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RESUMO

INTRODUGAO: A diabetes mellitus tipo 2 (DM) é uma doenca metabdlica
caracterizada pela presenga de hiperglicemia cronica. Estudos prévios
demonstraram que pacientes com pré-diabetes (PDM) tém uma histéria natural de
progressao para DM. A neuropatia diabética € a complicagdo mais comum da DM e
avancos recentes na neurofisiologia clinica trouxeram um refinamento das técnicas
de avaliagdo. Entre estas estdo a resposta cutanea simpatica (SSR) e o teste
sensorial quantitativo (QST). Biomarcadores como Enolase Neurdnio-Especifica
(NSE) e a Proteina S100-Beta (S100B) vem sendo descritos por muitos autores
como associados a danos em ceélulas do sistema nervoso.

OBJETIVO: O objetivo deste estudo é avaliar parametros neurofisiolégicos e
compara-los com achados clinicos e bioquimicos (S100B e NSE) em pacientes com
DM, PDM e controles saudaveis.

METODOS: Pacientes dos ambulatérios de Neurologia e Endocrinologia foram
randomizados em um estudo transversal. Os participantes foram submetidos a uma
bateria de testes clinicos e neurofisiolégicos que englobaram condugao nervosa,
Onda-F, SSR e QST. Niveis séricos de NSE e S100B foram quantificados através de
ensaio ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).

RESULTADOS: A avaliacao clinica e os estudos de condugdo nervosa e Onda-F
foram similares nos grupos estudados. Ja os limiares QST calor (QSTc) e QST dor
(QSTd) foram significativamente elevados nos pacientes PDM e DM com relagéo
aos controles (P<0.05 para todas as comparagdes). No entanto, estes parametros
nao foram capazes de distinguir pacientes DM vs. PDM (P >0.1 para todas as
comparagdes). O SSR foi capaz de diferenciar o grupo DM do controle (P <0,01)
embora n&do tenha mostrado diferengca entre os grupos PDM e controle (P = 0,6).
Nao houve diferenca entre os niveis de S100B (P = 0.6) e NSE (P = 0.2) entre os
grupos DM, PDM e controles.

CONCLUSAO: O QST e SSR s3o testes Uteis para a avaliacdo de pacientes com
diferentes graus de tolerancia a glicose. Este estudo ndo encontrou diferengas entre
os biomarcadores NSE e S100B em individuos com DM e PDM.
PALAVRAS-CHAVE: S100B, NSE, diabetes, pré-diabetes, QST, neurofisiologia,

tolerancia diminuida a glicose.



ABSTRACT

BACKGROUND: Type 2 diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized
by the presence of chronic hyperglycemia. Previous studies demonstrated that
patients with prediabetes states (PDM) have a natural history of progression to DM.
Neuropathy is the most common and disabling complication of diabetes and recent
advances in neurophysiology have enabled a refinement of neurophysiological
diagnostic techniques such as sympathetic skin response (SSR) and quantitative
sensory testing (QST). Biomarkers like Neuron-specific Enolase (NSE) and S100-
Beta Protein (S100B) has been described for many authors as associated with
damage at nervous system cells and are related with severity of injury as well as
clinical outcomes.

OBJECTIVE: The aim of this study is to evaluate neurophysiological findings and
compare them with clinical and biochemical findings (S100B and NSE) in patients
with DM, PDM and healthy controls.

METHODS: Patients at the outpatient Neurology and Endocrinology service were
randomized in a cross-sectional study. Participants underwent a battery of clinical
and neurophysiological tests that encompassed nerve conduction studies, F-wave,
SSR and QST. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) were perform to
quantify serum levels of NSE and S100B.

RESULTS: There were no difference regarding clinical evaluation, nerve conduction
studies and F-wave were between groups. The QST thresholds of warm (QSTw) and
QST pain (QSTp) were significantly elevated in patients with PDM and DM compared
to controls (P <0.05 for all comparisons). However, these parameters were not able
to distinguish among DM and PDM (P > 0.1 for all comparisons). The SSR was able
to differentiate DM from control group (P <0.01) but did not show difference between
PDM and control groups (P = 0.6). There was no difference on levels of S100B (P =
0.6) and NSE (P = 0.2) between the DM, PDM and control groups.

CONCLUSION: The QST and SSR are useful tests to evaluating patients with
different degrees of glucose tolerance. This study found no differences between
biomarkers NSE and S100B in subjects with DM and PDM.

KEYWORDS: S100B, NSE, diabetes, prediabetes, QST, neurophysiology, impaired

glucose tolerance.



13

INTRODUGAO

A diabetes mellitus € uma doenga metabdlica que resulta em consideravel
morbidade relacionada a lesdes de o6rgaos-alvo. Os locais mais acometidos
geralmente sao os rins, retina, sistema nervoso periférico (SNP) e os vasos
sanguineos de pequenos e grandes calibres, tornando-se assim o foco da maioria
dos estudos clinicos e experimentais. Nos ultimos anos tornou-se evidente que a
diabetes provoca complicacdes significativas relacionadas ao SNC, resultando em
importantes deficiéncias funcionais. O SNC ¢é afetado devido as consequéncias
metabdlicas e vasculares da diabetes (Mijnhout et al., 2006; Selvarajah & Tesfaye,
20086).

Muitas sdo as complicagdes decorrentes da DM, dentre elas destaca-se a
neuropatia diabética (ND), que foi definida como a presenca de sintomas ou sinais
de disfuncdo em nervos periféricos em casos de diabetes apds a exclusao de outros
fatores como neuropatias por trauma ou compressao sobre o nervo, deficiéncia de
vitaminas (B1, B6, E entre outras), alcoolismo, infecgdes (Doenga de Lyme, Epstein-
Barr, hepatite C e HIV), doengas auto-imunes (lupus eritematoso sistémico, artrite
reumatoide e sindrome de Guillain-Barret), doencgas hereditarias (doenga de
Charcot-Marrie-Tooth e polineuropatia amildide), tumores e exposicdo a agentes
toxicos (Kennedy et al., 2005; Poncelet, 1998; Yasuda et al., 2003; Boulton et al.,
2005). As neuropatias relacionadas a diabetes sdo heterogéneas, podendo afetar
diferentes partes do sistema nervoso, o0 que leva a uma diversidade de
manifestagdes clinicas, que podem ser focais ou difusas (Boulton et al., 2005).

Marcadores bioquimicos especificos sdo utilizados com propésito diagndstico
em diferentes sistemas do organismo. Disfungao e danos no sistema nervoso central
(SNC) podem ser detectados por esses marcadores. Proteinas relacionadas ao
cérebro sintetizadas em células astrogliais ou neurdnios foram propostas como
marcadores de lesdes celulares no SNC (Ingebrigtsen et al., 2002; Raabe et al.,
1998; Fassbender et al., 1997; Reynolds et al., 2003; Van Eldik et al., 1994).
Estagios conhecidos como pré-diabetes (PDM), que se referem aos individuos que
apresentam valores de glicemia em jejum menores que o valor estabelecido para
classificacdo de DM, porém superiores quando comparados aos valores normais de
referéncia. Estudos recentes tém apontado para ocorréncia de uma séria de

alteragbes neurofisiologicas, normalmente atribuidas apenas a DM, ja nestes
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estagios precoces chamados de PDM (Singleton et al., 2001; Singleton et al., 2003;
Souza et al., 2012).

A proteina S-100 € uma entre varias proteinas de ligagcdo ao célcio e existe
uma forte evidéncia de que S100 regula sinais celulares calcio dependente em
diferenciacdo e desenvolvimento neuronal, e apoptose (Donato, 1999; Hu et al.,
1997; Schafer & Heizmann, 1996; Zimmer et al., 1995). Existem 19 proteinas S-100,
das quais S-100A1 e S-100B (conhecidas como S-100a e S-1008, respectivamente)
podem representar um homodimero ou heterodimero (Donato, 1999). S-1003 esta
envolvida na homeostase do calcio e é predominantemente produzida pelas células
da glia no cérebro e células de Schwann na bainha de mielina dos nervos (Mussack
et al., 2002).

A proteina Enolase neurénio-especifica (NSE) &€ uma isoenzima dimérica da
enzima glicolitica Enolase. Ela é encontrada no citoplasma dos neurdnios e células
de diferenciacdo neuroendécrina (Barone et al.,, 1993). A mensuragdo da
concentragcao de NSE em soro e fluido cerebrospinal (CSF) apés isquemia cerebral
e lesdo cranioencefalica fornece um indicativo laboratorial confiavel do grau de
danos em células do cérebro e pode permitir uma detecgdo precoce dessas lesdes
(Bonner et al., 2000; DeGiorgio et al., 1996).

Um aumento dos niveis séricos de S-100B foi detectado em traumatismo
cranioencefalico, lesdo isquémica cerebral, acidente vascular cerebral (AVC),
hemorragia subaracndidea, epilepsia e doenca de Alzheimer (Ingebrigtsen et al.,
2002; Raabe et al., 1998; Fassbender et al., 1997; Butter et al., 1997; Reynolds et
al., 2003; Wiesmann et al., 1997; Griffin et al., 1995; Van Eldik et al., 1994). Niveis
séricos de NSE foram avaliados como marcadores de dano neuronal em pacientes
que apresentaram uma série de condi¢des incluindo dano cerebral por hipéxia ou
traumatismo, status epilepticus e parada cardiaca (Cakir et al., 2010; DeGiorgio et
al., 1995; Hardemark et al., 1989; Rosén et al., 2001; Vos et al., 2010).

Recentes avangos na area da neurofisiologia permitiram um refinamento das
técnicas de diagnostico neurofisioldgico, possibilitando aos investigadores clinicos
diagnosticar neuropatias com maior precisao. Além de estudos convencionais de
conducgdo nervosa da eletroneuromiografia, novas técnicas como testes sensoriais
quantitativos (QST) podem ser utilizados para melhorar o diagnostico e
caracterizagdo de desordens nervosas periféricas (Cheah & Kiernan, 2010). Niveis
seéricos de marcadores como NSE e S100B estdo relacionadas aos resultados

clinicos, sendo que o valor prognostico desses marcadores de dano cerebral é
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comparavel com os parametros clinicos tradicionais e pode ser utilizado como um

adjuvante para diagnostico precoce (Pham et al., 2010; Rosén et al., 2001).

REVISAO DA LITERATURA

1. Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus (DM) ndo é uma doenga Unica, mas sim um grupo
heterogéneo de disturbios metabdlicos que tém em comum a hiperglicemia que se
deve a defeitos na agao ou secregao de insulina (Alberti & Zimmet, 1999). Trata-se
de uma doenca cronica que requer cuidados médicos continuos e educacao
alimentar para prevenir e reduzir o risco de complicagbes em longo prazo. O cuidado
com essa enfermidade € complexo e requer atengdo ndo apenas com o controle
glicémico, mas uma série de intervengbes que melhoram os seus resultados
(American Diabetes Association, 2011b).

O DM ¢é classificado em quatro tipos, DM tipo | (DMI), que resulta da destruicdo
das células 3, normalmente causando uma absoluta deficiéncia de insulina; DM tipo
I (DMII), resultante de um defeito progressivo na secrecdo de insulina,
caracterizando um quadro de resisténcia insulinica; DM gestacional (DMG),
diagnosticada durante a gestacao e outros tipos especificos de DM com causas
diversas, como por exemplo, defeitos genéticos na funcdo das células B, defeitos
genéticos na acao da insulina, doengas do pancreas e as induzidas quimicamente,
como no tratamento de HIV/AIDS ou apos transplante de o6rgéos. (Tabela 1)

(American Diabetes Association, 2011b).
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Tabela 1. Classificagao dos tipos de diabetes. (Adaptado de Conget, 2002)

1. Diabetes mellitus tipo |
A. Autoimune

B. Idiopatica

2. Diabetes mellitus tipo Il

1. Resisténcia a insulina predomina sobre os efeitos na secregéo do hormonio

2. Defeitos na secregdo de insulina predominam sobre a presenga da resisténcia a insulina

3. Outros tipos especificos de diabetes mellitus

A. Defeitos genéticos na funcéo das células 3

1. Cromossomo 12, HNF-1a (MODY 3)
2. Cromossomo 7, glycosidase (MODY 2)
3. Cromossomo 20, HNF-4a (MODY 1)
4. DNA Mitocondrial

5. Outros

B. Defeitos genéticos na acédo da insulina

1. Resisténcia a insulina Tipo A

2. Leprechaunismo

3. Sindrome de Rabson-Mendenhall
4. Diabetes lipoatréfico

5. Outros

C. Doencas do pancreas exécrino

. Pancreatite
. Pancreatectomia ou trauma
. Neoplasia

. Fibrose cistica

a b WO N =

. Hemocromatose
6. Pancreatopatia fibrocalculosa
7.Outros

D. Endocrinopatias

. Acromegalia

. Sindrome de Cushing

. Glucagonoma

. Feocromocitoma

. Hipertireoidismo

. Somatostatinoma

. Aldosteronoma

0 N OO O b~ W N =

. Outros

E. Induzido por medicamentos ou agentes quimicos

1. Vacor

2. Pentamidina

3. Acido nicotinico

4. Glicocorticoides

5. Hormonio tireoidiano
6. Diazoxido

7. Agonistas betadrenérgicos
8. Tiazidicos

9. Dilantin

10. Interferon a

11. Outros

F. Infeccbes

1. Rubéola congénita
2. Citomegalovirus
3. Outros

G. Formas incomuns de DM auto-imune

1. Sindrome Stiff-man
2. Anticorpos anti-receptores de insulina
3. Outros

H. Outras sindromes genéticas por vezes

associadas a DM
1. Sindrome de Down
2. Sindrome de Klinefelter
3. Sindrome de Turner
4. Sindrome de Wolfram
5. Ataxia de Friedreich
6. Coréia de Huntington
7. Sindrome de Lawrence-Moon-Biedel
8. Distrofia mioténica
9. Porfiria
10. Sindrome de Prader-Willi
11. Outras

4. Diabetes mellitus gestacional
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A DMII geralmente n&do é diagnosticada até o aparecimento de complicagdes e
acredita-se que muitas pessoas em ambito mundial ainda seguem sem diagndstico.
Muitas vezes o individuo somente recebe o diagndstico apdés complicagdes clinicas
que, muitas vezes, sao irreversiveis. A eficacia de uma identificagdo precoce de pré-
diabetes e diabetes por meio de testes em massa em individuos assintomaticos
ainda nao foi planejada e segue sem previsdo de ocorrer (American Diabetes
Association, 2011). Esse tipo de diabetes anteriormente era conhecido como nao
insulinodependente ou diabetes mellitus adulta (diagnosticada em pessoas acima de
40 anos de idade). O carater ndo insulinodependente da doenca refere-se apenas
ao tratamento necessario durante sua historia natural, o que causou muita confuséo
no passado. Atualmente sabe-se que a DMIlI é cada vez mais diagnosticada em
jovens, adolescentes e criangas (Conget, 2002).

Provavelmente existam muitas causas para esse tipo de diabetes. Embora n&o
se conhegam etiologias especificas, a destruicdo autoimune das células  nao
ocorre e 0s pacientes ndo apresentam nenhuma outra causa conhecida da doenca.
A maioria dos pacientes com DMII sdo obesos e a propria obesidade provoca certo
grau de resisténcia a insulina. Pacientes que ndo sao considerados obesos pelos
critérios tradicionais podem ter um aumento do percentual de gordura corporal
distribuida na regido abdominal. Levando em consideracdo que os pacientes com
DMII podem ter niveis de insulina que parecem ser normais ou elevados, um nivel
alto de glicose no sangue desses individuos diabéticos deveria resultar em valores
mais altos de insulina se a funcao das células B estivesse normal. Assim, a secre¢ao
de insulina nesses pacientes ¢é insuficiente para compensar a resisténcia a insulina.
Essa resisténcia pode melhorar com a redugdo de peso ou com tratamento
farmacologico da hiperglicemia, mas raramente é possivel voltar ao normal. O risco
de desenvolver DMII aumenta devido a fatores como a idade, obesidade e o

sedentarismo (Figura 1) (American Diabetes Association, 2004).
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Etiopatogénese da Diabetes Mellitus tipo Il

Genes diabetogénicos Fatores adquiridos
- Acdo da Insulina - Obesidade, distribuicdo adiposa
- Secrecdo de Insulina - Atividade fisica, idade, sexo, lipidios

- Dieta, tabagismo

Genes relacionados a diabetes

Aumento na secrecéo A redugdo nos niveis de Falhanas Celulas pdoe +— — — — — —
de insulina sensibilidade a insulina pancreas |

|
T 1 1 Glicotoxicidade

Lipotoxicidade

!

Aumento na producéo de glicose hepatica |

Diabetes Mellitus
tipo Il

Normal DGT*

*DGT - Decreased glucose tolerance (Diminuigdo da tolerancia a glicose)

Figura 1. Etiopatogénese da diabetes mellitus tipo Il. (Adaptado de Conset,
2002).

Com relagédo a epidemiologia da DM, acredita-se que uma epidemia esta em
curso. A estimativa para o ano de 1985 apontava 30 milhdes de adultos com DM no
mundo; esse numero cresceu para 135 milhdes em dez anos e atingiu 173 milhdes
em 2002, com projecao de chegar a 300 milhdes no ano 2030. Cerca de dois tergos
dos individuos com DM vivem em paises em desenvolvimento, onde a epidemia tem
maior intensidade, com crescente proporgao de pessoas afetadas em grupos etarios
mais jovens (Wild et al., 2004; Torquato et al., 2003).

No Brasil, no final dos anos 80, a prevaléncia de DM na populagao adulta foi
estimada em 7,6%; dados mais recentes apontam para taxas mais elevadas, como
12,1% em um estudo realizado em de Ribeirdo Preto. A estimativa para o ano de
2005 dizia que haveria em torno de 8 milhdes de individuos com DM no Brasil
(Marlebi & Franco, 1992; Torquato et al., 2003). As estimativas mais atuais apontam
para 11 milhées de casos no Brasil até 2030 (World Healthy Organization, 2010).

Estimativas mais recentes da Organizagdo Mundial de Saude apontam para a
existéncia de pelo menos 346 milhdes de pessoas em todo o mundo que

apresentam algum tipo de diabetes e a previsdo de afetados pela doenga aponta
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para mais de 600 milhdes de casos até 2030, caso ndo haja intervengdo no cenario
global da doenga (World Healthy Organization, 2012).

A incidéncia do DM II é dificil de ser determinada em grandes populagdes, pois
envolve seguimento durante alguns anos, com medi¢cbes periddicas de glicemia,
mas sabe-se que ela é o tipo mais comum e prevalece em 90% a 95% dos casos de
DM (American Diabetic Association, 2012).

Existem evidéncias de que as alteragbes no estilo de vida, com énfase na
alimentacdo e na reducdo da atividade fisica, estdo associadas ao acentuado
aumento na prevaléncia do DM2. Os programas de prevengao primaria do DM2 tém
se baseado em intervencbes na dieta e na pratica da atividade fisica, visando a
combater o excesso de peso (Diabetes Prevention Program Research Group, 2002).

Independentemente do tipo da doencga, a maior preocupagao dos profissionais da
area da saude é prevenir as complicagdes agudas da doenga que podem ter
consequéncias graves para os pacientes se ndo identificadas e tratadas desde cedo.
Entre as diversas complicagcdes relacionadas a DM, as principais sao problemas
vasculares (macro e microvasculares), retinopatia, nefropatia, neuropatias, entre
outras (Pedrosa et al., 2006; Gallagher et al., 2011; World Healthy Organization,
2012).

1.2 Pré-Diabetes

Outro importante apontamento a ser feito diz respeito a um estagio conhecido
como pré-diabetes (PDM), que se refere ao individuo que apresenta valores de
glicemia em jejum menores que o valor estabelecido para classificagdo de DM,
porém superiores quando comparados aos valores normais de referéncia. O
diagnéstico de DM e PDM tém sido tradicionalmente realizados através da glicemia
de jejum e do teste de tolerancia a 75g de glicose (TTG), embora critérios
diagnosticos recentes estabelegam valores levando também em consideracdo a
hemoglobina glicada (HbA1c). A diminuicdo da tolerancia a glicose € uma alteragéao
na regulacdo da mesma no estado pos-sobrecarga, duas horas apdés administradas
75g de glicose, diagnosticada pelo teste oral de tolerancia a glicose. Este teste
determina a glicemia de jejum e de 2 horas apd6s a administragcdo de glicose
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2009). A tabela 2 mostra os critérios de

classificacdo diagnodstica do Diabetes.
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Tabela 2. Concentragcées de Glicose e HbA1C no diagnéstico de Diabetes e
Pré-Diabetes. (Adaptada de Pasqualotto et al., 2012)

. . . . Duas Horas Apéds 759 Hemoglobina
Categoria / Estado Glicemia de Jejum .
Glucose Glicada HbA1C
(mg/dL) [mmol/L] (mg/dL) [mmol/L] Y%

Normoglicémico <99 <55 <139 <77 <5,6

Tolerancia diminuida
a glicose =100 <125 256<6,9 =2>140<199 27,8<11 257<64
(Pre-diabetes)
Diabetes mellitus > 126 27,0 =200 >211,1 26,5

O estado de pré-diabetes (PDM) foi muito criticado pois alguns individuos nao
chegam a progredir para DM, o que para alguns demonstraria que nado ha doenca
estabelecida. Entretanto, deve-se levar em conta que o risco de desenvolver
diabetes difere entre os individuos com PDM e aqueles apenas com outros fatores
de risco para DM (Tabak et al., 2012).

Os individuos que apresentam um risco maior de desenvolver DM sao aqueles
com glicemia de jejum alterada (GJA), tolerancia diminuida a glicose (TDG), ou
ainda, em fases pré-clinicas da doenga com GJA e TDG combinadas. A essa
categoria deu-se o nome de pré-diabetes (de Vegt et al., 2001; American Diabetes
Association, 2011a).

Apesar da importadncia da identificagdo do estado de PDM para determinar
individuos em risco e dos esforcos para determinar o teste diagndstico mais
apropriado, a prevaléncia de PDM varia consideravelmente conforme o método
utilizado e também conforme a idade, sexo e etnia, sugerido que programas de
prevencado para DM devem levar em consideragéo todos esses fatores. (James et
al., 2011).

Intervengdes terapéuticas em pacientes com PDM podem ser importantes na
prevencao primaria das complicagbes crénicas macro vasculares do DM. A maior
parte dos estudos epidemioldgicos reforgca a importancia da GJA ou da TDG em
relagdo ao maior risco de mortalidade ou de doenga cardiaca isquémica, bem como
os riscos cardiovasculares em geral associados. Cada vez mais o PDM vem sendo

associado a complicacbes que antes eram atribuidas apenas ao DM. Evidéncias
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relacionam principalmente a TDG a retinopatia, a nefropatia e a neuropatia
(Singleton et al., 2001; Singleton et al., 2003; Souza et al., 2012).

Disturbios fisiopatologicos subjacentes, como resisténcia a insulina e fungcao das
células B prejudicada, sdo responsaveis pelo desenvolvimento de DMII e também se
manifestam em individuos com PDM (DeFronzo & Abdul-Ghani 2011). Os pré-
diabéticos apresentam os mesmos fatores de risco que os diabéticos para
problemas como niveis de agucar no sangue alterados, hipertensao, dislipidemia,
obesidade, inatividade fisica, resisténcia a insulina, disfuncido endotelial, entre
outros, que tornam esses individuos suscetiveis a complicacbes micro e macro
vasculares diversas (Bajaj & DeFronzo, 2003; Barr et al., 2007; Ford et al., 2010,
Tabak et al., 2012).

Muitas evidéncias apontam para o fato de que o PDM ndo esta apenas
relacionado ao desenvolvimento de DMIl e suas complicagdes, mas também aos
danos que podem ser causados aos sistema nervoso periférico. Desta forma,
identificar e tratar precocemente individuos PDM é crucial para prevencao de

complicagdes. (Tabak et al., 2012).

1.3 Principais complicagdes decorrentes da diabetes mellitus

As neuropatias estdo entre as principais e mais frequentes complicagbes em
longo prazo em pacientes com diabetes, afetando aproximadamente 50% desses
individuos. Um diagndstico rapido e preciso de neuropatia diabética (ND) é essencial
para que se fagam intervencdes precoces para diminuir as taxas de incapacidade e
mortalidade que estdo associadas a doenga. Ha uma gama de ferramentas
diagnésticas que auxiliam nessa detecgao precoce (Dick et al., 1993; Young et al.,
1993; Kumar et al., 1994; Cabezas-Cerrato,1998; Boulton, 2007; Tesfaye et al,
2010). As caracteristicas clinicas da ND variam muito, indo desde alteragdes
dermatoldgicas, podoldgicas, uroldgicas, cardioldgicas, neuroldgicas entre outras. A
tabela 3 contempla a classificacdo dos tipos de apresentacdo da neuropatia

diabética.
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Tabela 3. Principais sistemas de classificagdo para neuropatia diabética.
(Adaptado de Boulton et al., 2004)

A: Classificacao Clinica das NDs

Polineuropatia Mononeuropatia
Sensorial Periférica isolada
e Sensorial aguda Multiplex mononeurites
e Sensorimotora cronica Tronco
Autonémica

e Cardiovascular
e Gastrointestinal
e Geniturinaria
e Outras
Motora Proximal (amiotréfica)

Tronco

B: Padrées de Neuropatia em Diabetes

Polineuropatia diabética comprimento-dependente
e Polineuropatia sensorial simétrica distal

e Neuropatia de fibra grande

e Polineuropatia simétrica dolorosa

e Neuropatias autonémicas

Neuropatias focais e multifocais

e Neuropatias cranianas

e Neuropatias de membros

e DN Proximal de membros inferiores

e Neuropatias de tronco

Neuropatias nao diabéticas mais comuns em diabetes
e Paralisias por pressao

e Polineuropatia inflamatéria adquirida desmielinizante

C: Classificacdo das NDs

Rapidamente reversivel

e Neuropatia hiperglicémica
Polineuropatias simétricas generalizadas
e Sensorimotora (crénica)

e Sensorial aguda

e Autonémica

Neuropatias focais e multifocais

e Craniana

e Radiculoneuropatia toracolombar
e Membro focal

e Motora proximal (amiotrofica)

Neuropatia inflamatéria crénica desmielinizante sobreposta
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Neuropatias caracterizam-se por uma perda progressiva das fibras nervosas,
0 que pode afetar ambas as divisdes principais do sistema nervoso periférico. Muitas
evidéncias apontam que os meétodos de mensuracdo de ND, como eletrofisiologia e
testes quantitativos, sao preditores nao apenas dos resultados finais, como
ulceragbes no pé, mas também de mortalidade (Carrington et al., 2002). A
epidemiologia e historia natural da ND n&o sdo completamente compreendidas, em
partes devido a problemas na selegédo dos pacientes e dos critérios que constituem o
diagnéstico da neuropatia diabética. Estudos confirmaram a importancia da
hiperglicemia prologada na etiopatogénese da neuropatia e dor neuropatica (DCCT
Research Group, 1995; Vinik et al., 2003; Carrington et al., 2002; Kumar et al.,
1994).

O consenso internacional em diagnostico ambulatorial e manejo de ND
sugerem uma simples definicdo para ND referindo-se como a presenga de sintomas
ou sinais de disfuncao dos nervos periféricos em individuos com diabetes, apds a
exclusdo de outras causas. (Boulton et al., 1998; Bhadada et al., 2001). Foi
acordado que a neuropatia ndo pode ser diagnosticada sem um exame clinico
cuidadoso e que auséncia de sintomas nao pode ser interpretada como auséncia de
neuropatia, ja que neuropatia assintomatica € comum. A importancia de excluir
causas nao diabéticas foi enfatizado em um estudo de Dyck et al. em que até 10%
da neuropatia periférica em pacientes diabéticos se deveu a causas nao-diabéticas
(Dyck et al., 1993). As estimativas de prevaléncia de ND, que € uma doenca
bastante heterogénea, variam de acordo com o critério diagnéstico (Butt et al., 2006;
Gooch & Podwall; 2004). Acredita-se que a ND é responsavel pela ocorréncia de 50
a 70% das amputagdes nao traumaticas (Caputo et al., 1994; Holzer et al., 1998) e
isso esta relacionado a baixa qualidade de vida e ao 6nus econémico (Ollendorf et
al., 1998; Ramsey et al., 1999).

Retinopatia, nefropatia e doencas cardiovasculares também séao
complicagdes comuns em pacientes com DMII. A nefropatia diabética ocasiona um
processo de filtragdo glomerular inadequado o que leva a excregao irregular de
pequenas quantidades de moléculas de proteinas de baixa massa molecular pela
urina. Essa complicagdo ocorre principalmente em pacientes com diabetes mellitus
do tipo 2. Com relagéo a retinopatia diabética, € a complicagado ocular mais severa
estando entre as principais causas de cegueira irreversivel e manifesta-se de forma
tardia. Ambas as complicacbes podem ser evitadas através de medidas adequadas,

que incluem controle da glicemia e da pressao arterial, além da realizagdo do
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diagnéstico em uma fase inicial passivel de intervencao (Bagga et al., 1998; Ryder,
1998; Corréa & Eagle, 2005).

O controle da glicemia € fundamental no tratamento de pacientes com
diabetes e esta intimamente relacionado a reducdo de complicagcbes que estéo
vinculadas a essa enfermidade. Estudos conseguiram mostrar que quanto mais
preciso for o controle glicémico, menores serdao as taxas de problemas
microvasculares (retinopatia e nefropatia) e complicagées neuropaticas (Ohkubo et
al., 1995; UK Prospective Diabetes Study, 1998a, b).

A despeito do conhecimento da ND e sua evolugdo natural quando néao
tratada, observa-se na pratica clinica um grande numero de casos
subdiagnosticados e erros diagnosticos apesar da disponibilidade de ferramentas
diagndsticas auxiliares. E de grande importancia o diagndstico precoce na tarefa de
adotar as intervengbes adequadas em pacientes de alto risco reduzindo o numero
de desfechos dramaticos como amputagcdes e morte (Rith-Najarian et al., 1998;

Bevelaqua et al., 2012).

2. Diagnostico Neurofisiologico

Testes neurofisiolégicos sao de extrema utilidade na avaliagao funcional dos
nervos periféricos e frequentemente sdo utilizados nos em ensaios clinicos para
acompanhamento de pacientes com lesdes de nervos periféricos (Chaudhry et al.,
1994; Bril et al., 1998; Olney, 1998). Nesses casos, as mensuragdes sao feitas em
tempos diferentes, a fim de determinar a evolugdo neurofisiolégica frente a
intervencdo estudada. A reprodutibilidade dos estudos eletrofisiolégicos em
avaliagbes sequenciais pode ser afetada por fatores técnicos e fisiolégicos, portanto,
€ importante que os parametros gravados sigam uma padronizagao de técnicas
adequadas apresentando uma variagcdo minima dos testes num determinado
momento (Honet et al., 1968; Chaudhry et al., 1991).

O diagndstico eletrofisiolégico clinico envolve gravagao, exibigdo, mensuragao
e interpretagdo de potenciais de acdo decorrentes do sistema nervoso central
(potenciais evocados), nervos periféricos (condugcdo nervosa) e musculos
(eletromiografia). Existem varios principios que s&o seguidos nos estudos de

condugao nervosa e inumeras variaveis fisioldgicas e técnicas podem influenciar os
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resultados desses estudos, como idade, temperatura, erros de instrumentacao, entre
outros (Johnson & Pease, 1997; Misra & Kalita, 2006).

Testes neurofisiolégicos desempenham um importante papel na
caracterizacdo de diversas enfermidades, como, por exemplo, as neuropatias
(Wilson et al., 2005) e seu uso representa uma extensao do exame clinico. Achados
eletrofisiolégicos podem confirmar achados clinicos e, em muitos casos, permitir a
deteccao de anormalidades subclinicas (Pastore et al., 1999).

Estudos eletrofisioldgicos sao utilizados frequentemente pratica clinica para
localizar anatomicamente danos no sistema nervoso periférico. Esses testes ajudam
a diferenciar entre radiculopatias cervicais, plexopatias braquiais e lesdes focais ou
generalizadas de nervos periféricos. Eles também ajudam no diagndstico diferencial

de outras doengas neuroldgicas e doengas subjacentes (Bevelaqua et al., 2012).

2.1. Eletroneuromiografia (ENMG)

A neurofisiologia clinica fornece avaliacdo funcional do sistema nervoso,
sendo o seu dominio semelhante ao do exame clinico e complementar aos
exames de imagem como tomografia computadorizada e ressonancia magnética.
Existem duas principais vantagens nos exames neurofisiolégicos com relacao ao
exame clinico: pode ser empregado em pacientes com alteracbes do estado
mental por sedacdo ou coma e fornece dados quantitativos para comparagdo com
estudos posteriores de acompanhamento. A principal técnica neurofisiologica
disponivel e amplamente difundida é a eletroneuromiografia (ENMG). A ENMG
compreende duas etapas, uma delas, a eletroneurografia € responsavel pela
avaliacdo dos nervos periféricos, na qual se realizam estudos da condugéao
nervosa (sensitiva e motora), estudos de resposta tardia (onda-F, reflexo-H e blink
test) e técnicas especiais (estimulagao repetitiva, sympathetic skin response). A
outra etapa refere-se a eletromiografia propriamente dita com os estudos por meio
de eletrodo agulha inseridos nos musculo avaliados (Guérit et al., 2009; Bevelaqua
et al., 2012; Garcia-Larrea et al., 2012).

O termo eletroneuromiografia foi usado pela primeira vez por Weddell e
colaboradores em 1943, pioneiro no uso clinico de agulha como eletrodo para
examinar o musculo. Infelizmente, ainda ha confusdo entre os médicos e

profissionais de saude com relagcdo a esses termos. Na pratica clinica, exames
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eletrofisiologicos s&o por vezes confundidos com exames cardioldgicos e a forma
mais adequada é no momento de se solicitar um estudo neurofisiolégico é
justamente com a denominacgdo eletroneuromiografia. A ENMG compreende um
grupo de testes que geralmente sdo complementares uns aos outros e necessarios

para que se possa fazer um diagndstico definitivo (Katirji, 2002).

2.1.2. Eletroneurografia

As propriedades eletrofisiolégicas dos nervos periféricos podem ser avaliadas
através de estimulos elétricos aplicados sobre algum ponto no trajeto dos nervos e
andlise das consequentes respostas neurofisioldégicas eliciadas. O estudo da
condugao nervosa (ECN) permite a avaliagdo dos nervos periféricos com precisao
suficiente capaz de gerar reprodutibilidade e padronizagédo a fim de determinar os
valores normais. Dessa forma ¢é possivel caracterizar achados anormais e
correlacionar-los a caracteristicas neurofisiologicas de diversas patologias
(Buchthal & Rosenfalck, 1966).

Os ECN séo utilizados para diagnosticar neuropatias focais ou generalizadas,
auxiliando na diferenciacdo de disturbios primarios do nervo e disturbios
musculares, embora os ECN avaliem a fundamentalmente a fungdo do nervo nao
do musculo. E possivel determinar anormalidades de condugdo dos nervos
periféricos como degeneragdo axonal, desmielinizagdo e bloqueio de condugéo,
além de se estimar prognostico e respostas a tratamentos.A maioria dos nervos
periféricos sdo compostos de fibras nervosas mistas (motoras, sensitivas e
autonOmicas). No entanto, alguns nervos possuem fibras quase exclusivamente
motoras (ramo interésseo anterior do nervo mediano, ramo interésseo posterior do
nervo radial) ou fibras principalmente sensoriais (nervo sural, nervo fibular
superficial, nervo radial superficial) (Krarup, 2004).

A classificacdo fisiologica mais utilizada das fibras nervosas leva em
consideragao seus didmetros, mielina e propriedades condutivas:

o Fibras tipo A-a ou tipo A-a/B, sdo fibras mielinizadas grossas de 6 a 15
microns de didmetro. Os maiores fibras aferentes musculares séo por vezes
chamadas de fibras 12.

o Fibras tipo A-0 sdo pequenas fibras mielinizadas, de 3 a 5 micra de diametro

o Fibras tipo C n&do mielinizadas, sao fibras de 0,5 a 2 micra de didmetro
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Funcionalmente, fibras motoras mais eferentes sdo grossas e bem mielinizadas
(tipo A-a). As fibras sensitivas (que conduzem sensacao de toque, vibragdo e
propriocepgao) também sao grossas e bem mielinizadas (Tipo A-a), enquanto as
que conduzem sensacao de dor sao pouco mielinizadas (Tipo A-0). Ja as fibras
que medeiam as sensacgdes de calor e de dor sao fibras tipo C amielinicas assim
como as fibras autonémicas (Hursh, 1939).

Os estudos da conducdo nervosa realizados na eletroneuromiografia
tradicional avaliam apenas as fibras tipo A-a. Esta compreensdo é de extrema
importadncia na avaliacdo de situacbes clinicas em que a forca, sensibilidade
vibratéria e proprioceptiva estdo preservadas, mas a sensagidao de dor e
temperatura sdo anormais, como é o caso da neuropatia de fibras finas (Krarup,
2004).

2.1.3. Eletromiografia

A eletromiografia € uma técnica experimental de diagndstico que envolve
desenvolvimento, registro e analise de sinais mioelétricos. Esses sinais sao
formados por variagbes fisiolégicas no estado das membranas de fibras
musculares. Os fundamentos de eletromiografia referem-se a potenciais de agao
de unidades motoras individuais e do dominio tempo-frequéncia relacionado. Com
0 passar dos anos diversos avangos tecnoldgicos trouxeram melhorias na
qualidade de registro, aquisicdo de dados, representagdes graficas, técnicas de
modelagem e software para o tratamento do sinal todos incorporados aos
preceitos basicos ainda vigentes (Clarys, 2000).

O sinal eletromiografico € composto por potenciais de acdo de grupos de
fibras organizadas em unidades funcionais chamadas unidades motoras (Figura 2).
Esse sinal pode ser detectado por micro sensores introduzidos em uma agulha que
€ colocada no tecido muscular. Quando apenas duas ou trés unidades motoras
nos arredores dos sensores sdo ativadas, normalmente € possivel identificar
visualmente os potenciais de agao individuais, pois a incidéncia de sobreposicao
entre esses potenciais é relativamente baixa. No entanto, quando o sinal de
eletromiografico contém a atividade de quatro ou mais unidades motoras, os
potenciais de acgao individuais tornam-se, em grande parte, indistinguiveis a olho
nu, pois a incidéncia de sobreposi¢cao entre os dois ou mais potenciais de agao das

unidades motoras tornam-se numerosos e semelhantes (De Luca et al., 2006).
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Sinal Eletromiografico
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Figura 2. Representacao da decomposicao do sinal de ENMG nas unidades

motoras constituintes. (Adaptado de De Luca et al., 2006).

O potencial de agédo da unidade motora € o somatério do espago e do tempo
dos potenciais de acdo musculares individuais para todas as fibras de uma
unidade de motora unica. Portanto, o sinal de ENMG € a soma algébrica dos
potenciais de acao de unidades motoras dentro da area de deteccéo do eletrodo a
ser utilizado. Essa area do eletrodo quase sempre inclui mais de uma unidade
motora porque as fibras musculares de diferentes unidades motoras s&o
misturadas em toda a extensdo do musculo. Qualquer porgdo do musculo pode
conter fibras de 20 a 50 unidades motoras (De Luca et al., 2006; Whittaker et al.,
2012).

21.4.0ndaF

Em meados da década de 50, Magladery & Mcdougal homearam a onda F
desta forma devido ao fato de ter sido registrada pela primeira vez em musculos
intrinsecos do pé (Preston & Shapiro, 1990). A onda F utiliza estimulagao
supramaxima de um nervo motor e o registro do potencial de agcdo motor composto
(CMAP) de um musculo suprido por esse nervo. A onda F ocorre depois do
potencial do motor direto ou da resposta M. Com a estimulagdo mais proximal a

laténcia da resposta M aumenta, enquanto que a F diminui. Isto indica que o
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impulso para provocar a onda F viaja dos eletrodos de registro até a medula
espinal antes de retornar para os musculos distais ativados. Nervos mais motores
e mistos podem ser estimulados, mas alguns sao testados com mais frequéncia do
que outros. Os principais nervos testados sdo o mediano, ulnar, fibular e tibial. O
estimulo para induzir uma onda F pode ocorrer em qualquer ponto ao longo do
nervo, mas a por¢ao distal € a mais comumente utilizada (Mesrati & Vecchierini,
2004).

Apés ser descrita (Magladery & Mcdougal, 1950), e estudada clinicamente
(Kimura, 1974; Panayiotopoulos e Scarpalezos, 1977), a onda de F mostrou ter
uma ampla aplicacdo na avaliacdo de lesdes dos nervos periféricos. Ondas F
registradas consecutivamente variam de laténcia e amplitude, necessitando de
comparacgao de uma sequéncia de respostas para selecionar uma medida ideal. A
maior parte dos laboratérios utiliza persisténcia e laténcia minima como unicas
medidas praticas (Fierro et al, 1987; Fraser & Olney, 1992; Weber, 1998).

Ainda continuam os debates sobre o numero ideal de ondas F necessarias
para atingir os objetivos de diagndstico, a maioria dos laboratérios utiliza dez
estimulos. Alguns pacientes podem nao tolerar um grande numero de estimulos
necessarios para obter resultados mais precisos (Kostera-Pruszczyk et al., 2004).

A onda F é uma resposta tardia registrada a partir do musculo induzida por
impulso elétrico transmitida aos neurdnios alfa-motores da medula espinal. A
laténcia da onda F é avaliada na eletroneuromiografia de rotina fornecendo
informagdes quanto a condugdo no segmento proximal dos nervos. A amplitude da
onda F raramente é analisada, apesar e alguns autores acharam que este dado
poderia acrescentar informacgdes valiosas sobre a excitabilidade dos neurbnios
motores em diferentes estados de doenga (Kostera-Pruszczyk et al., 2004).

Individuos diabéticos podem apresentar aumentos nas laténcias minimas das
ondas F. Ao avaliar o nervo em todo o seu comprimento, como é feito na onda F,
as anormalidades podem ser encontradas em estagios iniciais. A Sindrome de
Guillain-Barré, por exemplo, pode afetar qualquer segmento do nervo, mas é mais
comum afetar o seguimento mais proximal primeiro. Se o paciente € testado cedo,
0s nervos podem permanecer normais. Conforme a doenga progride, a laténcia da
onda F pode aumentar ou pode ficar ausente, indicando desmielinizagdo. As
formas das ondas podem ser dispersas ou mostrar bloqueio de conducgéo.
Conforme o paciente comecga a recuperar as ondas F que estavam ausentes e as

laténcias que eram prolongadas podem retornar a normalidade (Kimura, 2001).
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Os nervos conduzem mais rapidamente com uma temperatura corporal mais
elevada, quanto mais frio o paciente, maior a laténcia pode ser. Cada clinica adota
o valor de referéncia padrao que considera mais adequado, geralmente o paciente
deve ficar em ambiente aquecido para que a temperatura do corpo esteja
adequada na hora do exame (Kimura, 2001).

As ondas F ndo sdo sensiveis em detectar neuropatias compressivas. Se o
estimulo for aplicado de forma distal a lesdo, a laténcia da onda F pode ser
prolongada ou ausente, estabelecendo a presenca de uma lesdo, mas o resultado

ndo indica o local exato da les&o (Jablecki et al., 2002).

2.2. Teste Sensorial Quantitativo (QST)

O teste sensorial quantitativo (QST) refere-se a procedimentos de diagndstico
em que intensidades de estimulos percebidos sio referenciados para testar
estimulos aplicados com intensidades definidas, ou seja, ocorre a determinagao de
limiares de percepcéo sensitiva junto a um estimulo de intensidade controlada (Shy
et al, 2003; Schestatsky et al., 2011). Assim, o QST & um meétodo n&o
completamente objetivo, necessitando de uma rigorosa padronizagédo. Protocolos
para QST fornecem informagdes importantes sobre as caracteristicas clinicas de
pacientes com sintomas de dor. No entanto, é dificil comparar resultados avaliados
por diferentes protocolos do teste entre os diferentes grupos de pesquisa. A
necessidade de estabelecer valores padrdo especificos controlados por idade e
sexo para cada protocolo do teste e a variedade de testes sensoriais tém
dificultado o uso rotineiro do QST (Magerl et al., 2010)

Avaliar sintomas sensoriais € uma parte essencial no exame neurolégico pois
a analise sensorial ajuda a determinar o diagndstico e avaliagdo da fungdo das
diferentes sub-modalidades do sistema somatossensorial (por exemplo,
mecanocepgao, propriocepgao termocepgao, nocicepgao, e viscerocepgao). Essas
submodalidades diferentes sdo transmitidas através de varias vias do sistema
nervoso periférico e central (Figura 3). Devido a complexidade da estrutura do
sistema somatossensorial, estudos mais abrangentes sobre area e qualidade das
alteracbes somatossensoriais se fazem necessarios. O mapeamento de sinais
sensoriais combinados com a determinacdo adequada da distribuicao

neuroanatdémica fornece pistas importantes para a localizacdo de uma lesdo ou
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disfuncdo que pode ser responsavel pelos sintomas de dor. E necessario examinar
pelo menos uma submodalidade processada pelo lemnisco medial (tato,
propriocepgao), e, além disso, uma submodalidade processada pelo Trato
espinotalamico (temperatura e dor) (Cruccu et al., 2008; Treede et al., 2008).
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Espinhal Fibras Nervosas

Aferentes

Figura 3. Desenho esquematico do sistema somatossensorial, ilustrando suas
duas divisoes. A informagdao somatossensorial € mediada pelo trato espino-
talamico (nocicepgdo, termocepcao, viscerocep¢dao) e o lemnisco medial
(mecanorecepg¢ao e propriocepgao). A viscerocepgcao também é mediada pelo

nervo vago. (Adaptado de Pfau et al., 2012)

A necessidade clinica do uso dos testes sensitivos estd aumentando de
acordo com a alta incidéncia de dor neuropatica e neuropatias de fibras finas
associadas com diabetes, HIV e quimioterapias. Assim, sdo necessarios protocolos
completos, porém breves para QST, ndo somente em neurologia, mas também em
endocrinologia, oncologia e clinica geral (Pfau et al., 2012).

O QST é uma ferramenta cientifica aceita para investigar alteragbes

somatossensoriais em pacientes com dor quando combinada com outros exames.
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Deve-se realizar um exame clinico abrangente que fornece informacoes
importantes sobre sistema somatossensorial, ja que o QST nao deve ser utilizado
como forma unica de diagnéstico de dor neuropatica (Treede et al., 2008).

O QST nao pode substituir métodos eletrofisiolégicos que investigam fungao
somatossensorial, mas pode complementa-los pois acessa diferentes parametros.
Uma abordagem promissora para superar essas limitagcbes € combinar e
correlacionar os achados do QST com exames funcionais (ENMG e imagem
funcional), exames estruturais (biopsias de nervo e de pele, estudos de imagem), e
monitorizagao de respostas terapéuticas através de multiplas avaliagdes (Leffler et
al., 2008; Siao & Cros, 2003; Pfau et al., 2012).

3. Proteina S100B: histérico, estrutura e fisiologia

S-100 é um conjunto de proteinas, altamente acidas, que formam um dimero
de ligacdo ao caélcio, com aproximadamente 20 kDa, que estdo amplamente
distribuidas em diferentes tecidos. As combinag¢des diméricas das cadeias a e
formam 3 subtipos, que sdo S-100ao (aa), S-100a (ap) e S-100b (BB). A proteina
S-100 foi isolada primeiramente do cérebro, mas pode ser encontrada em uma
variedade de células normais e neoplasicas (Moore, 1965; Fano et al., 1995). Além
de ser uma proteina astroglial, S-1008 também pode ser expressa em neurbnios
durante o periodo critico de desenvolvimento neuronal, podendo estar relacionada
a diferenciacéo dos neurdnios (Bhattacharyya et al., 1992; Yang et al., 1996; Van
Eldik et al., 1991; Korfias, 2006).

Os tipos de proteinas S-100AB e S-100BB foram descritas como S100B e
mostram ser altamente especificas do sistema nervoso, sendo abundantes no
citosol das células da glia do sistema nervoso central e periférico (astrécitos e
células de Schwann) e também se expressam em melandcitos, adipdocitos e
condrocitos, mas em concentra¢gdes muito baixas (Heizmann et al., 2002; Donato,
1986; Donato, 1991; Cocchia et al., 1981).

Pelo menos quatro possiveis subtipos de S-100 sdo conhecidos por serem
representados em tecidos humanos: S100A1 (musculo estriado, coragéo e rins)
(Kato & Kimura, 1985), S-100A1B (células astrogliais), S-100B (células astrogliais
e células de Schwann), e S-100BB (células astrogliais) (Donato, 1999; Zimmer et
al., 1995; Haimoto et al., 1987). Sabe-se que as células astrogliais sao tao

sensiveis quanto os neurbnios ao estresse causado por hipdxia, portanto podem
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refletir indiretamente um dano neuronal (Bottiger et al., 2001). A proteina S-100B é
metabolizada pelo rim e relatam-se diferentes estimativas da sua meia-vida
biolégica, a qual se acredita ser de aproximadamente 30 minutos a 2 horas
(Ghanem et al., 2001; Jonsson et al., 2000; Ytrebo et al., 2001; Westaby et al.,
1996).

Evidéncias reunidas ao longo dos ultimos 15 anos afirmam que os niveis de
S100B em fluidos bioldgicos se correlacionam com a presenca e a severidade de
doengas neuroldgicas. Pelo menos 26 proteinas que pertencem a familia de S-100
foram identificadas, as quais diferem principalmente pelo comprimento e sequéncia
da hinge-region e a extenséo da regido C-terminal (Figura 4) (Lippi et al., 2011,
Donato, 2003).

Nm%wm%w

HII H 1] HIV

Figura 4. Representagdo esquematica da estrutura secundaria de uma
proteina S100. Cada regido de ligagdo ao Ca®* (L1 e L2, em N- e C-terminal,
respectivamente) é flanqueada por a-hélices (hélices | e Il, hélices Il e IV por
L1 e L2, respectivamente). Uma regiao de link (hinge region, H) conecta a
hélice Il a hélice Ill. A Hélice IV é seguida por uma extensdo C-terminal. A
regiao hinge e a extensao C-terminal (em cinza) mostram a menor quantidade

de homologia da seqiiéncia. (Adaptado de Donato, 2001).

As proteinas S100 estdo localizadas no citoplasma e nucleo de uma grande
variedade de células e estdo envolvidas na regulagdo de alguns processos
celulares, tais como progressao do ciclo celular e diferenciagdo. Especificamente,
S100B regula a homeostase celular e a atividade enzimatica e inibe a fosforilagéo
da proteina kinase C da proteina 43 associada ao crescimento, que esta envolvida
no crescimento axonal e sinaptogénese durante o desenvolvimento e a
remodelacao sinaptica (Kévesdi et al., 2010)

Os genes S100 incluem, pelo menos, 13 membros, que estédo localizados em

cluster no cromossomo 1g21. O nome deste grupo de proteinas deriva da sua
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solubilidade em sulfato de aménio, que € 100%, em um pH neutro (Filippidis et al.,
2010). A proteina S100B esta envolvida no ajuste da morfologia celular,
influenciando a integridade do esqueleto citoplasmatico por inibir a unido de
microtubulos e filamentos intermediarios e também por influenciar a regulagéo da
organizagao estrutural da membrana (Donato, 1983; Donato, 1984; Sorci et al.,
1998; Zolese et al., 1988). S100B pode afetar também a atividade de descarga
elétrica neuronal através da modulagdo das correntes de potassio (Kubista et al.,
1999). Essa proteina também esta envolvida na resposta imune por exercer um
efeito sobre a realizagdo e regulagao das fungdes celulares microgliais (Adami et
al., 2001). S100B também exerce fungdes extracelulares quando é liberado nos
espacos extracelulares do cérebro (Shashoua et al.,, 1984; Van Eldik & Zimmer,
1987).

Apesar de S100B ser especificamente glial e expressa primariamente por
astrécitos e células de Schwann, ela pode ser encontrada em varios outros
sistemas de células ndo pertencentes ao nervoso, como adipdcitos, condrécitos,
pele, e ainda em células de glioblastoma e melanoma (Zimmer et al., 1995).
Contudo, S100B nao é expressa por todos os astrocitos, estudos mostram que a
expressao ocorre em um subtipo de astrocitos maduros que estdo préoximos aos
vasos sanguineos (Wang & Bordey, 2008). S100B pode ser encontrada em baixos
niveis no liquor e soro e, niveis normais desta proteina tém sido fortemente
relacionados com a auséncia de danos intracranianos (Figura 5) (Savola et al.,
2004).
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Figura 5. Representacado esquematica dos efeitos extracelulares de S100B em

neurénios da microglia, astrécitos, mioblastos, VSMCs, cardiomiécitos e

nervos periféricos. (A) Em condigoes fisiolégicas normais, S100 é secretada

por astrocitos exercendo efeitos tréficos sobre os neurénios e modulando a

atividade microglial envolvendo RAGE. (B) Quando presente no espaco

extracelular do cérebro em altas concentragcées, S100B ativa microglia e

astrécitos, participando assim na resposta inflamatéria e isto é

téxico para

os neurdnios por estimular excessivamente RAGE. (C) Em lesdao aguda de

nervo periférico, S100B produzido por células de Schwann ativas promove

migragdao de macrofagos e células de Schwann e a liberagdo de fatores

tréficos via RAGE participando assim da regeneragao de nervos periféricos.

(Adaptado de Donato, 2013).
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4. Enolase Neurdénio-Especifica (NSE)

A Enolase neurbnio-especifica (2-fosfo-D-glicerato-hidrolase) € uma proteina
soluvel do cérebro que foi descrita por Moore & McGregor em 1965 como sendo
uma enzima glicolitica expressa por dimeros isoenzimaticos compostos por trés
distintas subunidades (a, B, y). A subunidade a é amplamente distribuida em
tecidos de mamiferos e células gliais do cérebro, enquanto que a subunidade 3
esta localizada primariamente no musculo esquelético e no tecido do miocardio
(Moore & McGregor,1965; Barone et al., 1993; Zomzely-Neurath, 1983).

Trés diferentes isoenzimas foram encontradas no cérebro humano: aa, ay e
Yy, sendo as isoformas ay e yy conhecidas como Enolase Neurbnio-Especifica
(NSE), pois foram inicialmente encontradas no citoplasma de neurdnios e células
com diferenciagdo neuroendocrina. NSE €& considerada um marcador
neurobioquimico de dano cerebral tanto em humanos quanto em animais
(Marangos et al., 1987; Butterworth et al., 1996; Cunningham et al., 1996).
Assume-se que NSE, sendo uma enzima do citoplasma celular, € liberada durante
0 processo de destruicao da célula (Hardemark et al., 1989; Hatfield & McKernan,
1992; Horn et al.,, 1995). A isoenzima aa também é um dimero e foi designada
como uma Enolase nao neuronal (Non-Neuronal Enolase — NNE) (Moore &
McGregor,1965; Barone et al., 1993; Zomzely-Neurath, 1983).

Existem diferencas distintas nas propriedades bioquimicas entre as isoformas
ay e yy do tecido cerebral, a mais importante dessas diferengas €, aparentemente,
a completa falta de reatividade imunolégica cruzada, o que foi utilizado para
quantificagcdo de NSE por varios imunoensaios. O ponto isoelétrico de NSE € 4.7 e
€ caracterizado por estabilidade em relagdo ao cloreto, uréia e temperatura. A
tabela 4 mostra um comparativo entre as propriedades de NSE e NNE. Assume-se
que NSE, sendo uma enzima do citoplasma celular, é liberada durante a
destruigcao celular, sendo assim, a presenga de NSE na circulacéo esta relacionada
com uma alta taxa de mortalidade de células em diferenciagdo neuroenddcrina
(Zomzely-Neurath, 1983).
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Tabela 4. Comparativo entre as principais propriedades de NSE e NNE.
(Adaptado de Kaiser et al., 1989)

Non-Neuron Enolase @ Neuron-Specific
(NNE) Enolase (NSE)

Localizagao Células Gliais Neurdnios

Aparentemente ndo  Aparentemente
Perfil de

desenvolvimento

relacionado com a associado a diferencial

maturagao glial neural
Peso molecular 87.000 78.000
Subunidades

aa YY
componentes
Ponto isoelétrico (PH) 7.2 4.7
Reatividade (soro Anti-

+ -
NNE)
Reatividade (soro Anti-

- +
NSE)
Estabilidade (Cloreto) Nao Sim
Estabilidade (Uréia) Nao Sim
Estabilidade

Nao Sim
(Temperatura)

A identificagcdo especifica de NSE no sangue tem sido extensivamente
utilizada para detectar pequenas células tumorais de pulmao, neuroblastoma
(Massaron et al., 1998; Zeltzer et al., 1986), tumores neuroenddcrinos (Ishguro et
al., 1983), Doenga de Creutzfeldt-dacob (Zerri et al., 1995), melanoma maligno
(Lorenz & Dippold, 1989), seminoma (Fossa et al., 1992), carcinoma de células de
Merkel (Chang et al., 1998), meduloblastoma (Zeltzer et al., 1986), retinoblastoma
(Ke Ping et al., 1995) e sindrome de Guillain-Barré (Mokuno et al., 1994).

Fisiologicamente, NSE, que € uma proteina altamente soluvel, esta presente
apenas em quantidades insignificantes no sangue periférico e, consequentemente,
€ facilmente liberado no sangue por dano em tecidos e apresenta uma meia-vida

de aproximadamente 48 horas. Uma barreira hematoencefdlica alterada e a
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desintegracao astroglial causam a liberagdo substancial de NSE na circulagao
cerebral e sistémica (Bharosay et al., 2012).

5. S100B e Enolase Neurdnio-Especifica (NSE) e suas propriedades como

marcadores biolégicos

Nas ultimas décadas, marcadores neurobioquimicos de dano cerebral
ganharam uma atengdo especial em neurotraumatologia experimental e clinica
(Hardemark et al., 1989; Raabe et al., 1999; Herrmann et al., 2001). Enquanto que
proteinas estruturais da astroglia (proteina glial fibrilar acida) do tecido cerebral
neuronal (proteina do neurofilamento) foram principalmente utilizadas em situacdes
experimentais, Enolase Neurdnio-Especifica (NSE) e S-100B foram os marcadores
que devido a disponibilidade comercial e o poder de detecgcdo em amostras de
soro, atrairam crescentemente grupos de pesquisa clinica (Woertgen et al., 2000;
Bottiger et al., 2001).

Em diferentes estudos, uma relagéo significativa entre os niveis séricos de S-
100B e dano encefdlico severo (Herrmann et al., 2001), parada circulatoria
(Bottiger et al., 2001; Rosén et al., 1998; Rosén et al., 2001), acidente vascular
cerebral (Bertsch et al., 2001), insuficiéncia hepatica aguda (Ytrebo et al., 2000) e
complicacdes leves do sistema nervoso central durante cirurgia cardiaca com
circulacao extracorporea (Westaby et al., 1996) vem sendo demonstrados. No caso
de parada circulatéria e danos cerebrais, NSE também foi proposta como um
marcador adequado, mas foi considerado menos especifico que as proteinas S-
100 para a avaliagao de lesao cerebral (Woertgen et al., 2000; Fogel et al., 1997).

Além do liquido cefalorraquidiano (que também pode ser utilizado para
dosagem de avaliagdo de dano cerebral), NSE pode ser dosada também em soro
em adultos que sofreram traumatismo cranio-encefalico (Karkela et al., 1993;
Skogseid et al., 1992; Vazquez et al., 1995; Yamazaki et al., 1995). Muitos estudos
avaliaram niveis séricos de NSE como marcador de dano neuronal em pacientes
com uma ampla gama de condigbes neuroldgicas incluindo status epilepticus
(DeGiorgio et al., 1995), parada cardiaca (Rosén et al., 2001), Doenga de
Creutzfeldt-Jakob (Jimi et al., 1992) e cancer de pulmao metastatico (Van de Pol et
al., 1994). S100B também foi previamente avaliada em parada cardiaca, AVC,
hemorragia subaracnoidea e em pacientes com danos cerebrais por traumatismo
ou hipdxia (Rosén et al., 2001; Vos et al., 2010; Oertel et al., 2006; Wunderlich et
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al., 2004). Tanto NSE quanto S100B sao liberadas como um resultado de morte
celular neuronal ou astroglial apds hipdxia ou dano cerebral por trauma. Esses
marcadores refletem indiretamente dano neuronal isquémico, talvez principalmente
devido a um mecanismo que foi desencadeado por hipéxia (Rasmussen et al.,
2004; Mussack et al., 2002; Korfias et al., 2006; Rosén et al., 2001; Akelma et al.,
2012).

No cérebro, a expressao de S100B esta diretamente relacionada com o nivel
de serotonina (5-HT) e demonstrou ser induzida por estimulagao dos receptores 5-
HT1A (Haring et al., 1993; Whitaker-Azmitia et al., 1989; Whitaker-Azmitia et al.,
1990). Demonstrou-se que os agonistas dos receptores 5-HT1A protegem os
neurdnios contra danos causados por glutamato e estaurosporina (Ahlemeyer &
Krieglstein, 1997; Ahlemeyer et al., 1999; Prehn et al., 1993; Semkova et al., 1998;
Suchanek et al., 1998), entdo surge a questao que se um aumento da liberagéo de
S-1008 devido a estimulacdo dos receptores 5-HT1A estaria envolvida em
atividade anti-apoptoética dessas drogas. No entanto, ainda € discutido de forma
controversa se S-100B3 € um indutor de apoptose (Fano et al., 1993; Fulle et al.,
1997) ou € uma proteina neuroprotetora (Barger et al., 1995).

O papel de S-100B8 nas doengas neurodegenerativas ainda nao esta
completamente esclarecido. Demonstrou-se que ha um aumento de S-1008 no
liquido cerebrospinal de pacientes com deméncia frontotemporal (Green et al.,
1997), no cérebro de pacientes com Sindrome de Down (Allore et al., 1988; Griffin
et al., 1989), pacientes que sofreram AVC (Kim et al., 1996), lesdo cerebral
traumatica (Herrmann et al., 1999) e doenca de Alzheimer (Griffin et al., 1989),
onde parece estar relacionada com o numero e densidade de placas neuriticas
(Sheng et al., 1994). S-100B pode ter diferentes papéis durante o desenvolvimento
neuronal, onde induz o crescimento de neurites e promove a sobrevivéncia
neuronal e, com o passar dos anos, acelera a morte neuronal (Wang et al., 1998).

De acordo com Kirino et al., NSE parece ser um marcador de regeneragao
neuronal. Ela é liberada do cérebro para o fluido cerebrospinal como resultado de
lesdo cerebral aguda (Kirino et al.,, 1983). Niveis de NSE parecem estar
relacionados com danos no parénquima cerebral e mecanismos secundarios de
dano neuronal causado por edema e aumento da presséo intracraniana em casos
de derrame cerebral. Ha uma correlacéo positiva entre os niveis séricos de NSE e

uma piora em quadros de problemas neurologicos (Bharosay et al., 2012).
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O significado clinico da mensuracdo dos niveis de S100B tem aumentado
substancialmente em varias éareas da neurociéncia clinica, indo desde o
monitoramento e acompanhamento terapéutico de doengas neuroldgicas a um
amplo espectro de doencas traumaticas, isquémicas e degenerativas. O valor de
diagnéstico da S100B e o seu valor preditivo negativo na avaliagao de diversas
doencgas neurologicas € notavel e, o mais importante, ndo € comprometida pela
sua producao através de fontes extracranianas (Pham et al., 2010; Cervellin et al.,
2012).

5.1. S100B e NSE na Diabetes Mellitus tipo Il

A diabetes mellitus estd associada com alteragdes significativas no sistema
nervoso central. Algumas dessas modificagbes sao atribuidas a alteragdes na
integridade da barreira hematoencefalica (BHE) e a um aumento da incidéncia de
doenga cerebrovascular (Mooradian et al., 1997; McCall, 2002). Embora as
mudancas na BBB sejam facilmente demonstraveis em modelos animais de
diabetes, em seres humanos essas alteracbes ndo tém sido consistentemente
demonstradas. Isso se deve as limitagdes da tecnologia disponivel para estudar a
funcdo da BHE em seres humanos (Horani & Mooradian, 2003; Hovsepyan et al.,
2004).

A neuropatia € uma das complicagbes crdénicas mais comuns em pacientes
com diabetes. Um diagndstico rapido e preciso de neuropatia diabética € essencial
para que se possa intervir precocemente para diminuir a taxa de incapacidade e de
morte que estdo associadas a ela. H4 uma ampla gama de ferramentas de
diagnédstico disponiveis, no entanto, biomarcadores especificos para danos
neuronais ainda ndo sao completamente conhecidos. Tratando-se deste tema, a
Enolase neurdnio-especifica (NSE), que catalisa a conversao de 2-fosfoglicerato
em fosfoenolpiruvato, pode atuar como um biomarcador emergente na neuropatia
periférica em diabetes (Boulton, 2007; Li et al., 2013). Sabe-se que essa proteina
esta localizada principalmente em tecidos neuronais e, apds danos nesse tecido, a
NSE é liberada no liquido cerebrospinal e sangue, tendo uma meia-vida de
aproximadamente 48 horas (Marangos et al., 1987).

Neurdnios do sistema nervoso periférico residem nos ganglios em torno da
coluna e proximos aos seus orgaos-alvo. Nervos periféricos estao junto aos vasos

sanguineos que irrigam os 6rgaos. Em torno de cada fibra dos nervos periféricos
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esta o endoneurium, que é, em certo grau, analogo a barreira hematoencefalica. A
esse respeito, sabe-se que o fluido endoneurial € similar ao fluido cerebrospinal do
sistema nervoso central e durante o desenvolvimento de danos em nervos
periféricos, a quantidade desse fluido pode aumentar devido a irritacdo ou outros
estimulos deletérios. Contudo, ao contrario do sistema nervoso central que tem
protecdo da barreira hematoencefalica, o sistema nervoso periférico € mais
vulneravel e facilmente exposto a toxinas (Marieb & Hoehn, 2007).

Hiperglicemia e ambientes isquémicos ou de hipoxia induzem estresse
oxidativo no sistema nervoso. A oxidagao inativa varias enzimas glicoliticas,
incluindo Enolase, nos neurbnios (Abdul-Khaliq et al., 2003; Di Legge et al., 2003;
Herrmann et al., 1999; Horani et al., 2003). Para atender exigéncias energéticas
razoavelmente altas, as enzimas glicoliticas sdo compensatoriamente reguladas
para aumentar a sobrevivéncia dos neurénios (Kapural et al., 2002). A exposigéo
cronica ao quadro de hiperglicemia ou isquemia/hipoxia relacionada ao estresse
oxidativo pode levar a um aumento do risco de desenvolver neuropatia periférica,
que é caracterizada por neurodegeneracdo que muitas vezes é concomitante a
neuroregeneragao (Laemmli et al., 1970; Marchi et al., 2003). Durante esse
processo, a taxa de sintese de Enolase nos neurbnios afetados pode mudar e
pode causar a liberagdo de NSE no fluido endoneurial e soro. Li et al., postulam
que esta circunstancia pode ser indicativa de neuropatia diabética periférica
(DPNP), mas estudos prévios sobre a associacdo de NSE com DPNP séo bastante
limitados (Li et al., 2013; Sandhu et al., 2008).

A disponibilidade de biomarcadores confiaveis com funcao de barreira no soro
poderia melhorar muito a capacidade de estudar as alteracbes da BHE em
humanos sob condigbes fisioldégicas e patoldgicas. Niveis séricos da proteina
S100B e/ou a presencga de anticorpos anti-S100B sdo marcadores de aberturas na
barreira hematoencefalica (Kapural et al., 2002; Marchi et al., 2003; Missler et al.,
1997).

Estudos que utilizaram manitol para romper a BHE mostraram que pequenos
aumentos no nivel sérico de S100B estdo associados a sua ruptura, enquanto que
um aumento mais significativo nesses niveis € um indicativo de dano cerebral.
Essa ultima situacdo pode refletir também em um aumento dos niveis séricos de
NSE (Marchi et al., 2003). O aumento nos niveis da proteina S100B foi
documentado em varias condi¢gdes associadas ao rompimento da BHE, como

traumatismo craniano, tumores cerebrais invasivos, entre outros (Herrmann et al.,
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1999; Missler et al., 1997). Contudo, a ruptura da BHE parece nao refletir nos
niveis séricos de S100B e levando em consideracdo fontes de tecido mais
diversificadas, esses niveis de S100B na diabetes sdo modulados por uma
multiplicidade de variaveis que acabam por ofuscar a sua utilidade como um
marcador de integridade da BHE (Hovsepyan et al., 2004)

Alteracdes em niveis séricos de S100B e NSE relacionadas a diabetes em
humanos foi previamente estudada e demonstrou-se que os niveis séricos dessas
proteinas em pacientes com diabetes com historia de hipoglicemia severa nao
foram diferentes dos pacientes sem essa mesma condi¢do. Neste estudo, ndo foi
feita qualquer comparacédo com controles saudaveis, contudo, em dois dos trés
pacientes que morreram apos hipoglicemia, as concentragdes séricas de S100B e
NSE estavam elevadas. Os autores concluiram que a mensuragcdo das
concentracdes séricas dessas proteinas pode ter um papel prognostico na
avaliagao clinica apos hipoglicemia grave (Strachan et al., 1999).

Os achados de Al-Rawi & Atiyah indicam que as concentragées de NSE no
soro de pacientes diabéticos somente eram semelhantes as observadas em
pacientes com acidente vascular cerebral, onde estava significativamente
aumentada. Este fato indica que os pacientes diabéticos mostram algum tipo de
danos neuronais e/ou dano na barreira hematoencefalica (Al-Rawi & Atiyah, 2009).
Esta constatacdo estd de acordo com o estudo de Hovsepyan et al, que
demonstrou um aumento significativo no nivel de anticorpos contra NSE em
pacientes com diabetes tipo 1 e tipo 2 em comparagdo com controles saudaveis
(Hovsepyan et al., 2004).

Outra importante informacao € que foi observada uma elevagao significativa
nos niveis de NSE em pacientes diabéticos com neuropatia e, esses niveis
elevados estavam intimamente relacionados aos casos de neuropatia e essa
relacdo foi independente de outras co-variaveis. Além disso, houve uma correlagao
positiva entre os niveis de Enolase aumentados com os estagios de neuropatia.
Altos niveis de glicose tém sido relacionados com elevadas concentragdes sericas
de Enolase em pacientes que sofreram derrame (Selakovic et al., 2005). Além de
perturbacdées no SNC, a hiperglicemia induzida por perda de perdcitos contribui
para o rompimento da barreira hematoencefalica (Wunderlich et al., 1999).

Li et al., encontraram um leve aumento nos niveis séricos de Enolase em
pacientes diabéticos sem disturbios detectaveis do SNC e neuropatias periféricas.

Assim como a barreira hematoencefalica, a permeabilidade do endoneurium que é
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estruturalmente semelhante também pode ser maior em pacientes com diabetes.
Niveis mais elevados de NSE mostraram-se altamente associados com neuropatia
diabética periférica, sendo assim, niveis aumentados dessa proteina pode ser
indicativo de neuropatia e do nivel de danos nas fibras do nervo envolvidos, que
sdo associadas com alteragdes na sintese e liberagdo da Enolase.

Durante o processo de produgcdo de alteragbes patologicas, incluindo
desmielinizagdo e remielinizagdo associados com neuropatia diabética periférica,
NSE pode ser introduzida ndo s6 a partir de neurdnios afetados, mas também a
partir de células de Schwann afetadas que formam mielina, conforme foi sugerido
por Clegg et al., NSE foi detectada em oligodendrécitos bem como em neurdnios
(Clegg et al., 2003). Este fato pode explicar por que os niveis de NSE foram
maiores em neuropatia de fibras grandes do que em neuropatia de fibras
pequenas no espectro das neuropatias. Outros estudos que incluam mais
subcategorias de neuropatia diabética, juntamente com possiveis melhorias nas
técnicas de deteccdo de NSE serdo de suma importancia para corroborar as
hipoteses em questéao (Li et al., 2013).

Estudos que possam esclarecer a relagéo entre NSE e neuropatia observada
por Li et al., proporcionando uma abordagem adicional se fazem necessarios para
novas orientagdes em diagndstico precoce e manejo do diabetes e suas
complicagdes. Possivelmente, o estudo de Li et al., indicando esse aumento dos
niveis séricos de NSE em pacientes com diabetes e relacionando com a
neuropatia diabética pode proporcionar indicios para corroborar um biomarcador
potencial em neuropatia diabética. Se outros estudos forem capazes de confirmar
esses resultados, ou seja, um aumento de NSE no soro como um indicador de
neuropatia diabética ajudaria no diagndstico precoce, tratamento e seguimento da
populagao diabética (Li et al., 2013).
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo geral

Avaliar o papel da investigagcédo neurofisioldgica (estudo de condugao nervosa,
onda-F, resposta cutanea simpatica e teste de quantificagdo sensitiva) e dos niveis
séricos da proteina S100B e da Enolase neurbnio-especifica nos sujeitos com

diferentes graus de tolerancia a glicose (normais, pré-diabéticos e diabéticos).

6.2. Objetivos especificos

Avaliar a correlacdo entre dados clinicos, neurofisioldgicos e bioquimicos

nesta populagéo.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Type 2 diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized
by the presence of chronic hyperglycemia. Previous studies demonstrated that
patients with prediabetes states (PDM) have a natural history of progression to DM.
Neuropathy is the most common and disabling complication of diabetes and recent
advances in neurophysiology have enabled a refinement of neurophysiological
diagnostic techniques such as sympathetic skin response (SSR) and quantitative
sensory testing (QST). Biomarkers like Neuron-specific Enolase (NSE) and S100-
Beta Protein (S100B) has been described for many authors as associated with
damage at nervous system cells and are related with severity of injury as well as
clinical outcomes.

OBJECTIVE: The aim of this study is to evaluate neurophysiological findings and
compare them with clinical and biochemical findings (S100B and NSE) in patients
with DM, PDM and healthy controls.

METHODS: Patients at the outpatient Neurology and Endocrinology service were
randomized in a cross-sectional study. Participants underwent a battery of clinical
and neurophysiological tests that encompassed nerve conduction studies, F-wave,
SSR and QST. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) were perform to
quantify serum levels of NSE and S100B.

RESULTS: There were no difference regarding clinical evaluation, nerve conduction
studies and F-wave were between groups. The QST thresholds of warm (QSTw) and
QST pain (QSTp) were significantly elevated in patients with PDM and DM compared
to controls (P <0.05 for all comparisons). However, these parameters were not able
to distinguish among DM and PDM (P > 0.1 for all comparisons). The SSR was able
to differentiate DM from control group (P <0.01) but did not show difference between
PDM and control groups (P = 0.6). There was no difference on levels of S100B (P =
0.6) and NSE (P = 0.2) between the DM, PDM and control groups.

CONCLUSION: The QST and SSR are useful tests to evaluating patients with
different degrees of glucose tolerance. This study found no differences between
biomarkers NSE and S100B in subjects with DM and PDM.

KEYWORDS: S100B, NSE, diabetes, prediabetes, QST, neurophysiology, impaired

glucose tolerance.
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Introduction

Recent advances in Neurophysiology have enabled a refinement of
neurophysiological diagnostic techniques, allowing clinical researchers to more
accurately diagnose neuropathies. In addition to conventional studies performed in
electromyography like nerve conduction studies (NCS) and F-wave, special
techniques as sympathetic skin response (SSR) and quantitative sensory testing
(QST) can be used to improve the diagnosis and characterization of peripheral nerve
disorders [1].

Type |l diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by the
presence of chronic hyperglycemia accompanied by greater or lesser impairment in
the metabolism. The origin and etiology of diabetes mellitus can vary greatly but
always include defects of insulin secretion, insulin response or both at some point in
the course of the disease [2]. DM often impairs the nervous system (NS), with clinical
symptoms usually developing 15 to 20 years following the appearance of
hyperglycemia. While the damage of the NS is rarely a direct cause of death, it is
very frequently a major cause of morbidity [3].

Diabetic neuropathy (DN) is defined as presence signs and symptoms of
peripheral nerve dysfunction in cases of diabetes after exclusion of other possible
causes that could be related to this dysfunction [3]. The neuropathies associated with
diabetes are heterogeneous, which leads to a variety of clinical manifestations that
may be focal or diffuse [4].

Previous studies demonstrated that patients with prediabetes states (PDM)
have a natural history of progression to DM type 2 (DMII). Traditionally, neuropathy in
PDM and early DM is related to small myelinated and unmyelinated fibers
responsible for sensation of light touch, pain and temperature [4,5]. However, there is
convincing evidence of the involvement of the central nervous system (CNS) in the
pathogenesis of early stages of diabetic neuropathy [3,4,6-8].

The S100-Beta Protein (S100B) is found abundantly in the cytosol of glial cells
mainly at CNS but also at peripheral nervous system (astrocytes and Schwann cells
respectively). When affected by injury process may cause serum levels increase. The
Neuron-Specific Enolase (NSE) found in the cytoplasm of neurons is considered a
marker of cerebral injury, it is assumed that this enzyme is released during a process
of cell destruction [7,9,10].



75

Therefore, it is plausible to measure NSE and S100B in PDM and DM
subjects. The aim of this study is evaluate neurophysiological findings and serum
levels of the proteins S100B and NSE in patients with DM, PDM and health controls.

Subjects and Methods

Subject selection and Ethical aspects

Participants from the outpatient Neurology and Endocrinology service of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) were randomly enrolled after meet
inclusion criteria of PDM or DM and be over 18 year old in a cross-sectional study.
Hospital staff who agreed to participate in the study and did not meet criteria for DM
or PDM represent the study controls. Individuals with previous Neurology or
Endocrinology comorbidities apart from DM or PDM were excluded. All participants
signed an informed consent. The HCPA research ethics board approved the study.

Participants formed three groups: DM, PDM and controls.

Clinical evaluation
Initially we clinically assessed the Michigan Neuropathy Screening [11] and
the Survey of Autonomic Symptoms [12]. Assessors were blind for patients group

and did not engage with the following neurophysiological analysis.

Conventional Neurophysiological Tests (NCS/ F-wave / SSR)

We analyzed performed NCS from sural nerve and tibial nerve at right side as
well as F-wave responses according to standard technics [13,14] using a Medelec
Synergy ® electroneuromyograph. Ten artifact free F-wave responses using stimuli
with an intensity of 10% above the level for maximal M wave response were recorded
to access the minimum F-wave latency of each subject [15]. The SSR was examined
in the right foot using conventional methods [16,17]. The active surface electrode
was placed on the sole of the foot and the reference electrode on the dorsum of the
foot. Responses were recorded in a time window of 10 seconds, a gain of 0.2 mV,
and a band pass frequency filter of 0.1 Hz to 0.5 KHz. Electrical stimuli of 30 mA
intensity were delivered to the median nerve at wrist in other to generate SSR at foot
[16,17].
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Quantitative Sensory Testing (QST)

Warm and pain thresholds were assessed with the method of limits [18]. The
thermode was placed on the nondominant forearm (Figure 1). After a warning signal,
the temperature rose from an adaptation temperature of 30°C with a ramp rate of
1°C/s. The participant was asked to press as quickly as possible a button at the
moment the stimulation became warm or painful. Three assessments were taken
with an interstimulus interval of 40 seconds and thresholds were calculated by taking
the average temperature of the three assessments (Figure 2). Thermoalgesic stimuli
were applied at the skin of forearm ventral face with a contact thermode of 12.5 cm?
at a ramp rate of 1C/s. We used the method of limits to determine warm and heat
pain thresholds in all patients. Thresholds were defined as the mean value of three
stimuli separated by inter-stimuli intervals of at least 60 s [19]. After the clinical and

neurophsiological assessment, blood samples were collected.

A Warm B Warm
0°C 45°C
ZB'J'F o B 0 ok 2°C
Heat pain Heat pain
R 5100
o e N N
108
Figure1. Figure 2.
Quantitative sensory testing Thermal thresholds in normal subjects(A) and patients
devices(A). with small fiber disease(B).
Thermode position of the thermode Note higher thresholds for warm and pain sensation in a
in the arm(B). illustrative patient.

S100B and NSE measurement

Blood samples (3 ml) for S100B and NSE levels measurement were collected
by venipuncture with a vacuum system tube without anticoagulants by a trained
professional. Serum was obtained by centrifugation at 5,000 x g for 5 min and, soon
thereafter, it was frozen at -70°C until analysis. NSE and S100B serum levels were

quantified by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA; DiaSorin SpA,
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Saluggia, Italy and and Roche Diagnostics, Mannheim, Germany, respectively)
respectively, according to the manufacturer’s instructions. The detection limit of the
S100B immunoassay is 0.02 pg/L, the measuring range is comprised between 0.02
and 30 pg/L, the total imprecision (CV) is lower than 10%. Values above 0.5 ug/L are
considered “pathological” and 0.15-0.5ug/L “borderline” according previous studies
and the recommendations of the commercial representative [20, 21]. For NSE, the
lower limits of detection of the ELISA are 1.00 ng/mL. Normal values for NSE in adult
patients are less than 12.5 ng/mL. According to the laboratory that did the
measurements, pathological values were greater than 30 ng/mL. Therefore, NSE
data were stratified into normal (<12.5 ng/mL), intermediate (12.5 a 30.0 ng/mL) and
high (>30 ng/mL) [21].

Statistical analysis

We used nonparametric test Kruskall-Wallis for analisys of biomarkers. Tukey
test were used for demographic variables and QST, ANOVA one-way for NCS
variables. Associations between categories of variables were measured by the x2
test. Multivariate regression analysis was undertaken with outcome variables as
dependent variables. Statistical calculations were performed with SPSS v 18.0 for

Windows (SPSS Inc., Chicago, IL). Statistical significance was achieved if P<0.05.

Results

The clinical and demographic characteristics of the patients (DM and PDM)
and controls are depicted in Table 1. We observed that there was no statistically
significant difference among those three study groups regarding age (P = 0.1),
weight (P = 0.1), gender (P = 0.4), BMI (P = 0.2), Michigan Neuropathy Screening (P
= 0.4) and the Survey of Autonomic Symptoms (P = 0.2).
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Vs Diabetes Prediabetes Control Pl
(n=25) (n=11) (n=13)

Age (years)* 56 (53-59) 61 (54-69) 55 (50-60) 0.1
Sex, Male/ Female (%) 64 / 36 45.5/54.5 69.2/30.8 0.4
Weight* 82 (66.5-99) 73 (63-79) 80.9 (73.1-88.7) 0.1
Height* 165 (156-171) 165 (153-168) 170 (159-170) 0.7
BMI* 30.6 (28.2-33.0) 27.5 (24.3-30.6) 29.6 (27.3-31.8) 0.2
Michigan Screening* 1.2 (0-6) 1.0 (0-4) 0.81 (0-2.5) 0.4
Autonomic Survey* 1.62 (0-5) 1.19 (0-4) 1(0-3) 0.2

" Insignificant values P>0.05

* Mean values with lower and upper bound

There was statistically significant difference between groups regarding

sympathetic skin response (SSR) amplitude at foot. No differences between nerve

conduction and F-wave were observed among groups (Table 2).

Table 2. Nerve conduction values between the groups of study

. Diabetes Prediabetes Healthy control .
Variables P value
(n=25) (n=11) (n=13)
Latency (ms) 3.20 (0.79) 3.11+0.86 3.16+0.69 0.1
Sural Amplitude (mV) 11.23+1.96 12.08+2.61 12.50+2.16 0.4
Velocity (m/s) 44.65+4.33 46.57+3.75 46.89+4.44 0.1
e Latency (ms) 3.93+0.73 4.3110.65 3.99+0.75 0.7
Amplitude (mV) 6.07+1.76 5.65+1.56 6.83+2.20 0.2
F-wave | Minimum Latency (ms) 51.33.5 48.845.0 49.0+2.9 0.4
SSR Amplitude (mV) 1.2+0.6 1.310.3 1.4+0.5 <0.001

Concerning SSR measured in foot (See Table 3), the DM group was
significantly different from control (P < 0.01) and PDM group (P = 0.013), but show
no significant difference between groups PDM and control (P = 0.65).



Table 3. Post-hoc analysis of SSR abnormalities between groups

Groups comparison
PDM
DM
Controls
SSR
DM
PDM
Controls

P value

0.01*

<0.001*

0.01*

0.65

* Significant values P<0.05
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There was statistically significant difference of thermal thresholds among
groups DM, PDM and controls regarding QST warm (QSTw) and QST pain (QSTp)

(see Table 4).

With respect to the results of the QSTw, we found statistically difference

between groups DM versus control (P = 0.001) and PDM versus control (P = 0.01).

Between DM and PDM there was no significant difference (P = 0.8). Regarding

QSTp, there were also significance related to the groups DM versus control (P <

0.001) and PDM versus control (P = 0.02), although there was no significant
difference between the groups PDM and DM (P = 0.89) (Table 5).

Table 4. Thermal thresholds (°C) among groups

Prediabetes Healthy control .

Variables Diabetes (n=25) P value
(n=11) (n=13)
QST warm (°C)* 42+1.8 4121 37+1.5
QST pain (°C)" 51+£23 4919 45+2.3

! Significant values P<0.05
T Data are the mean and standard deviation
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Table 5. Profile data of the Quantitative Sensory Testing evaluation in the groups

Groups comparison P value*
PDM 0.8
DM
QST Controls 0.001*
warm DM 0.8
PDM
Controls 0.01*
PDM 0.08
DM
QST Controls <0.001*
pain PDM 0.08
PDM
Controls 0.02¢

* Significant values P< 0.05

No statistically significant difference was observed regarding biomarkers
S100B (P = 0.6) and NSE (P = 0.2) between DM, PDM and controls (see Table 6 and
Figure 3).

Table 6. Biochemical markers measurements of the samples of subjects.

. ) Prediabetes Healthy control .
Variables Diabetes (n=25) P value
(n=11) (n=13)
S100B (ng/uL)’ 0.22 (0.09-0.47) 0.15 (0.10-0.43) 0.24 (0.11-0.51) 0.6
NSE (ng/mL)’
13.8 (8.6-23.1) 17.3 (4.8-34.9) 29.4 (13.4-43.5) 0.2

" Insignificant values P >0.05
* Median values with lower and upper percentiles
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Figure 3.
Graphical representation of S100B (left) and enolase (right) between the study groups (p>0.05 in all

comparisons). Note the lack of difference between among groups

Discussion

Our study shows three main findings: (1) the QST demonstrated to be more
accurate than conventional neurophysiological tests and biochemical markers for
early detection of neuropathy, and thus may be a useful test in clinical practice for
assessing neuropathy in PDM and DM at early stages; (2) the amplitude of SSR
accessed at lower limb was able to differentiate the control group from the DM group,
and may be complementarily to QST for evaluation of patients in later stages glucose
tolerance; and (3) there was no statistically significant difference between serum
levels of NSE and S100B in the DM, and PDM control, suggesting preservation of

central circuits in PDM and DM.

QST/SSR versus NCS

In agreement with earlier studies, the present study was able to replicate
findings concerning QST, since this psychophysical test was able to differentiate
controls from DM and PDM groups [13,17,22,23]. This finding is of great relevance
since because the traditional EMG is sometimes unable to do so at early stages of
impaired glucose tolerance, like PDM and early DM, which was also confirmed in our
study [24,25].

There was no statistical difference comparing controls with groups DM and
PDM using NCS, highlighting the importance of using QST and SSR in routinely

assessment of patients with metabolic disturbance and suspected neuropathy.
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Although SSR only differentiate controls from DM, this tool is still valid to be
applied in clinical practice because of its simplicity and availability in

neurophysiologic lab worldwide.

Biomarkers

Although abnormal serum levels of NSE and S100B have been demonstrated
in numerous studies involving pathologies that affect central and peripheral nervous
system [8,26-30] the present study found no significant differences between these
biomarkers at DM, PDM and control groups. This can be explained by the fact that
minor dysfunction of small fibers and its Schwann cells at peripheral nerves may not
be capable to enhance S100B and NSE levels. In the same way, the slow and
gradual peripheral nerve damage mechanism involved at early states of impaired
glucose tolerance, plus the relatively short half-life elimination of these biomarkers
(48 hours for NSE and 2 hours for S100B), may play a role for the lack of
biochemical abnormalities. It may also suggest that patients with different degree of
glucose tolerance like PDM and DM did not have impairment at CNS since those
biomarkers have been validated in previous studies on assessing injuries mainly at
central level [20,29-32].

Another reason for not having found alterations of our biomarkers might be
due to the characteristics of DM and PDM which differs significantly from the
conditions assessed in previous studies i.e, acute and severe CNS clinical
conditions, such as traumatic brain injury, hypoxic brain injury and stroke [29-34].

However, a recent study from Li and collaborators found a significant increase
in NSE levels in patients with diabetes type | and type Il with neuropathy. This author
evaluated the serum levels in 568 subjects divided into 3 groups (control, diabetic
patients without neuropathy and diabetic patients with neuropathy) and found a
significant relationship between the rise of NSE serum levels in patients with DM
without neuropathy and an increase even greatly in DM with neuropathy [27]. It is
conceivable to think that the NSE alterations seen by those authors were due to the

inclusion of DM type | with unequivocal neuropathy.

Limitations of the study
Our study had some limitations: Firstly, our sample size was small. It is
possible that some of the findings did not show significance due to the small number

of individuals in each group. Secondly, we did not use more objective tools to detect
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small fiber neuropathy, such as laser [35] or contact heat evoked potentials [36] and
spectral analysis of heart rate variability [37]. Those techniques have been shown
accurate for assessment of early neuropathies. Clinical trials involving larger number
of participants and more powerful neurophysiological tests are needed to increase

the understanding about the role of biomarkers in prediabetis and diabetes.

Conclusions

Despite these limitations we conclude that QST and SSR are very useful tests
for evaluation of neuropathy in PDM and DM. The traditional electromyography is not
capable of early detect neuropathies in this population. This study found no
differences between biomarkers NSE and S100B in DM, PDM and control. Further
studies to increase the understanding regarding neurophysiological and biochemical

tests for prediabetes and diabetes are needed in order to confirm our impressions.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os achados deste estudo referentes ao QST e SSR mostraram que ha uma
eficiéncia por parte destes testes na deteccdo precoce de injurias no sistema
nervoso periférico. Também se pode constatar que os testes realizados nos estudos
neurofisiolégicos convencionais ndo foram capazes de mostrar essas alteragdes. O
presente estudo ndo encontrou relagcado entre os biomarcadores S100B e NSE com
possiveis danos nervosos em pacientes com diferentes graus de tolerancia a
glicose.

Técnicas mais acuradas de diagnostico, que possam acessar informacoes
neurofisioldgicas de forma mais sensivel, como o Contact Heat Evoked Potential
(CHEP), emergem como ferramenta promissora podendo acrescentar novas
informacdes em estudos futuros.

Novas pesquisas com tamanho amostral maior sdo necessarias para uma
maior compreensao no que tange a avaliagdo neurofisiolégica e o papel dos

biomarcadores em pacientes com diferentes graus de tolerancia a glicose.

10. ANEXOS

10.1. ANEXO 1

FICHA DE AVALIAGAO CLINICA:

Nome: Data: Exame n°: N° do prontuario:
Data de nascimento: / / Idade: Sexo:( )Masc. ( ) Fem. Peso: Altura:
Escolaridade: ( ) Nao alfabetizado ( ) 1°. Grau incompleto () 1°. Grau completo
( ) 2°. Grau completo () Superior

Profisséo: Endereco:

Cidade: UF: Fone:

DADOS LABORATORIAIS DO PRONTUARIO:

O paciente preenche critérios diagndsticos para diabetes mellitus?( ) SIM ( ) NAO

1.Hemoglobina Glicosilada = 6.5% OU




2.Hemoglicoteste capilar apés jejum de 8 horas (HGT) = 126mg/dL OU

3. Glicose sérica = 200mg/dL apds duas horas do teste de toleréncia a
glicose (TTG) com a ingestdo de 75g de glicose dissolvida em agua OU

4. Paciente com sintomas de hiperglicemia ou crise hiperglicémica e com
HGT = 200mg/dL

89

Interpretacdo dos resultados: A presenca de um ou mais dos critérios confirma o

diagndstico de DM

TESTE DE MICHIGAN:

NORMAL Sim Borderline Nao

0 1
ULCERACAO | Ausente Presente

D D D

E E E
REFLEXO Presente (0,5) Ausente

D D D

= E ya E E 7 7

SENSACAO VIBRATORIA DO DORSO DO PRIMEIRO DEDO DO PE (HALUX)

Presente (0,5) Reduzida Ausente

D D D

E E _ E
MONOFILAMENTO DE 10 GRAMAS NA REGIAO PLANTAR CORRESPONDEM A
CABECA DO PRIMEIRO METATARSIANO (ABAIXO DO HALUX)

Presente (0,5) Reduzido Ausente

D D D

E E E
TOTAL: /10 pontos

Interpretacéo dos resultados: Neuropatia Diabética se escore > 4

ESCORE AUTONOMICO:

0 N OO o0 A W DN -

. Vocé tem diarréia com frequéncia?

. Vocé sua quando come?

. Vocé desmaia ou fica tonto, com frequéncia, ao levantar? SIM( ) N
. Vocé tem problemas frequentes de erecéao?

. Vocé tem problemas frequientes em controlar a urina?

()

()

()

. Vocé tem constipagao/priséo de ventre com frequéncia? SIM ( )
. Vocé vomita apos comer com frequéncia? ()
()

()

. Vocé sua quando nao esta quente com frequéncia?

pi

p
O oooooo0o©9

]

Z

1

Z

1

Z

]

]

Z

1

Z

1

e e e T T e T

Z

~

N N N N N N N
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10.2. ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: Casos

Estamos realizando um estudo sobre o diagndstico precoce da neuropatia diabética
e sua evolugao ao longo do tempo. A neuropatia diabética € uma doenca que destroi
0s nervos em pessoas diabéticas podendo provocar desconforto nos pés e nas
maos. Para isso necessitamos avaliar pacientes com diabetes como vocé. A
participagcao no estudo envolvera:

1) Entrevista clinica: consistira no preenchimento de questionarios e exame fisico.

2) Analise de sangue: consistira na coleta de uma amostra de 10 ml de sangue para
quantificar a proteina S100B. A proteina S100B é uma substancia que pode estar
aumentada no sangue quando ha destruicdo dos nervos. A coleta pode causar
desconforto pela agulha e eventualmente uma pequena mancha escura na area da
puncgao.

3) Avaliagao neurofisiologica: sera realizada através da eletroneuromiografia e testes
de limiares sensitivos. A eletroneuromiografia é realizada com a aplicacédo de
pequenos estimulos elétricos sobre o trajeto dos nervos e complementada pelo
estudo dos musculos com eletrodos de agulha. Os testes de limiares sensitivos
consistem na avaliacdo das sensacdes térmicas por meio de placas colocadas sobre
a pele e que aumentam progressivamente de temperatura até que esta atinja uma
sensacao de dor. Ambas as técnicas acarretam apenas pequeno desconforto
passageiro, sem ocorréncia de lesdes na pele ou dor importante.

Vocé nao tera nenhum beneficio em participar deste estudo. Porém, contribuira para
o0 aumento do conhecimento no tema que podera ser importante no futuro.

Os riscos envolvidos s&o os relativos aos exames mencionados acima.

Todos os dados obtidos serdo confidenciais, sendo que o nome do paciente néo
sera divulgado na publicagdo dos resultados do estudo, assegurando total
privacidade das informagdes obtidas. Informagdes adicionais serdo prontamente
respondidas pelo médico que fara o exame. Havendo alguma duvida para
preenchimento dos questionarios, antes da decisdo do ingresso, sinta-se a vontade
para questionamentos. A nao participagdo no estudo ndo causara nenhum
impedimento a um eventual atendimento neste Hospital.

Eu, , fui informado(a) dos objetivos e

justificativas para a realizagdo deste estudo. Sei que estou livre para qualquer

questionamento, minhas duvidas foram respondidas de forma clara e recebi uma
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copia do termo de consentimento livre e esclarecido. Também estou ciente que
estou livre para solicitar informacdes a qualquer momento, que as informacgdes
obtidas me serao fornecidas e que terei liberdade de retirar este meu consentimento
de participagcdo a qualquer momento, mesmo apoés a assinatura do mesmo. Para
isso o telefone do Pesquisador Responsavel (Dr. Pedro Schestatsky, 51-33598564)

estara disponivel para esclarecimentos.

Nome do Paciente Nome do Pesquisador

X X

Data: / / Data: / /
Assinatura do Paciente Assinatura do Pesquisador
X X

10.3. ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: Controles

Estamos realizando um estudo sobre o diagndstico precoce da neuropatia diabética
e sua evolugao ao longo do tempo. A neuropatia diabética € uma doenca que destroi
0s nervos em pessoas diabéticas podendo provocar desconforto nos pés e nas
maos. Para isso necessitamos avaliar, além de pacientes com diabetes, também
pessoas que nao possuem diabetes. Vocé esta sendo convidado a participar desse
grupo de pacientes que n&do possuem diabetes. A participagdo no estudo envolvera:
1) Entrevista clinica: consistira no preenchimento de questionarios e exame fisico.

2) Analise de sangue: consistira na coleta de uma amostra de 10 ml de sangue para
quantificar a proteina S100B. A proteina S100B é uma substancia que pode estar
aumentada no sangue quando ha destruicdo dos nervos. A coleta pode causar
desconforto pela agulha e eventualmente uma pequena mancha escura na area da
pungao.

3) Avaliagao neurofisioldgica: sera realizada através da eletroneuromiografia e testes

de limiares sensitivos. A eletroneuromiografia é realizada com a aplicacédo de
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pequenos estimulos elétricos sobre o trajeto dos nervos e complementada pelo
estudo dos musculos com eletrodos de agulha. Os testes de limiares sensitivos
consistem na avaliagdo das sensagdes térmicas por meio de placas colocadas sobre
a pele e que aumentam progressivamente de temperatura até que esta atinja uma
sensacao de dor. Ambas as técnicas acarretam apenas pequeno desconforto
passageiro, sem ocorréncia de lesdes na pele ou dor importante.

Vocé nao tera nenhum beneficio em participar deste estudo. Porém, contribuira para
o0 aumento do conhecimento no tema que podera ser importante no futuro.

Os riscos envolvidos séo os relativos aos exames mencionados acima.

Todos os dados obtidos serdo confidenciais, sendo que o nome do paciente néo
sera divulgado na publicagcdo dos resultados do estudo, assegurando total
privacidade das informagdes obtidas. Informagdes adicionais serdo prontamente
respondidas pelo médico que fara o exame. Havendo alguma duvida para
preenchimento dos questionarios, antes da decisdo do ingresso, sinta-se a vontade
para questionamentos. A nao participagdo no estudo nao causara nenhum
impedimento a um eventual atendimento neste Hospital.

Eu, , fui informado(a) dos objetivos e justificativas

para a realizacdo deste estudo. Sei que estou livre para qualquer questionamento,
minhas duvidas foram respondidas de forma clara e recebi uma cépia do termo de
consentimento livre e esclarecido. Também estou ciente que estou livre para solicitar
informacgdes a qualquer momento, que as informacdes obtidas me serdo fornecidas
e que terei liberdade de retirar este meu consentimento de participacdo a qualquer
momento, mesmo apdés a assinatura do mesmo. Para isso o telefone do
Pesquisador Responsavel (Dr. Pedro Schestatsky, 51-33598564) estara disponivel

para esclarecimentos.

Nome do Paciente Nome do Pesquisador

X X

Data: / / Data: / /
Assinatura do Paciente Assinatura do Pesquisador

X X




