais, contendo uma casinhola no final (figura 5).
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Figura 5: Vista isométrica e vista superior do modelo da passarela utilizado para o IFC
(desenhado com o SketchUp make, versao 15.3.331, 2015, Trimble Navigation Limited).

As impressbes das patas foram digitalizadas e analisadas os parametros
sugeridos por Bain et al. (1989), conforme figura 7: comprimento da pegada (PL, ou print
legth), abertura total dos dedos (do 1° ao 5° dedo — TS ou total spread of toes), a abertura
dos dedos intermediarios (do 2° ao 4° dedo (IT ou intermediate toes) e a distancia ao pé

oposto (TOF ou to other foot).

Injury

Figura 6: Representagéo dos parametros obtidos para calculo do IFC, da esquerda para a direita
estdo representadas as patas do nervo lesionado e normal. Exemplo da imagem obtida apés o
teste.

O IFC foi calculado a partir da férmula:

EPL — NPL ETS — NTS EIT — NIT
—) 109,5 (—) 13,3 (—) - 838

=— X
IFe 38,3 ( NPL NTS NIT

Sendo:

E: experimental

N: normal

TOF: distancia entre as patas

PL: comprimento da pata

TS: distancia entre 0 1° e 0 5° dedo
IT: distancia entre o 2° e 4° dedo
IFC: indice Funcional do Ciatico



23

Os resultados préximos de zero correspondem a fungéo normal, quanto maior a
negatividade do resultado, maior a disfuncdo, sendo o valor maximo -100 que
representaria a maior disfuncéo (BAIN et al. 1989).

3.7Analise da hiperalgesia mecéanica (Teste de von Frey)

O teste de von Frey foi realizado para avaliar a hiperalgesia mecéanica, sendo
realizada de acordo com o descrito por TAKASAKI et al. (2000).

Os animais foram acondicionados em uma caixa transparente sobre uma tela de
arame para acesso a superficie plantar da pata dos mesmos sendo habituados por
20min, antes da execucao de cada teste e nos trés dias que antecedem a primeira coleta
sendo habituados por uma hora em ambiente sem nenhum tipo de interrupgéo sonora
que puder interferir na realizacéo do teste (agitando os animais).

Para realizacao do teste foi utilizado o analgesimetro digital Insight Ltda (Ribeiréo
Preto/SP, Brasil) com transdutor com capacidade de 0,1-1000g e tempo de reacdo de
1ms. O transdutor de pressdo foi conectado a um contador digital de forca que
expressou o resultado da presséo detectada em gramas. O contato do transdutor com
a superficie plantar foi realizado por intermédio de uma ponteira descartavel de
polipropileno de 0,5mm de diametro acoplada a ponta do transdutor, sendo percutido
por trés vezes na regido plantar da pata traseira esquerda (correspondente a area
acometida) e a média aritmética da resposta de retirada foi obtida a partir dessas trés

medidas.

Figura 7: Caixa de acomodacéo sobre uma tela de arame para acesso a superficie plantar da
pata, utilizada na realizacdo do teste de VonFrey.
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Figura 8: Analgesimetro utilizado na realizagdo do teste de von Frey.

3.8 Analise da massa muscular e grau de atrofia

ApoOs a eutanasia dos animais nos diferentes periodos de andlise, os musculos
TA direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por meio da ressec¢do do
tendao de origem e da insergéo éssea e limpos conforme descrito anteriormente (SHEN,
2013). Os musculos foram pesados em uma balanca semi-analitica e para cada animal
foi calculada a relagcdo de massa muscular usando a seguinte férmula:

Sendo:

R: relagcao de massa muscular

E: massa muscular do membro lesionado
D: massa muscular do membro normal

Conforme descrito por SHEN et al. (2013).
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3.9 Avaliagao qualitativa e quantitativa dos aspectos morfolégicos

musculares

As amostras musculares foram também utilizadas para andlise morfologica e
para este procedimento serdo fixadas e mantidas em temperatura ambiente em formol
tamponado a 10% (pH 8,0).

Em seguida, for realizada a desidratacdo do material por meio de incubacdes em
solu¢des com concentragdo crescente de alcool etilico (70%, 80%, 90%) num periodo
de 1h cada, passados trés vezes em alcool absoluto e trés vezes em Xilol (Reagen). As
amostras foram incubadas por 12h a 60°C em parafina (paraplast, Sigma, USA) e
incluidas transversalmente com as porc¢des centrais posicionadas mais externamente
no bloco, 3 cortes de 10um de espessura foram realizados no micrétomo (Leica
RM2125, Nussloch, Alemanha) sendo colocados em l[aminas de microscopia e mantidos
em estufa a 37°C durante 12 horas.

As laminas foram submetidas as coloracdes histologicas de hematoxilina e
eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscépio Axioplan 2, Zeiss,
Alemanha).

Para permitir a analise quantitativa destes aspectos foram consideradas 5 areas
por lamina de 5 animais/grupo. Esses campos foram fotografados utilizando um
microscopio de luz convencional (Zeiss Axioplan2, Alemanha) com aumento final de
400X, para permitir a contagem dos aspectos descritos.

A andlise foi realizada através do software Image J (National Institute of Health -
NIH, EUA).

3.10 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism, versdo 5.00
(GraphPad Software San Diego, California, USA). A distribuicdo de normalidade foi
avaliada pelo teste Komolgorov-Smirnov. Os dados foram expressos em média e desvio
padrdo, sendo submetidos ao teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey para
comparacdo entre os grupos. Os niveis de confianca foram ajustados para 95%
(p=<0,05).
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Artigo 1. EFEITOS DA FOTOBIOMODULACAO EM MODELOS

EXPERIMENTAIS DE LESAO DO NERVO PERIFERICO.
Artigo publicado na revista Lasers in Medical Science (Anexo 1)

Lasers Med Sci
htps//doi.org/10.1007/5101 03-017-2359-7

@ CrossMark

Effects of photobiomodulation on experimental models

of peripheral nerve injury

L. Andreo' - C. B. Soldera®- B. G. Ribeiro*+ P. R. V. de Matos” - S. K. Bussadori = -
K. P. S. Fernandes' - R. A, Mesquita-l"ernri"z

Recaived: 19 June 2017 / Accepied: 10 October 2017
) Springer-Verlag London Ltd. 2017

Abstract Phototherapy has demonstrated positive effects in
the treatment of peripheral nerve injury, but there is a need to
investigate the dosimetric parameters. Thus, the aim of the
present study was to conduct a literature review on the effects
of photobiomodulation with the use of low-level laser therapy
(LLLT) on the treatment of peripheral nerve injury in expern-
mental models. The databases of PubMed/MEDLINE,
SCOPUS, and SPIE Digital Library were searched for articles
on the use of LLLT in experimental models of peripheral
nerve injury published in English between January 2007 and
March 2016. The laser parameter variability was wavelength
(632.8 to 980 nm), power (10 to 190 mW), and total energy
(0.15 1o 90 J) in pulsed or continuous wave and single or
multiple points, Eighteen onginal articles demonstrating the
effects of LLLT on the acceleration of functional recovery,
morphological aspects as well as the modulation of the expres-
sion inflammatory cytokines, and growth factors were select-
ed. LLLT is a viable phototherapeutic modality for the treat-
ment of peripheral nerve mjury, demonstrating positive effects
on the neuromuscular repair process using either red or infra-
red light. The majonity of studies used apower of up to 50 mW
and total energy of up to 15 J administered to multiple pants.
The determination of these parameters 1S important to the
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Artigo 2: Artigo submetido

EFEITOS DA FOTOBIOMODULAGAO UTILIZANDO LED SOBRE 0OS ASPECTOS
MORFOLOGICOS MUSCULARES E REPARO DO TECIDO NERVOSO POS LESAO DE
NERVO ISQUIATICO DE RATOS WISTAR

Carla Bernardo Soldera'; Lucas Andreo Dias dos Santos?; Beatriz Guimardes Ribeiro?;
Paola Bindes Sousa®; Anna Carolina Ratto Tempestini Horliana?; Sandra Kalil Bussadori?;
Alessandro Melo Deana?; Kristianne Porta Santos Fernandes?; Raquel Agnelli Mesquita
Ferrari'2

! - Postgraduate Program in Rehabilitation Sciences, Universidade Nove de Julho, rua Vergueiro, 235 Séo Paulo, SP
2 - Postgraduate Program in Biophotonics Applied to Health Sciences, Universidade Nove de Jutho, rua Vergueiro
235 Séo Paulo, SP

3 - Graduation in FPhysiotherapy, Universidade Nove de Jultho, rua Vergueiro, 235 S&o Paulo, SP

*Corresponding author- carlabs@uninove br

A lesdo nervosa periférica (LNP) € um importante problema médico causado por
acidentes com veiculos automotores, trauma penetrante apds incidentes com arma de
fogo ou arma branca e por esmagamento ou estiramento do tecido nervoso apos
gquedas, resultando em perda de controle neural nos segmentos desnervados do corpo,
e deficiéncias graves para os pacientes. (KOUYOUMDJIAN, 2006; SOUZA et al., 2010).

Muitos modelos experimentais tém sido utilizados para adquirir conhecimentos
sobre a regeneragdo nervosa e muscular e desenvolver estratégias para promover a
recuperacdo (RODRIGUEZ et al, 2004). No esmagamento, modelo utilizado na presente
proposta, hd manutengé@o, ao menos em parte, da estrutura do nervo, o que facilita a
regeneragdo, além de ndo haver necessidade de realizar a sutura, que requer
treinamento prévio com as técnicas microcirdrgicas, além de instrumental e material
adequados, em geral de alto custo. (MONTE-RASO, 2009)

O nervo isquiatico de ratos é um modelo confidvel para estudar diferentes tipos
de lesdo e métodos de tratamento e o modelo de lesdo por esmagamento é um dos
mais utilizados uma vez que causa ruptura das fibras nervosas sem ruptura da maior
parte das estruturas de sustentacao do nervo, o que facilita a regeneracdo subsequente
a lesdo. (MONTE-RASO et al., 2009)

A perda funcional pode ser recuperada se 0s axoOnios lesados crescerem,
alcancarem o coto distal e restabelecerem conexdes funcionais com o alvo muscular
apropriado. Isso representa o principal objetivo dos métodos que visam a auxiliar a
regeneracao nervosa periférica: assegurar o retorno mais eficaz possivel dos niveis
funcionais existentes anteriormente a lesdo. Atualmente, tem-se dado atencdo ao
desenvolvimento de abordagens néo cirurgicas para auxiliar o retorno funcional apos a
LNP. (POSSAMAI, 2012)

Estudos na literatura demonstram que a fototerapia tem sido utilizada como

ferramenta para modulagao do processo de reparo pés LNPs. Dentre os recursos mais
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utilizados destaca-se a terapia laser de baixa poténcia e mais recentemente a terapia
com diodo emissor de luz (LED).

Com a introducdo dos diodos emissores de luz (LED) no mercado, muitos
trabalhos surgiram em importantes bases de dados, demonstrando resultados promissores
desta nova modalidade terapéutica (YEH, WU, CHENG, 2010). Resultados estes que
suscitaram interesse para a realizacdo do presente estudo utilizando o LED como recurso
fisico pelas vantagens desta fonte de luz que incluem baixo custo e facil manipulacéo.
Alguns estudos demonstram que a irradiagdo com luz ndo coerente provou ser mais
rentavel e pode ser tdo eficiente quanto a irradiacdo laser (CASALECHI et al., 2009;
CORAZZA et al., 2007).

O estabelecimento de forma segura e controlada de protocolos em modelos
experimentais que permitam otimizar o reparo muscular e nervoso apos LNP e o
entendimento dos mecanismos envolvidos contribuird de forma impar para os avancgos
da reabilitacdo nesta area e sera o ponto de partida para que futuros ensaios clinicos
possam ser delineados e conduzidos com maior seguranca. Dessa forma, este estudo
visa investigar os efeitos terapéuticos (morfolégicos e funcionais) do LED quando
aplicado tanto no tecido muscular quanto nervoso, uma vez que ja foi demonstrado na
literatura os efeitos positivos deste recurso em cada tecido separadamente, contudo a
associacao da aplicagédo deste recurso em ambos tecidos de forma a otimizar o efeito
ainda né&o foi avaliada.

O objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos do LED sobre o reparo
neuromuscular de ratos Wistar pés lesdo por esmagamento do nervo isquiatico no que
se refere a avaliagdo do grau de atrofia muscular, aspectos funcionais, incluindo a

andlise do indice Funcional do Ciatico e hiperalgesia mecanica.

MATERIAIS E METODO

O estudo foi realizado no laboratério de pesquisa do curso de Mestrado e
Doutorado em Ciéncias da Reabilitacdo, localizado na Unidade Vergueiro, 3° subsolo,
da Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

Foram utilizados 85 ratos da linhagem Wistar, pesando entre 200-250g mantidos
no biotério da Universidade Nove de Julho (UNINOVE). Os animais foram mantidos em
caixas plasticas apropriadas, temperatura ambiente entre 22° - 27°C e luminosidade
controlada com ciclo de 12 horas (claro/escuro), com comida e 4gua ad libitum.

O projeto foi aprovado pelo CEUA — UNINOVE n°AN009.2016.
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Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos: Grupo Controle: os
animais nao foram submetidos a nenhum procedimento (n=5); Grupo Lesao: realizado
apenas o esmagamento do NIE dos animais (n=20) sem nenhum tipo de tratamento;
Grupo Leséo+LEDn: realizado o esmagamento do NIE dos animais e estes receberam
tratamento com irradiagdo LED na &rea correspondente a leséo nervosa (n=20); Grupo
Lesao+LEDmm: realizado o esmagamento do NIE dos animais e estes receberam
tratamento com irradiacdo LED no musculo (n=20); Grupo Lesdo+LEDn+LEDmm:
realizado o esmagamento do NIE dos animais do grupo e estes receberam tratamento
com irradiacdo LED na area correspondente a lesdo nervosa e também no musculo
(n=20);

Os animais foram eutanasiados em 7, 14, 21 e 28 dias de pds-operatério (cinco
animais por periodo), justificando assim o nimero de 20 animais por grupo. A leséo foi
realizada somente no lado esquerdo, pois o lado direito foi utilizado como controle
interno no indice de massa muscular, inviabilizando a bilateralidade da lesao.

O procedimento de esmagamento do nervo isquiatico foi realizado conforme
descrito por Salgado et al. (2011) e Belchior et al. (2009). Apés o0s animais terem sido
anestesiados com injecao intraperitonial utilizando-se uma mistura de ketamina 10%
(100 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (10 mg/Kg de peso do animal). Para
aplicacdo da anestesia foi utilizada seringas da marca BD 100 Unidades com Agulha
BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7
mm, calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado.

Os animais foram tricotomizados, posicionados em decubito lateral direito e
limpos com uma solugéo de clorexidina 2% na face posterior da coxa. Foi realizada uma
incisdo cutanea retilinea paralela ao isquio e 0 nervo isquiatico sera isolado das demais
estruturas, sendo realizado o esmagamento utilizando uma pinga hemostatica com trava
(Rhosse Instrumentos e Equipamentos Cirdrgicos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) 5mm
acima da ramificacdo por meio de uma compressdo com duracdo de 30s cada
exercendo uma pressao de 6.3MPa (Salgado et al., 2011; Belchior et al., 2009). Este
procedimento foi realizado pelo mesmo operador em todos 0s animais. Em seguida foi
realizada a sutura das areas incisadas utilizando-se fio de poliamida (Mononylon 6/0) e
os animais foram mantidos em sala de observacdo em mantas aquecidas.

Nos quatro primeiros dias de pos-operatdrio, cloridrato de tramadol (5mg/kg de
peso animal) e dipirona (50mg/kg peso animal) foram administrados por via subcutanea
de 8/8h para analgesia e uma dose Unica de oxitetracicina dihidratada subcutanea
(0,2mL/kg, Terramicina LA, Pfizer Inc, Guarulhos, SP) foi administrada para profilaxia

de complicacdes secundarias a possiveis infec¢des (SILVA-COUTO et al., 2012).
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A irradiacdo com LED foi realizada com base nos parametros descritos
anteriormente por Melo et al. (2016) sendo utilizado um protétipo de diodo emissor de
luz (LED) desenvolvido pelo professor Alessandro Melo Deana da UNINOVE. Os
parametros utilizados estéo descritos no quadro abaixo.

Local de irradiacdo i\).}:uqr ‘Ne'wf.o

Comprimento de onda
Area do feixe
Poténcia meda
Densidade de poténcia
Densidade de snergia
Energla por ponta
Total de ponfos

1808 nm

Tem®

TJC' mw
1004 Wiem*
04 Jiem*
[0.43

8 ponlos

|e0e nm

1 om’

[s0 mw
|0.04 Wicm®
|0.8 Jige®*
10.8J

4 ponios

I Tempo por ponto 1108~ |20s
Tempo total ‘El); .80}
[Energia total 32 32J

Quadro 1: Pardmetros utilizados para o tratamento com LED

—
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Figural: Demonstracdo dos diferentes grupos de estudo e locais de aplicagcdo do LED, sendo os
pontos amarelos indicativos da irradiagdo no musculo e pontos brancos na regido da lesdo
nervosa. A- Grupo Controle; B- Grupo Lesdo; C- Lesdo+LEDn; D- Lesdo+LEDnm; E-
Lesdo+LEDm.

Para evitar refracdo do feixe do LED foi utilizado para aplica¢éo o angulo de 90
graus entre o emissor e a pele do animal.

Nos grupos com irradiacdo LED pos lesé@o o tratamento foi iniciado 2h apds a
realizacdo do procedimento, sendo realizada uma Unica aplicagcdo diaria por 5 dias
consecutivos semanalmente em cada grupo experimental até a finalizagdo do periodo
experimental de cada grupo. Foi utilizada a técnica pontual diretamente sobre a regido
da incisdo (nos grupos com irradiacdo na area correspondente a lesdo nervosa).

Nos grupos que receberam o tratamento também no musculo, a irradiacao foi
realizada diretamente no musculo tibial anterior em 8 pontos (ROCHKIND, 2013).

Todos os animais foram eutanasiados com superdose anestésica a base de
ketamina 10% (300 mg/Kg de peso do animal) e de xylazina 2% (30 mg/Kg de peso do
animal) administrado via intraperitoneal. Para aplicacdo foram utilizadas seringas da
marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a agulha

Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado.
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O tecido nervoso correspondente a area de lesé@o (NIE) foi retirado para futura
andlise histolégica e os musculos TA foram removidos e pesados para analise da massa
muscular e o TAE foi seccionado transversalmente, a porcéo inferior foi utilizada para
analises histologica.

Anadlise funcional da marcha

A anélise funcional de marcha foi realizada utilizando o indice Funcional Ciatico
(IFC) (De Medicaneli, Freed e Wyatt, 1982), descrito anteriormente por Bain 1989, sendo
obtidas impressdes digitais dos animais pelo método de Lowdon 1988.

Para este procedimento folhas de papel sulfite foram mergulhadas em solugéo
de azul de bromofenol (1%), para depois de secas ficarem na cor laranja. Foram
utilizadas tiras de papel sulfite com 43cmx8,7cm (as dimensdes da passarela). Para
obtencdo das pegadas, as patas foram embebidas em detergente de uso comum,
deixando a cor azul impressa nas tiras de sulfite.

Os animais aprenderam a caminhar na passarela antes do procedimento
cirurgico, o dispositivo foi confeccionado seguindo o método de DE MEDICANELI et al.,
(1982) fechada nas laterais, contendo uma casinhola no final.

As impressfes das patas foram digitalizadas e analisadas os parametros
sugeridos por Bain et al., (1989), conforme figura 7: comprimento da pegada (PL, ou
print legth), abertura total dos dedos (do 1° ao 5° dedo — TS ou total spread of toes), a
abertura dos dedos intermediarios (do 2° ao 4° dedo (IT ou intermediate toes) e a
distancia ao pé oposto (TOF ou to other foot).

| ‘i W

Figura3: Representacéo dos parametros obtidos para calculo do IFC, da esquerda para
a direita estdo representadas as patas do nervo lesionado e normal. Exemplo da
imagem obtida apdés o teste.

O IFC foi calculado a partir da férmula:

EPL — NPL
NPL

ETS — NTS

EIT —NIT) a
NTS

=— X
IFC 38,3 ( NIT

)+109,5><( >+13,3X(

Sendo:
E: experimental
N: normal
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TOF: distancia entre as patas

PL: comprimento da pata

TS: distancia entre 0 1° e 0 5° dedo
IT: distancia entre o 2° e 4° dedo
IFC: indice Funcional do Ciatico

Os resultados préximos de zero correspondem a funcdo normal, quanto maior a
negatividade do resultado, maior a disfuncdo, sendo o valor maximo -100 que

representaria a maior disfuncado (BAIN et al., 1989).

Teste de von Frey

O teste de von Frey foi realizado para avaliar a hiperalgesia mecéanica, sendo
realizada de acordo com o descrito por Takasaki et al., (2000).

Os animais foram acondicionados em uma caixa transparente sobre uma tela de
arame para acesso a superficie plantar da pata dos mesmos sendo habituados por
20min, antes da execucao de cada teste e nos trés dias que antecedem a primeira coleta
sendo habituados por uma hora em ambiente sem nenhum tipo de interrup¢do sonora
gue puder interferir na realizac&o do teste (agitando os animais).

Para realizacao do teste foi utilizado o analgesimetro digital Insight Ltda (Ribeirdo
Preto/SP, Brasil) com transdutor com capacidade de 0,1-1000g e tempo de reagéo de
1ms. O transdutor de pressdo foi conectado a um contador digital de forca que
expressou o resultado da pressdo detectada em gramas. O contato do transdutor com
a superficie plantar foi realizado por intermédio de uma ponteira descartavel de
polipropileno de 0,5mm de diametro acoplada a ponta do transdutor, sendo percutido
por trés vezes na regido plantar da pata traseira esquerda (correspondente a area
acometida) e a média aritmética da resposta de retirada foi obtida a partir dessas trés

medidas.

Analise da massa muscular

ApOs a eutanasia dos animais nos diferentes periodos de andlise, os musculos
TA direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por meio da resseccédo do
tendao de origem e da insergéo 6ssea e limpos conforme descrito anteriormente (SHEN,
2013). Os musculos foram pesados em uma balanca semi-analitica e para cada animal

foi calculada a relagdo de massa muscular usando a seguinte formula:

E
r=—=
D
Sendo:
R: relacdo de massa muscular
E: massa muscular do membro lesionado
D: massa muscular do membro normal
Conforme descrito por SHEN et al. (2013).
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Lesionado
Normal

Figura4: Andlise macroscépica de musculo lesionado sem tratamento com sinais de
atrofia muscular no periodo de 14dias.

Analise estatistica

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism, verséo 5.00
(GraphPad Software San Diego, California, USA). A distribuicAo de normalidade foi
avaliada pelo teste Komolgorov-Smirnov. Os dados foram expressos em média e desvio
padrdo, sendo submetidos ao teste ANOVA seguido pelo teste de Tukey para
comparacdo entre os grupos. Os niveis de confianca foram ajustados para 95%
(p=<0,05).

Resultados

Apoés a realizacédo dos testes para avaliacao funcional, foi possivel por meio do
indice funcional do ciatico observar que em 7 dias, todos os grupos lesionados
apresentaram uma piora da marcha em relacé&o ao grupo controle, como esperado para
uma lesdo nervosa periférica. Da mesma forma que todos os grupos tratados com LED
apresentaram uma melhora da marcha em relacdo ao grupo Lesdo sem tratamento
neste mesmo periodo. O grupo tratado apenas na regido da lesdo nervosa (LEDn) foi o
que apresentou o melhor resultado comparado ao grupo controle.

Apos 14 dias, o grupo Lesdo+LEDn e Lesdo+LEDnm apresentaram aumento no
SFI com valores semelhantes ao grupo controle, enquanto os grupos Lesédo e
Lesdo+LEDm mostraram uma diminuicdo na funcionalidade da marcha quando
comparados ao grupo controle.

Em 21 e 28 dias ndo ocorreu diferenca estatisticamente relevante entre os

grupos (figura 9).
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Pode-se concluir que o LED aumentou a funcionalidade da marcha avaliada pelo

IFC apos 7 e 14 dias po6s lesdo nervosa periférica, especialmente quando é usado na

regido nervosa associada ou ndo a regido muscular.
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Figura 9: Resultados encontrados apds analise da marcha através do indice funcional do ciético.
O IFC normal é igual a zero (0), enquanto que a disfuncao total € igual a menos cem (-100), de
modo que quanto mais proximo de zero melhor a fungéo.

Ja em relacdo ao indice de atrofia muscular (figura 10), verificamos que em 7

dias, todos os grupos lesionados e tratados com LED demonstraram uma diminuig&o do

indice em relag&o ao grupo Controle.

Em 14 dias, todos os grupos lesionados demonstraram uma diminuicdo em

relacdo ao grupo Controle, e todos os grupos tratados com LED demonstraram um

aumento em relacdo ao grupo Leséo.
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Em 21 dias os grupos lesionados demonstraram uma diminui¢cdo em relacdo ao
grupo Controle.

Em 28 dias os grupos lesionados demonstraram uma diminuigdo em relagéo ao
grupo Controle. E apenas o grupo Lesdo+LEDnm apresentou uma diminuicdo em
relacdo ao grupo Leséo.

Podemos concluir que o LED induziu um aumento na massa muscular em

relag@o aos animais que ndo receberam tratamento no periodo de 14 dias pos LNP.
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Figura 10: Andlise da atrofia muscular em diferentes grupos experimentais e periodos avaliados.

No que diz respeito a hiperalgesia mecanica (figura 11), os resultados obtidos
demonstraram que em 7 dias, O grupo tratado apenas na regido da lesdo nervosa
(LEDn) foi o que apresentou o melhor resultado comparado ao grupo controle.
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Em 14 dias, os grupos Lesdo+LEDn e Lesdo+LEDm apresentaram um aumento
no limiar sendo necessario uma pressao maior para promover uma resposta algica
comparados ao grupo controle, tornando-os mais resistentes aos estimulos.

Em 21 dias ndo ocorreu diferenca estatisticamente relevante entre os grupos.

Em 28 dias todos os grupos lesionados e tratados apresentaram uma piora algica
em relacdo ao grupo controle sendo que uma pressdo menor ja apresentava uma

resposta tornando esses grupos mais sensiveis aos estimulos.
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Figura 11: Analise funcional de sensibilidade dolorosa através da hiperalgesia mecanica
realizada com o teste de Von Frey utilizando o analgesimetro com transdutor de presséo.

A avaliacdo qualitativa da atrofia muscular nos diferentes grupos experimentais
evidenciou que esta ocorreu em todos os periodos analisados no grupo leséo, além do
aumento do tecido conjuntivo especialmente no endomisio e perimisio (figura 12), o

grupo controle apresentou um aspecto histolégico normal com presenca de fibras com
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formato poligonal, com nucleos periféricos, sem sinais de lesdo ou processo

inflamatoério.

Controle Lesdo

7 dias

14 dias

h -
B -
o

Figura 12: avaliagéo qualitativa representando os grupos controle e lesdo nos diferentes
periodos avaliados

[22m

Considerando os grupos lesionados que receberam tratamento, € possivel
observar que em 7 e 14 dias, 0os grupos apresentam um aspecto histolégico normal com
presenca de fibras com formato poligonal, com nucleos periféricos, sem sinais de lesdo
ou processo inflamatorio.

Ja em 28 dias os cortes apresentam fibras em forma de mosaico, sendo as fibras
dos grupos tratados na regido nervosa, associados ou ndo a regido muscular
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apresentando diferentes didmetros, contornos poligonais e varios nlcleos em posi¢éo
periférica ao citoplasma, bem como uma diminuicdo no espaco entre as fibras no

endomisio, como observado na figura 13.

LEDN LEDM LEDNM

DIAS

14
DIAS

21
DIAS

28
DIAS

Figura 13: avaliagdo qualitativa representando os grupos experimentais nos diferentes periodos
avaliados
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5. Discusséao

As lesBes por esmagamento sdo de ocorréncia relativamente grande, do ponto
de vista clinico, razdo para conhecé-la com mais detalhes do que os atualmente
disponibilizados na literatura médica. Por outro lado, sdo um modelo praticamente ideal
para uso experimental, particularmente na pesquisa sobre modalidades terapéuticas
das lesbes dos nervos periféricos em geral, pois ndo h&a aqui o fator complicador da
seccdo total seguida de sutura. (MAZZER, 2006)

O modelo do esmagamento do nervo ciatico utilizado neste estudo é decorrente
de uma leséo fisica (por esmagamento) dirigida ao nervo. (KLUSAKOVA; DUBOVY,
2009). Neste modelo a estrutura do nervo € preservada ao menos em parte, facilitando
aregeneracao e seu estudo, bem como a avaliacao da hipersensibilidade aos estimulos
mecanicos que sao sinais considerados como representativos da dor neuropéatica
observada em humanos. (KONTINEN; MEERT, 2002)

ANDREO et al. (2017), realizou uma revisdo da literatura sobre os efeitos da
fotobiomodulagédo utilizando terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) em modelos
experimentais de lesao nervosa periférica sendo observado a seguinte variabilidade de
parametro do laser como comprimento de onda (632,8 a 980 nm), poténcia (10 a 190
mW) e energia total (0,15 a 90J) em ondas pulsadas ou continuas e um ou Varios pontos.
Outro dado observado foi que a LLLT é uma modalidade fototerapéutica viavel para o
tratamento de lesGes do nervo periférico, demonstrando efeitos positivos no processo
de reparo neuromuscular tanto quando utilizado no espectro vermelho ou infravermelho.
A maioria dos estudos utilizou aplicacdo em multiplos pontos.

Conforme destacado nessa revisdo, os resultados encontrados no presente
estudo também se mostram bastante favoraveis a modulagdo do processo de reparo
apo6s LNP, especialmente no que se refere a funcionalidade, sensibilidade dolorosa e
atrofia muscular.

EELLS et al., (2004) sugerem que a LEDT na faixa espectral (600-1200 nm)
altera a expressdo de genes envolvidos na cicatrizagdo de tecidos e modulacdo da
transmissé@o dolorosa. Estes achados estdo de acordo com os presentes resultados
relacionados com a sensibilidade dolorosa uma vez que observamos que a utilizacédo
do LED p6s LNP proporcionou um aumento no limiar algico dos animais que receberam
tratamento quando comparados ao grupo controle. Ao 7°dia o grupo tratado apenas na
regido da lesdo nervosa (LEDn) foi o que apresentou o melhor resultado, enquanto que

no 14°dia, os grupos Lesdo+LEDn e Lesdo+LEDnm apresentaram um aumento no limiar
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necessitando de um estimulo nociceptivo de maior intensidade para gerar 0 uma
resposta algica quando comparados ao grupo controle deste mesmo periodo indicando
assim uma melhor recuperagéo.

Em nosso estudo, a avaliacdo funcional da marcha no grupo controle néo atingiu
o valor zero, como se era esperado, e sim uma oscilagdo em torno de -10. MEDONCA
et al. 2003 também encontraram essa mesma oscila¢ao.

ANDERS et al. (2004), propuseram que o efeito da irradiacdo do laser de baixa
intensidade na recuperacdo nervosa periférica pode ser aumentado se além do trajeto
do nervo, o segmento correspondente da medula espinhal também for irradiado. Futuros
trabalhos investigaram a influéncia do laser na regeneracdo nervosa quando irradiado
em ambos os locais, na medula e no nervo, assim como os estudos de ROCHKIND et
al. (2013) realizado em ratos e em humanos, 0s quais mostraram uma melhora na
regeneracgdo nervosa, quando comparados com seus respectivos placebos.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o LED aumentou a
funcionalidade da marcha avaliada pelo IFC ap6s 1 e 2 semanas pés lesdo nervosa
periférica, especialmente quando € usado na regido nervosa associada ou nao a regiao
muscular. Estes achados estédo de acordo com os achados de SERAFIM et al. 2012 que
demonstraram uma melhora significativa no indice de recuperagéo funcional apos 7
dias, sugerindo que a fototerapia LED a um comprimento de onda de 940 nm acelera o
processo de regeneracao nervosa. A reducdo em numero de células inflamatérias e
areas de edema sugere que fototerapia de 940 nm apresenta um efeito anti-inflamatério
gue pode melhorar a regeneracao nervosa, concluindo que os resultados indicam que
a aplicacdo imediata de fototerapia LED em um comprimento de onda de 940 nm apdés
danos nos nervos melhora o processo de regeneragao.

Oliveira et al. (2012) estudaram a agéo do laser terapéutico e do ultrassom na
regeneragao nervosa periférica utilizando 24 ratos, sendo que 18 foram submetidos ao
procedimento cirdrgico de lesdo do nervo ciatico por compresséo, através de uma pingca
hemostatica acima da fossa poplitea. Os animais foram divididos e receberam
tratamento com laser e ultrassom, sendo iniciados 24 horas apds a lesdo, com
aplicacdes diarias por um periodo de quatorze dias consecutivos. Os resultados desse
estudo demonstraram que apés a lesdo nervosa por compressdo, ocorreu perda
funcional em todos os grupos experimentais. A primeira analise do IFC, realizada 24
horas apdés a lesdo, mostrou perda da fungdo motora de 100% em todos os animais dos
grupos poés-cirurgia, o que fez com que houvesse grande alteracdo no padréo de marcha
dos ratos. As pegadas foram longas e estreitas no lado lesado em comparag¢do 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
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artelhos, mas incapazes de transferir o peso sobre ele. Além disso, as pegadas também
mostraram aduc¢do dos artelhos, e a queda da pata direita p6de ser vista durante a fase
oscilatoria da deambulacdo. A recuperagdo das variaveis individuais do IFC ocorreu
simultaneamente no decorrer dos 14 dias de experimento, mostrando a cada analise
melhora no padrdo da marcha.

No estudo de OLIVEIRA et al. (2012), ap0s leséo nervosa, houve uma tendéncia
a uma aducao dos artelhos da pata comprometida, como observado na 12 avaliacdo em
todos os grupos lesados. Todos os animais apresentaram queda do calcanhar durante
a marcha. Nas avaliacdes subsequentes, todos 0s grupos apresentaram uma melhora
no IFC, sendo esse resultado o mesmo encontrado em nosso estudo, especialmente no
periodo de 7 e 14 dias.

SERAFIM et al. (2012) avaliaram o efeito do LED com comprimento de onda de
940 nm (utilizou LED com uma dose de 4J/cm? sendo aplicado por 10 dias consecutivos
comecgando no primeiro dia de pos-operatorio) na regeneragcdo nervosa em ratos apos
esmagamento do nervo ciatico direito. A fototerapia com LED infravermelho 940 nm
induziu um aumento da recuperacéo funcional avaliada pelo IFC em 7, 14, 21 e 28 dias
além de reduzir as areas de edema, o numero de células mononucleares presentes no
infiltrado inflamatério. Este estudo estad em concordancia com os presentes achados e
sugerem que o uso de fototerapia com LED infravermelho apds a leséo do nervo ciatico
favorece a recuperacao funcional.

BAGIS et al. (2002), ndo encontraram nenhum efeito da laserterapia na
recuperacdo nervosa periférica. Os nervos ciaticos dos ratos foram submetidos a
esmagamento bilateral, um dos lados foi estimulado com laser de comprimento de onda
904nm, com diferentes doses e avaliados com eletrofisiologia e morfologia; porém todas
as analises néo revelaram diferencas significativas entre os grupos. Considerando estes
resultados observados, é importante hipotetizar a possivel interferéncia do efeito
sistémico que o laser pode ter causado e que possa ter minimizado as diferencas entre
os dois lados analisados. Em nosso estudo o modelo de lesé&o escolhido foi unilateral
para afastarmos a interferéncia do efeito sistémico.

Em relacdo a atrofia muscular os presentes achados evidenciaram que houve no
periodo de 14 dias em todos os grupos lesionados uma diminuicdo de massa muscular
em relagé@o ao grupo Controle, e todos os grupos tratados com LED demonstraram um
aumento de massa muscular em relagdo ao grupo Lesdo. Em acordo com nossos
estudos, no que se relaciona ao grau de atrofia muscular, Sene et al., (2013) relataram
gue o tratamento com o laser promove uma recuperacao funcional significante, aumenta
a quantidade de tecido conectivo (colageno), aumenta o nimero de fibroblasto no local

da lesé@o e o de axdnios mielinizados acelerando a conducéo nervosa, acelera a cura,
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induz uma recuperagdo mais rapida do trofismo muscular atuando tanto na regeneracao
guanto na prevencédo da degeneracédo das fibras nervosas.

CIDRAL-FILHO et al. (2014) avaliaram o efeito analgésico do LEDT no modelo
de incisdo plantar (Pl) em ratos e de dor pds-operatéria, bem como para investigar
alguns dos possiveis mecanismos envolvidos neste efeito, isto €, receptores de opidide
periférico e central; migracdo de leucdcitos contendo opidides para o local de Pl e via o
oxido de L-arginina / nitrico (NO). Para esse fim, os ratos foram submetidos a Pl e
tratada com LEDT (950 nm, 80 mW /cm?, 1 a 13 J/ cm?). A hipersensibilidade mecanica
foi avaliada como percentagem de frequéncia de retirada através de filamento de von
Frey onde ele conclui que a terapia de diodo emissor de luz (LEDT) foi clinicamente
utilizada como alternativa a terapia a laser de baixo poténcia, sendo que na dose de
9J/cm? LEDT apresentou os resultados mais significativos através da ativacdo de
receptores de opibdides periféricos que envolvem, pelo menos parcialmente, o
recrutamento de leucécitos contendo opidides para o local Pl. Esses resultados
corroboram nossos estudos uma vez que os resultados presentes evidenciaram que o
LED no periodo de 2 semanas pds LNP proporcionou um aumento no limiar algico
comparados ao grupo controle, tornando-os mais resistentes aos estimulos sendo
necessario um estimulo nociceptivo de maior intensidade para gerar o estimulo doloroso
indicando uma melhor recuperacao.

Em acordo com os estudos previamente citados, KERPPERS et al. (2014)
avaliaram o efeito antinociceptivo de um diodo emissor de luz (LED) na fase aguda da
dor induzida por capsaicina. O processo da dor foi induzido em ambos 0s grupos,
aplicando 50 microlitros de uma solucéo a 2% de capsaicina na regiao plantar da pata
traseira direita. No grupo experimental, uma Unica aplicagdo de LED 627nm (70mw, 7
Joule/cm?) também foi realizada. A nocicepcéao foi avaliada 30 minutos e 24 horas apés
a aplicacdo de LED por meio de um analgesimetro digital. Vinte e quatro horas apds a
irradiagdo, observou-se um aumento do limiar nociceptivo no grupo de LED, em
comparagdo com o valor observado 30 min ap0s a aplicagdo bem como na comparacgao
entre os grupos, concluindo assim que a utilizacdo de LED pode ser considerada como
um método analgésico ndo-invasivo, uma vez que aumenta o limiar nociceptivo de 24
horas apds a indugéo da dor. Nossos resultados também demonstraram uma reducao
da dor, contudo nossa avaliag&do n&o foi aguda como neste estudo citado.

Em adi¢cdo, FERRARESI et al. (2016) evidenciaram também efeitos positivos da
terapia LED no que se refere a massa muscular, contudo seu modelo de estudo utilizou
humanos e nao realizou LNP e sim treinamento fisico. Em seu estudo, comparou a
resposta de um par de gémeos monozigoticos, com os mesmos habitos de vida, frente

a terapia de diodos emissores de luz (LEDT) em um programa de treinamento de forca
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durante 12 semanas. A terapia com diodos emissores de luz ou placebo foi aplicado
com os seguintes parédmetros L=850 nm, total energia = 75 J, t = 15 segundos para
ambos os musculos do quadriceps femoral de cada gémeo imediatamente ap6s cada
sessao de treinamento de forca (3 vezes / semana por 12 semanas). Bidpsias
musculares, ressonancia magnética, testes de carga maxima e testes de resisténcia a
fadiga foram realizados antes e depois do programa de treinamento para avaliar a
expressao génica, hipertrofia muscular e desempenho, respectivamente. Em
comparacado com o placebo, o LEDT aumentou a carga maxima no exercicio e fadiga
reduzida, creatina quinase e escala analdgica visual. As andlises mostraram diminuicao
nos marcadores de inflamacédo (interleucina 1A) e atrofia muscular (miostatina) com
LEDT. Sintese de proteinas e do estresse oxidativo foram reguladas positivamente com
LEDT, juntamente com aumentos na hipertrofia do musculo da coxa. Pode-se concluir
gque a terapia de diodos emissores de luz pode ser Util para reduzir o dano muscular,
reduzir a dor e atrofia, além de aumentar a massa muscular, recuperacao e desempenho
atlético em programas de reabilitagdo e medicina esportiva.

Nossos resultados evidenciaram que a fotobiomodulagéo utilizando LED reduziu
a atrofia muscular, especialmente quando houve a aplicacdo na regido nervosa,
associada ou ndo a regido muscular. Em nosso levantamento de bibliografico nao

encontramos estudos que avaliassem o efeito do LED sobre esse parametro.
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6. Concluséao

Podemos concluir que o LED aumentou a funcionalidade da marcha avaliada
pelo IFC apds 1 e 2 semanas pos LNP, especialmente quando foi usado na regido
nervosa associada ou nao a regidao muscular.

O LED induziu um aumento na massa muscular em relacéo aos animais que nao
receberam tratamento no periodo de 2 semanas pos LNP.

Além disso, o LED no periodo de 2 semanas pGs LNP proporcionou um aumento
no limiar algico comparado ao grupo controle, tornando 0s animais menos responsivos
aos estimulos dolorosos sendo necessario um estimulo nociceptivo de maior
intensidade para gerar o estimulo doloroso indicando uma melhor recuperagao.

Embora o uso de dispositivos emissores de luz como LED seja amplamente
utilizado clinicamente em diversas areas, seus mecanismos de acao e valores de
eficacia terapéutica ainda séo controversos, indicando que mais pesquisas precisam ser
realizadas nessa area.

No momento estdo sendo finalizados andlises adicionais de alteracbes
morfolégicas dos diferentes grupos experimentais de forma a permitir a comparacao

gualitativa e quantitativa desses aspectos.
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Abstract Phototherapy has demonstrated positive effects in
the treatment of peripheral nerve injury, but there is a need to
investigate the dosimetric parameters. Thus, the aim of the
present study was to conduct a literature review on the effects
of photobiomodulation with the use of low-level laser therapy
(LLLT) on the treatment of peripheral nerve injury in experi-
mental models. The databases of PubMed/MEDLINE,
SCOPUS, and SPIE Digital Library were searched for articles
on the use of LLLT in experimental models of peripheral
nerve injury published in English between January 2007 and
March 2016. The laser parameter variability was wavelength
(632.8 to 980 nm), power (10 to 190 mW), and total energy
(0.15 to 90 J) in pulsed or continuous wave and single or
multiple points, Eighteen onginal articles demonstrating the
effects of LLLT on the acceleration of functional recovery,
morphological aspects as well as the modulation of the expres-
sion inflammatory cytokines, and growth factors were select-
ed. LLLT is a viable phototherapeutic modality for the treat-
ment of peripheral nerve mjury, demonstrating positive effects
on the neuromuscular repair process using either red or infra-
red light. The majority of studies used apower of up to 50 mW
and total energy of up to 15 J administered to multiple pants.
The determination of these parameters s important to the



