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RESUMO

Foram avaliados 49 pacientes (20 homens e 29 mulheres), portadores
de diabete melito (DM) tipo 2, com idade média de 56.69 + 6.44 anos e duracao da
doencga de 0.17 a 30 anos e 18 individuos saudaveis (4 homens e 14 mulheres),
com idade média de 54.33 + 7.48 anos. Os objetivos do estudo foram: 1) Avaliar o
valor do processamento imunohistoquimico da inervagao cutdanea com anticorpo
policlonal anti produto do gene protéico 9.5 (PGP 9.5), como método de detecgao
de comprometimento das fibras finas e conseqiiente diagnéstico de neuropatia em
pacientes portadores de DM tipo 2, 2) Determinar a possibilidade de identificacao
diagnéstica dos subgrupos de diabéticos, classificados previamente por métodos
clinicos e neurofisiolégicos, com base nos resultados do nimero das fibras
nervosas intra-epidérmicas (FNI) imunoreativas ao PGP 9.5 (PGP-IR), 3) Verificar
o modelo de envolvimento das fibras nervosas no DM tipo 2. Os pacientes foram
divididos em 4 subgrupos: classe 1 (n=15), auséncia de neuropatia, classe 2
(n=8), neuropatia assintomatica, classe 3 (n=8), neuropatia sintomatica com
estudo da condugao nervosa (ECN) normal e classe 4 (n=18), neuropatia
sintomatica com ECN anormal. No grupo de diabéticos, o ECN, as escalas de
sintomas e sinais e o reflexo cutaneo simpatico (RCS) estavam alterados em 26
(563.06%) pacientes, 27 (55.1%) pacientes, 38 (77.6%) pacientes e 14 (28.5%)
pacientes, respectivamente. Em individuos normais e diabéticos, amostras de pele
de 3 mm de diametro foram retiradas da porc¢ao distal da perna direita, 10 cm

acima do maléolo lateral e processadas pelo método de imunofluorescéncia




RESUMO

indireta, usando anti PGP 9.5. A densidade linear, numero de fibras intra-
epidérmicas por milimetro de epiderme, foi o parametro de quantificagao
empregado. As fibras intra-epidérmicas PGP-IR distribuiram-se por todas as
camadas vitais da epiderme, apresentando - se com uma densidade linear de 7.04
+ 2.46 nos controles e de 1.40 + 0.97 nos diabéticos. Os subgrupos de diabéticos

apresentaram densidade linear com os valores de 2.39 + 0.53 para a classe 1,

1.51 £ 0.49 para a classe 2, 1.36 + 0.41 para a classe 3 e 0.54 + 0.79 para a
classe 4. A densidade das fibras PGP-IR estavam significantemente (p=0.001)
reduzidas nos pacientes das classes 3 e 4, quando comparados com os da classe
1. Os resultados obtidos sugeriram que a determinagdo da densidade linear das
FNI, permite a detecgdo do envolvimento das fibras nervosas finas, contribuindo
para o diagnostico da neuropatia diabética, inclusive em estagios subclinicos, nos
pacientes portadores de DM tipo 2, além de possibilitar a diferenciacdo entre o
subgrupo classe 1 dos subgrupos classe 3 e 4. Foi constatado, também,
comprometimento das fibras mielinicas grossas em 26 (53.06%) pacientes e da
fibras finas em 49 (100%) pacientes, estabelecendo assim dois possiveis padroes
de envolvimento de fibras nervosas no DM tipo 2, comprometimento associado

das fibras grossas e finas e seletivo das fibras finas.
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1.1. APRESENTAGCAO

A neuropatia diabética € uma complicagdo comum do diabete melito
(DM), associada a consideravel morbidade e mortalidade (VINIK et al., 1992). Na
neuropatia diabética podem ser acometidas as fibras amielinicas e as mielinicas
grossas e finas, determinando padrdes clinicos especificos (THOMAS & OCHOA,
1993). Quando a disfungdo predomina nas fibras mielinicas grossas, ocorrem
diminuicdo dos reflexos tendinosos profundos, um grau variavel de fraqueza
motora, anormalidades na discriminagdo de dois pontos, na sensibilidade
vibratoria e proprioceptiva. A perda da fungio das fibras mielinicas finas e
amielinicas produzem disturbios da apreciacéo da dor, temperatura e das funcdes
autondmicas (BROWN & ASBURY, 1984; VINIK et al., 1992; THOMAS & OCHOA,
1993).

No DM a definigao precisa do modelo de envolvimento das fibras finas e
grossas, se seletivo e independente ou em associagdo progressiva, esta para ser
estabelecido. Alguns autores relataram envolvimento seletivo (LEVY, ABRAHAM,
ABRAHAM, 1987; LE QUESNE, FOWLER, PARKHOUSE, 1990), enquanto
outros, generalizado das fibras (DYCK et al., 1986b). A diferenciacio das classes
de fibras afetadas € possivel através de testes funcionais e morfologicos
especificos. A populagéo das fibras mielinicas grossas & avaliada através das
técnicas eletrofisiolégicas de condugdo nervosa (GREENE et al., 1981;
DORFMAN et al., 1983; WINEGRAD, SIMMONS, MARTIN, 1983) e das medidas

do limiar da percepgao vibratéria (DYCK et al., 1978, FAGIUS & WAHREN, 1981:
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HEIMANS, BERTELSMANN, VAN ROOY, 1986). A avaliagdo das fibras
amielinicas e mielinicas finas inclui métodos tradicionais, como os testes
quantitativos sensitivos do limiar da percepgao térmica e dolorosa (DYCK et al.,
1978; BERTELSMANN et al., 1985), o estudo morfométrico do nervo sural
(BEHSE et al., 1975; OCHOA, 1978), a microneurografia intraneural (VALLBO et
al., 1979), o reflexo cutidneo simpatico (RCS) (SHAHANI et al., 1984), o teste
quantitativo do reflexo axénico sudomotor (LOW, 1987a), o teste da funcao
térmica reguladora da sudorese (STEWART, LOW, FEALEY, 1992). Estes
métodos, entretanto, apresentam aplicabilidade clinica limitada, devido as
dificuldades técnicas de execucado (VALLBO et al., 1979) e a baixa especificidade
(OCHOA, 1978; JAMAL et al., 1987). Em pacientes portadores de neuropatia
diabética, os testes padroes de fungao autondémica, condugéo nervosa e sensitivos
quantitativos, incluindo o limiar de percepcao vibratoria e térmica, falharam em
demonstrar diferencas significativas na fungdo das fibras mielinicas grossas e
finas (VEVES et al., 1994). Como alternativa aos métodos tradicionais, surgiu um
novo e promissor método de avaliagdo das fibras finas, baseado no
processamento imunohistoquimico de fragmentos cutaneos, com o anticorpo
policlonal anti produto do gene protéico 9.5 (PGP 9.5), e determinacéo da
densidade linear das fibras intra-epidérmicas imunoreativas ao PGP 9.5 (PGP-IR)
(WANG et al., 1990; KENNEDY et al., 1996; HOLLAND et al., 1997). O
procedimento é minimamente invasivo, de baixa morbidade e custo (MCCARTHY
et al., 1995), propicia reducéo do erro amostral pela retirada dos fragmentos de

pele em locais previamente escolhidos, na dependéncia dos sintomas e dos
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achados dos exames clinico e neurofisiolégico, além de possibilitar melhor
determinacdo da extensdo proximal distal do envolvimento neuropatico pela
amostragem em mais de um local. Quando aplicado as neuropatias sensitivas de
diferentes etiologias, apresentou eficiéncia diagndstica em torno de 88%
(MCARTHUR et al., 1998).

Especificamente, em relagdo as neuropatias sensitivas diabéticas, a
quantificacdo imunohistoquimica das fibras nervosas amielinicas e mielinicas de
fino calibre revelou-se Util na documentagdo do diagnéstico, da progressao da
doenca (KARANTH et al., 1989; SPRINGALL et al., 1991; LEVY et al., 1992:
KENNEDY & WENDELSCHAFER-CRABB, 1993; PROPERZI et al., 1993:
MCCARTHY et al., 1995) e na avaliagéo objetiva dos resultados terapéuticos em
humanos e modelos animais (DIAMOND, HOLMES, COUGHLIN, 1992: ALBERS,
WRIGHT, DAVIS, 1994).

No presente trabalho buscaremos demonstrar o valor do
processamento imunohistoquimico da inervagao cutanea com anticorpo policlonal
anti-PGP 9.5, na detecgdo do envolvimento das fibras finas e diagnéstico de
neuropatia, em 4 subgrupos de pacientes portadores de DM tipo 2, classificados
previamente através de métodos clinicos e neurofisiol6gicos e de acordo com a
auséncia, presenca e caracteristicas clinicas da neuropatia. Buscaremos também
definir se a avaliagao isolada das fibras intra-epidérmicas PGP-IR, possibilita a
identificagdo dos subgrupos de diabéticos, além de tentarmos estabelecer o
modelo de envolvimento das fibras nervosas na neuropatia diabética, mediante a

avaliagéo conjunta do estudo da condugéo nervosa (ECN) e das fibras intra-
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epidérmicas PGP-IR. Para uma compreensao mais adequada do tema a ser
desenvolvido, faremos algumas consideragbes gerais sobre a epiderme, DM e

neuropatia diabética.

1.2. CARACTERISTICAS GERAIS DA EPIDERME

1.2.a. Tipos celulares da epiderme

A epiderme é constituida por dois tipos celulares: os queratindcitos e as
células dendriticas. Os queratinécitos, a medida em que se diferenciam em células
cornificadas definem as quatro camadas epidérmicas, basal, espinhosa, granulosa
e cornea. A epiderme & separada da derme papilar pela membrana basal
dermatoepidérmica, que contém em sua composi¢ao colageno tipo IV e diversas

glicoproteinas (MILNE, 1972).

1.2.b. Receptores sensoriais e fibras nervosas cutaneos

Em cada sistema sensorial, o contato inicial com o mundo externo
ocorre através de células especializadas denominadas receptores sensoriais, que
transduzem e codificam os estimulos em sinais neurais os quais permitem a
interpretacédo do mundo fisico exterior (KANDEL, SCHWARTZ, JESSELL, 1997). A

especificidade do receptor a um tipo principal de energia de estimulo, define a
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modalidade de toda a via sensorial, desde o receptor até o cortex (KANDEL et al.,
1997).

O sistema sensorial somatico medeia as sensagdes térmicas
provocadas por estimulos frios ou quentes, as tateis, provocadas pela estimulacéo
mecanica da superficie corporal; as proprioceptivas, provocadas pelo
deslocamento dos musculos e das articulagdes; as dolorosas, provocadas por
estimulos nocivos quimicos, mecanicos ou térmicos. Estas sensacées podem
ainda se combinarem para produzir experiéncias sensoriais mais complexas
(KANDEL et al., 1997).

Os receptores cutaneos corpusculares e as terminagdes nervosas livres
sao os dois tipos, morfologicamente distintos, de dérgédos receptores sensitivos
presentes na epiderme (CAUDA, 1973). As células de Merkel, representando os
receptores cutaneos corpusculares mecanicos de adaptacgao lenta, estao situadas
na base da epiderme e derme e sao estruturadas para responderem a deformacao
mantida da superficie cutdnea, desempenhando papel na transmissdo da
sensibilidade tatil e da pressao (WINKELMANN & BREATHNACH, 1973; LACOUR
et al., 1991). As terminagbes nervosas livres originam-se a partir das fibras
amielinicas ou mielinicas finas, que se ramificam extensamente na epiderme
(NOVOTNY & GOMMERT-NOVOTNY, 1988; KARANTH et al., 1991; KENNEDY &
WENDELSCHAFER- CRABB, 1993), constituindo os receptores sensoriais
responsaveis pela percepcéo térmica e dolorosa (LIGHT & PERL, 1993). Os

axonios amielinicos sdo os constituintes predominantes dos nervos cutaneos, de
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trés a cinco vezes mais numerosos que as fibras mielinicas. (IGGO & ANDRES,
1982; MUNGER & IDE, 1988).

Em seres humanos, dados experimentais com microneurografia,
indicam dois tipos de receptores térmicos cutaneos, um para o frio e outro para o
calor. Os receptores para o frio relacionam-se as fibras nervosas mielinicas finas e
os receptores para o calor as fibras amielinicas (MACKENZIE et al., 1975;
OCHOA & TOREBJORK, 1989; LIGHT & PERL, 1993). Os receptores para a dor,
unidades aferentes primarias que sinalizam estimulos suficientemente intensos
para produzirem danos teciduais, relacionam-se as fibras amielinicas, € em menor
escala, as mielinicas finas (MACKENZIE et al., 1975; MUNGER & IDE, 1988;
LIGHT & PERL, 1993). O mais comum, relacionado a aproximadamente 80% do
total de fibras amielinicas (KANDA et al., 1991), o receptor polimodal, responde a
mais de uma forma de energia, ou seja, @ mecanica, quimica ou térmica (LIGHT &
PERL, 1993) e apresenta campos receptivos que variam de 1mm a 1cm

(TOREBJORK & HALLIN, 1974).

1.2.c. Caracteristicas morfolégicas da inervacao cutanea

No decorrer dos ultimos trinta anos, a avaliagao das fibras epidémicas
apresentaram uma longa e controvertida série de estudos. Alguns rejeitando a sua
existéncia (BREATHNACH, 1977), outros a confirmando, porém restringindo-as as
camadas basais da epiderme (CHOUCHKOV, 1974; CAUDA, 1980) e, finaimente,

estudos que definiram a sua presengca em diferentes niveis da epiderme
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(NOVOTNY & GOMMERT-NOVOTNY, 1988; WANG et al., 1990; KARANTH et al.,
1991; KENNEDY & WENDELSCHAFER- CRABB, 1993; HILLIGES, WANG,
JOHANSSON, 1995).

As fibras nervosas intra-epidérmicas (FNI) representam extensoes dos
nervos sensitivos, amielinicos e finamente mielinizados, do plexo neural
subepidérmico (PNS), os quais penetram na epiderme, distribuindo-se através da
camadas basal, espinhosa e granulosa (KARANTH et al.,, 1991; KENNEDY &
WENDELSCHAFER- CRABB, 1993; HILLIGES et al., 1995; KENNEDY et al.,
1996). KENNEDY et al. (1996) estabeleceram cinco tipos morfolégicos de
terminacdes nervosas na epiderme, diferindo em comprimento, padrio de
ramificagao e territério de projeg¢ao: a) fibras verticais Unicas com ramos terminais
curtos, b) fibras curtas que se ramificam imediatamente apds entrarem na
epiderme, c) nervos com ramos multiplos antes ou apos transporem a membrana
basal penetrando na epiderme a distancias variaveis d) fibras verticais Unicas com
um ou dois ramos na camada espinhosa e) fibras Unicas, curtas, que terminam na
camada de células basais. O significado funcional dos diferentes grupos

morfolégicos nao foi estabelecido (KENNEDY et al., 1996).

1.2.d. Métodos de quantificagao dos nervos cutineos

Na tentativa de avaliar a inervagdo cutanea, estudos empregando

diferentes técnicas, impregnacdo pela prata (NOVOTNY & GOMMERT-
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NOVOTNY, 1988), coloragdo pelo azul de metileno (ARTHUR & SHELLEY, 1959)
e, mais recentemente, marcadores imunohistoquimicos (DALSGAARD et al.,
1983; BJORKLUND et al., 1986; DALSGAARD, RYDH, HAEGERTRAND, 1989;
TERENGHI et al., 1991; KENNEDY et al., 1996), foram utilizados no decorrer das
ultimas décadas. Os métodos de quantificagdo dos nervos cutaneos evoluiram em
paralelo com o avanco da tecnologia computacional de imagens e da
imunohistoquimica, em particular com a recente disponibilidade de anticorpos
contra peptideos neurais especificos (WILSON et al., 1988; KARANTH et al,
1989; KARANTH et al., 1991; TERENGHI et al., 1991) e marcadores neurais
gerais (THOMPSON et al., 1983; HACKER et al., 1985). Diferentes peptidios
neuroativos, demonstrados por estudos imunohistoquimicos, foram localizados
nas fibras nervosas cutdneas, atuando como mediadores ou moduladores da
transmissao nervosa (GIBBINS, WATTCHOW, COVENTRY, 1987; DALSGAARD
et al, 1989). Nas fibras sensitivas amielinicas aferentes, expressam-se,
principalmente, o peptideo relacionado ao gene da calcitonina e a substancia P,
envolvidos na percep¢éo dolorosa (DUBNER & BENNETT, 1983), nos processos
inflamatérios neurogénicos (FOREMAN, 1987) e como fatores troficos no
crescimento de fibroblastos e queratindcitos (NILSSON, VON EULER,
DALSGAARD, 1985: TANAKA et al., 1988). Os marcadores neurais gerais, que se
associam a todos os tipos de fibras nervosas, incluem a enolase neurdnio
especifica, os neurofilamentos protéicos e o PGP 9.5 (THOMPSON et al., 1983;

HACKER et al., 1985; GULBENKIAN, WHARTON, POLAK, 1987).
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A proteina neural de localizagdo citoplasmatica, o PGP 9.5, descrita por
JACKSON & THOMPSON em 1981, abriu a possibilidade de estudos
imunohistoquimicos refinados envolvendo células neuroendécrinas e neurais. (0]
PGP 9.5 é uma hidrolase ubiquitina, ndo associada com elementos estruturais e
secretorios das células, com significado funcional desconhecido (WILKINSON et
al., 1989), expressa em todos os tipos de fibras nervosas aferentes e eferentes
(GULBENKAIN et al.,1987; LUNDBERG et al., 1988; DALSGAARD et al. 1989;
KARANTH et al., 1991).

A imunoreagdo ao PGP 9.5 é muito consistente, quantitativa e
qualitativamente para a visualizagdo das fibras nervosas cutaneas (DALSGAARD
et al., 1989; WANG et al., 1990; KARANTH et al., 1991). As fibras nervosas
autondémicas e sensitivas PGP-IR, sdo em maior nimero e melhor definidas do
que aos demais marcadores neurais gerais e peptideos especificos (DALSGAARD
et al, 1989; KARANTH et al., 1991; MOLINA et al., 1992; KENNEDY,
WENDELSCHAFER-CRABB, BRELJE, 1994). Em bidpsia de pele de individuos
normais, a imunoreatividade ao PGP 9.5 é observada intensamente nas
terminagdes nervosas livies da derme e epiderme, em torno dos foliculos
capilares, das glandulas sudoriparas, dos feixes nervosos relacionados aos vasos
sanguineos e dos musculos eretores dos pelos (DALSGAARD et al., 1989
KARANTH et al., 1989; LEVY et al., 1989; KARANTH et al., 1991; LEVY et al.,
1992; MOLINA et al., 1992; PROPERZI et al., 1993; WALLENGREN et al., 1995).
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1.3. DIABETE MELITO

1.3.a. Definigdo

O DM é um grupo de doencas metabodlicas decorrentes da falta de
insulina e/ou da incapacidade da insulina exercer adequadamente os seus efeitos.
Caracteriza-se pela presenga de hiperglicemia e por complicagdes cronicas
microvasculares, macrovasculares e neurolégicas (AMERICAN DIABETES

ASSOCIATION, 1997).

1.3.b. Aspectos epidemiologicos

O DM é um dos mais importantes problemas mundiais de satde da
atualidade, em termos do numero de pessoas afetadas, incapacitacao,
mortalidade prematura, custos envolvidos no seu controle e no tratamento de suas
complicagdes.

A prevaléncia do DM tende a aumentar, devido a longevidade
progressiva das populagdes e modificagdes socioculturais induzidas pela
urbanizagao (ZIMMET, 1992; ATKINSON & MACLAREN, 1994), com proje¢des da
existéncia nos anos 2000 e 2010, respectivamente, de 175 milhdes e 239 milhdes
de diabéticos em todo o mundo.

O DM tipo 1 é mais freqliente entre os descendentes de europeus do

norte € menos comum em outros grupos raciais, como negros, nativos americanos
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e asiaticos (DIABETES EPIDEMIOLOGY RESEARCH INTERNATIONAL
MORTALITY STUDY GROUP, 1991). As diferengas de incidéncia em populagées
racialmente distintas sao justificadas pela suscetibilidade genética, predominante
no tipo 1, entretanto, a dieta e outros fatores ambientais podem também
desempenhar papéis importantes (MACLAREN & ATKINSON, 1992).

O DM tipo 2 é a forma mais comum da doenca, presente em 85-90%
dos diabéticos dos paises desenvolvidos. Apresenta uma distribuicgo global e sua
prevaléncia varia de pais para pais, em diferentes grupos étnicos no mesmo pais,
e entre os mesmos grupos étnicos submetidos a migragdes interna e externa. O
desenvolvimento do DM tipo 2 esta associado a interagao de fatores genéticos e
ambientais. As menores taxas de prevaléncia ocorrem entre os esquimés e as
populagdes do oriente e as maiores, entre os indios americanos, as populagdes

urbanizadas das ihas do Pacifico e os emigrantes asiaticos (ZIMMET, 1982).

1.3.c. Classificagao do Diabete melito

A nova classificagdo proposta pela Associagdo Americana de Diabete
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1997) estabelece :

a) DM tipo 1 - Mediagdo imune e Idiopatica

b) DM tipo 2

c) Outros tipos especificos de DM
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Diabete melito tipo 1- Mediag&o imune

Esta forma de diabete refere-se a um processo patolégico em particular,
caracterizado pela destruicdo imunolégica das células beta pancreaticas de
individuos geneticamente suscetiveis (ATKINSON & MACLAREN, 1994).
Individuos com alto risco de desenvolverem este tipo de diabete podem,
freqiientemente, ser identificados por marcadores genéticos e evidéncias
sorolégicas de processo patolégico auto-imune ocorrendo nas ilhotas
pancreaticas. Os marcadores da destruicdo auto-imune das células beta
pancredticas incluem os auto-anticorpos da insulina, das células das ilhotas do
pancreas, da descarboxilase do acido glutamico e das fosfatases tirosinas
(CHRISTIE et al., 1992; MYERS, RABIN, ROWLEY, 1995). Um ou mais destes
auto-anticorpos estao presentes em 85% a 90% dos individuos no momento da
deteccdo da hiperglicemia de jejum. Esta doenga também apresenta forte
associagdo com os antigenos de histocompatibilidade (CANTOR et al., 1995).

Nesta forma de diabete, os pacientes geralmente s&o jovens e magros.
O inicio do quadro é abrupto, com tendéncia a cetoacidose e ha, na maioria das
vezes, dependéncia absoluta a insulina exégena. A taxa de destruicdo das células
beta € muito variavel, sendo muito rapida em alguns individuos, principalmente
criancas e adolescentes, e lenta em outros, usualmente adultos (ZIMMET et al.,
1994). A destruicdo auto-imune das células beta do pancreas, além de apresentar
predisposicdo genética mdltipla, relaciona - se também com fatores ambientais,

ainda pouco definidos (MACLAREN & ATKINSON, 1992).
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Diabete melito tipo 1- Idiopatica
Em algumas formas de DM tipo 1, a etiologia n&o € definida. Alguns
pacientes, usualmente de origem africana ou asiatica, apresentam insulinopenia
permanente, propensdo a cetoacidose, auséncia de evidéncias imunologicas
contra as células beta pancredticas, ndo associagdo aos antigenos de
histocompatibilidade e carater fortemente hereditario (BANERJI & LEBOVITZ,

1989).

Diabete melito tipo 2

Esta forma de diabete refere-se a uma condigao muito mais prevalente,
em que a causa € uma combinagdo da inadequada resposta secretoria
compensatéria da insulina, com a resisténcia a agao da insulina (TURNER et al.,
1979: POLONSKY, STURIS, BELL, 1996). Os individuos portadores desta forma
de diabete, frequientemente, nao dependem da administrag@o de insulina exégena
para a sua sobrevivéncia. Provavelmente existem diferentes etiologias, ainda nao
definidas, para o DM tipo 2, embora a destruicdo auto-imune das células beta do
pancreas nao ocorra. A maioria dos pacientes s@o obesos, € a obesidade provoca
algum grau de resisténcia a insulina (BOGARDUS et al., 1985; POLONSKY et al,,
1996). O risco de se desenvolver DM tipo 2 aumenta com a idade, obesidade, e
auséncia de atividade fisica (ZIMMET, 1992). Ocorre mais frequentemente em
mulheres com DM gestacional prévia, individuos com hipertenséo ou dislipidemia,

e sua freqiiéncia varia em diferentes subgrupos étnicos (FUJIMOTO et al., 1987;
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JAMEEL, 1986; MCLEOD & TUCK, 1987). A prevaléncia das anormalidades dos
testes das fungdes autondmicas associa-se com a duracao do diabete e idade do

paciente (JEYARAJAH et al., 1986).

1.4.c. Patogénese

A causa da neuropatia diabética é ainda desconhecida. A instalagdo do
processo neuropatico no DM, provavelmente requer a interagdo de alteragoes
metabdlicas diretas e indiretas da deficiéncia de insulina ou hiperglicemia, com
fatores ambientais e genéticos (HARATI, 1987; THOMAS & TOMLINSON, 1993).
As discussdes recentes estio focadas na contribuicio dos fatores metabdlicos
(GREENE et al., 1992), vasculares (LOW, 1987b) e neurotréficos (FARADJI &
SOTELO, 1990).

As hipéteses metabélicas envolvem principalmente a hiperglicemia e o
acumulo de poliol. A hiperglicemia crénica é o agente principal nas fases iniciais
das complicagées da doenga. Em animais de laboratério e em seres humanos, as
perdas e danos progressivos nas fibras nervosas estao associados ao grau e ou
duracdo da hiperglicemia (GREENE et al., 1992). O controle intensivo da
hiperglicemia reduz a incidéncia da neuropatia clinica em torno de 60%
(DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS RESEARCH GROUP, 1993)

O acimulo de sorbitol e frutose, originados da glicose nao utilizada,
através da via do poliol, nos nervos periféricos dos diabéticos conduz a uma

Cascata de eventos que incluem a reducdo do nivel de mio-inositol nos nervos,
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reducéo da atividade da adenosina trifosfatase sédio-potassio das membranas,
acumulo de sdédio intra-neural, reducdo da velocidade de conducgéo nervosa (VCN)
e alteragbes estruturais dos nervos (GREENE et al., 1992). As evidéncias dessa
hipétese em humanos nao foi convincente. DYCK et al. (1980) nao encontraram
correlagdo entre neuropatia diabética e o contetido de sorbitol dos nervos.

A hipdtese vascular considera que os fatores responsaveis pela
patogénese da neuropatia diabética relacionam-se a redugzo do fluxo sanguineo,
da tens@o de oxigénio e do aumento da resisténcia vascular endoneural (LOW,
1987b; GIANNINI & DYCK, 1994; TESFAYE, MALIK, WARD, 1994). Diversos
fatores metabdlicos, como aumento da atividade dos radicais livres do oxigénio
(LOW & NICKANDER, 1991; CAMERON & COTTER, 1995), reducéo da atividade
do dxido nitrico endotelial (BUCALA, TRACEY, CERAMI, 1991; KIHARA & LOW,
1995), formacao dos produtos finais da glicosilagdo avancada (BROWNLEE,
1994), parecem ser os responsaveis pelos danos microvasculares observados no
DM. As evidéncias patolégicas que suportam a teoria vascular da neuropatia
diabética incluem reduplicagdo da membrana basal e degeneragio pericitica
(GIANNINI & DYCK, 1995), edema e proliferacdo das células endoteliais
(LLEWELYN et al., 1991; GIANNINI & DYCK, 1994), trombos plaquetarios
oclusivos e lesbes nervosas proximais isquémicas multifocais (DYCK et al.
1986a). Ha uma relacao direta entre o grau de doenca endoneural dos vasos e a
severidade clinica da neuropatia e os danos estruturais das fibras nervosas

(GIANNINI & DYCK, 1995).
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Nos ultimos anos, a teoria que implica a redugédo da concentragdo
endégena dos fatores neurotréficos, particularmente dos fatores de crescimento
neural e de crescimento insulino semelhante, na patogénese da neuropatia
diabética tem recebido atengdo especial (FARADJ! & SOTELO, 1990; SAID et al.,
1994: THOMAS, 1994). Niveis séricos reduzidos do fator de crescimento neural
foram demonstrados em pacientes com neuropatia diabética, correlacionando-se

com a severidade da doenca (FARADJI & SOTELO, 1990).

1.4.d. Classificacao da neuropatia diabética

Diversos esquemas de classificagdo foram propostos para a neuropatia
diabética, normalmente distinguindo formas simétricas difusas, de formas focais e
multifocais (CLEMENTS, 1979; BROWN & ASBURY, 1984; THOMAS, 1986;
HARATI, 1987). Nao esta claro se as diferentes sindromes neuropaticas
representam um espectro continuo da doenga ou sao, de fato, entidades
nosologicas distintas (VINIK et al., 1992). A classificagdo proposta por THOMAS
(1986) subdivide as neuropatias em formas simétricas, incluindo as sensitivas ou
sensitivo-motoras, as autondémicas e as motoras proximais € em assimeétricas,

incluindo as multifocais e focais.

Neuropatias sensitivo - motoras ou sensitivas distais
As neuropatias sensitivo - motoras ou sensitivas distais sao as formas

mais frequentes. BROWN & ASBURY (1984) sugeriram que as neuropatias
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sensitivas distais sejam subclassificadas em neuropatias de fibras mielinicas finas
ou grossas, de acordo com o tipo predominante de fibra envolvida. O modelo
preciso de envolvimento das diferentes classes de fibras nervosas, na neuropatia
diabética, ainda nao esta estabelecido (HARATI, 1987; HARATI, 1992; VINIK et
al., 1992; THOMAS & TOMLINSON, 1993). Os pacientes com envolvimento mais
acentuado das fibras sensitivas mielinicas grossas apresentam comprometimento
evidente dos reflexos tendinosos e das modalidades sensitivas proprioceptivas
(BROWN & ASBURY, 1984; VINIK et al., 1992), resultando em ataxias sensitivas
severas. Nas neuropatias de fibras finas, as percepcoes dolorosa e térmica estao
alteradas, preferencialmente em membros inferiores, em distribuicdo de botas, os
reflexos tendinosos profundos e a sensibilidade vibratéria e postural sao
minimamente afetados (SAID, SLAMA, SELVA, 1983; VINIK et al., 1992). As

neuropatias diabéticas de fibras finas s&o clinicamente divididas em trés tipos :

a) Neuropatia de fibras finas com envolvimento associado das fibras grossas

Constitui o subgrupo mais comum, com sintomas e sinais
caracterizados por disestesias, parestesias, diminuicdo da sensibilidade térmica e
dolorosa, reducao do reflexo aquileu e da sensibilidade vibratéria em halux. A
maioria dos pacientes deste subgrupo nao apresentam disfungdo autonémica
generalizada, exceto impoténcia erétil, que pode ser um sintoma precoce
(FOWLER et al.,, 1988, STEWART & LAL, 1990). No ECN, a amplitude do
potencial de agado nervoso sensitivo (PANS) do nervo sural, freqiientemente, é

anormal, refletindo a disfungdo moderada associada das fibras mielinicas grossas
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(GIULIANI, STEWART, LOW, 1997). A analise morfométrica da bidpsia do nervo
sural demonstra perda moderada das fibras mielinicas grossas e uma deplecao

severa das fibras amielinicas (BROWN, MARTIN, ASBURY, 1976).

b) Neuropatia de fibras finas pseudosiringomiélica
Neste subgrupo, os pacientes apresentam alteracdes severas das
modalidades sensitivas térmica e dolorosa, com preservacdo das demais;
dissociagdo caracteristica da siringomielia Os sintomas e sinais autonémicos,
bem como as Ulceras plantares e artropatias neurogénicas séo freqlientes nesta
populacdo de diabéticos. A analise morfométrica do nervo sural mostra severa
perda das fibras nervosas amielinicas e mielinicas finas e leve das fibras

mielinicas grossas (SAID et al., 1983).

¢) Neuropatia dolorosa aguda
A neuropatia dolorosa aguda ocorre predominantemente em diabéticos
do sexo masculino, no inicio da doenga ou imediatamente apés a instituicao da
terapia com insulina ou agentes hipoglicemiantes. E caracterizada por parestesias
e disestesias distais, associadas a perda de peso, impoténcia erétil, insonia e
depressao (ELLENBERG, 1974; ARCHER et al., 1983). Na biépsia do nervo sural,
evidéncias de degeneracao ativa das fibras mielinicas e amielinicas sao

observadas (ARCHER et al., 1983).
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1.4.e. Métodos de avaliagao das fibras nervosas na neuropatia diabética

Avaliagdo das fibras mielinicas grossas
Estudo da condugéo nervosa

O ECN reflete primariamente o estado funcional da fibras nervosas
mielinicas de grosso calibre. Resultados dentro dos limites da normalidade nao
afastam a possibilidade diagnéstica de neuropatia, envolvendo outras classes de
fioras (BUCHTHAL & ROSENFALCK, 1971; ARCHER et al., 1983). Em pacientes
diabéticos, os nervos das extremidades inferiores sdo acometidos mais
precocemente e as anormalidades sensitivas sdo mais freqlentes do que as
motoras (KIMURA, YAMADA, STEVLAND, 1979). As alteracdes eletrofisiolégicas
mais frequentemente observadas sdo o decréscimo da amplitude do PANS
(REEVES et al., 1984), a reducao de leve para moderada na VCN dos nervos
sensitivos e motores e prolongamento discreto das laténcias distais e da onda F
(OF) (KIMURA et al., 1979).

Em pacientes com sinais e sintomas clinicos, a amplitude das respostas
evocadas geralmente se correlaciona com o prejuizo funcional subseqiiente ao
blogueio de condug¢édo ou degeneragéao axonal (BEHSE, BUCHTHAL, CARLSEN,
1977). As anormalidades no ECN podem ser observadas, mesmo em pacientes
diabéticos sem sinais e sintomas de alteragdes neuropaticas (DOWNIE &

NEWELL, 1961).
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Avaliagdo das fibras finas
O comprometimento das fibras mielinicas finas e amielinicas pode ser
determinado através de métodos funcionais sensitivos quantitativos (DYCK et al.,
1978; SAID et al.,1983), microneurografia (GIULIANI et al., 1997), potenciais
evocados a laser (BROMM, FRIELING, LANKERS, 1991), testes autonomicos
(SHAHANI et al., 1984; STEWART et al., 1992; LOW, 1997), métodos
morfométricos (BEHSE et al., 1977) e imunohistoquimicos (MCCARTHY et al.,

1995).

Testes sensitivos quantitativos

Os testes sensitivos quantitativos, empregando estimulacéo cutanea
elétrica e térmica controlada, permitem a medida das funcdes aferentes das vias
somatosensitivas servidas pelas fibras finas. Em pacientes diabéticos com e sem
sintomas neuropaticos, diversos estudos tém demonstrado anormalidades do
limiar térmico (BERTELSMANN et al., 1985; HEIMANS et al., 1986; JAMAL et al.,
1987) e doloroso (LE QUESNE & FOWLER, 1986). Entretanto, a sensibilidade dos
testes sensitivos quantitativos nas neuropatias de fibras finas € ainda assunto de
grande controvérsia, com variagdes reportadas de 40% a 60% (JAMAL et al.,
1987; SMITH, ALI, FOWLER, 1991). Estudos para a confirmacgéo da real utilidade

destes testes ainda sdao necessarios, segundo DYCK et al. (1996).
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Microneurografia
A microneurografia consiste na obtengdo de registros, a partir da
insercdo de agulhas eletrodos em fibras nervosas isoladas ou em fasciculos
nervosos. Pode ser usado para estudar a fungdo das fibras aferentes sensitivas
finas e eferentes simpaticas. E um método invasivo, demorado, com resultados
mais adequados no estudo da fisiologia normal dos nervos periféricos do que na

detecgéo de anormalidades (GIULIANI et al., 1997).

Potencial evocado somatosensitivo
O recente desenvolvimento de captagdo de potenciais evocados
corticais, a partir de estimulagao, por pulsos de laser, das fibras finas epidérmicas
permitiu o estudo seletivo das vias noceptivas, em suas porgdes centrais e nas

periféricas (BROMM et al., 1991).

Testes autonémicos

Os testes autondmicos sao utilizados na avaliagio das neuropatias de
fibras finas. Os principais componentes testados s&o as fibras simpaticas pos-
ganglionares sudomotoras (LOW, 1997). Os testes de envolvimento sudomotor
incluem o reflexo axénico sudomotor, resposta cutdnea simpatica e teste da
funcao reguladora térmica da sudorese.

O reflexo axdnico sudomotor testa quantitativamente a funcdo do
axonio sudomotor posganglionar e das glandulas sudoriparas. A iontoforese de

acetilcolina, com estimulo de corrente constante de 2 mA ativa o terminal nervoso.
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O impulso viaja retrogradamente atingindo o ponto de ramificacéo, para se
deslocar para outro terminal nervoso, onde causa liberagao de acetilcolina. Este
neurotransmissor evoca um resposta sudorifica, por ligagdo aos receptores
muscarinicos nas glandulas sudoriparas tipo ecrinas. As respostas anormais
incluem auséncia, reducdo ou aumento da atividade sudoripara (STEWART et al.,
1992).

O teste da fungdo reguladora térmica da sudorese € realizado,
observando-se o padrio de sudorese dos pacientes em cabines aquecidas
(STEWART et al., 1992). Nas neuropatias de fibras finas, este teste pode ser
anormal (STEWART et al., 1992; GIULIANI, TOBIN, LOW, 1996), indicando o
envolvimento conjunto das fibras sensitivas e autonémicas.

O RCS consiste na medida da alteragéo da voltagem da superficie da
pele, decorrente da atividade das fibras simpaticas sudomotoras ativadas pela
estimulagdo elétrica. O RCS & um potencial bifasico com um pico inicial negativo.
E considerado anormal quando ausente (SHAHANI et al., 1984; SOLIVEN et al,,

1987).

Avaliagdo imunohistoquimica de biépsia de pele
A determinacdo da distribuicdo da imunoreatividade aos peptideos
neuroativos cutaneos e ao PGP 9.5, na biopsia de pele, trata-se de um método
simples e direto de avaliagdo da integridade funcional ou morfologica das fibras
nervosas autondmicas e sensitivas periféricas, que geralmente estéo afetadas na

neuropatia diabética (LEVY et al., 1992; PROPERZI et al., 1993; KENNEDY et al.,
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1996). Estudos realizados em pacientes diabéticos, constataram reducéo
acentuada das fibras imunoreativas ao PGP 9.5, ao peptideo relacionado ao gene
da calcitonina, a substancia P e ao polipeptideo intestinal vasoativo (LEVY et al.,
1989; LINDBERGER et al., 1989). A quantificagdo das fibras epidérmicas pelo
PGP 9.5 em pacientes diabéticos, revelou que, além da redugdo da inervagao
cutanea, alguns nervos terminam abruptamente abaixo da membrana basal,
achado nao verificado nos controles normais (KENNEDY et al., 1996), com
manutencao do gradiente proximal-distal de fibras (LEVY et al., 1989, MCCARTHY

et al., 1995; MCARTHUR et al., 1988).

Avaliacao das fibras finas e grossas
Morfometria do nervo sural
A avaliagdo morfométrica da biopsia do nervo sural, em pacientes
diabéticos, apresentou resultados diversos: a) perdas de fibras mielinicas e
amielinicas de todos os diametros (BEHSE et al.,, 1977; ARCHER et al., 1983:
DYCK et al., 1986b; LLEWELYN et al, 1991), b) perda predominante de fibras
mielinicas finas com excessiva regeneracao de fibras amielinicas (BROWN et al,
1976), c) perda severa das fibras amielinicas, antecedendo a das fibras mielinicas
grossas ( SAID et al., 1983). Esses estudos tém sido Gteis na determinacéo da
distribuicdo das populagdes de fibras (THOMAS, BERTHOLD, OCHOA, 1993),
porém a técnica € invasiva, dificil de ser realizada, além de se correlacionar, as

vezes, pobremente com o quadro clinico (BEHSE et al., 1975; OCHOA, 1978).
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OBJETIVOS







2.1.

2.2.

2.3

Determinar a validade do processamento imunohistoquimico da inervacao
cutanea com anticorpo policlonal anti PGP 9.5, na avaliagdo do envolvimento
das fibras finas e no diagnéstico de neuropatia, em pacientes portadores de

DM tipo 2.

Verificar se a densidade linear das fibras intra-epidérmicas imunoreativas ao
PGP 9.5 permite, isoladamente, a diferenciagdo entre os subgrupos de
diabéticos, classificados previamente por métodos clinicos e

neurofisiolégicos.

Verificar o modelo de envolvimento das fibras nervosas mielinicas e
amielinicas no DM tipo 2, se seletivo ou generalizado, através do estudo
imunohistoquimico das fibras intra-epidérmicas e do estudo da condugio

nervosa.
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Esse estudo foi aprovado pelo Cémite de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas e todos os individuos
estudados deram seu consentimento por escrito, previamente, a realizacdo dos

procedimentos.

3.1. POPULACAO DE REFERENCIA

3.1.a. Grupo paciente

Pacientes com diagnostico de DM tipo 2, de acordo com os critérios da
Associacdo Americana de Diabete (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
1997), com ou sem neuropatia conhecida, em acompanhamento no Ambulatério
de Clinica Médica e Endocrinologia, do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

3.1.b. Grupo controle

Médicos, técnicos de apoio operacional da Faculdade de Ciéncias

Médicas da Universidade Estadual de Campinas e participantes do grupo da

terceira idade do servigo social da industria de Campinas .

Material e Métodos 51



3.2. POPULACAO DE ESTUDO

Foram avaliados quarenta e nove individuos portadores de DM tipo 2e

dezoito individuos saudaveis, pareados por idade, sexo e duragéo da doenca, no

caso dos diabéticos. Os critérios de Inclusao envolveram:

1.

2

Adesao voluntaria a pesquisa

Disponibilidade para a realizagdo de exame clinico neuromuscular,
neurofisiolégico e biépsia de pele.

Idade entre 45 e 65 anos, inclusive.

Exame clinico neuromuscular e neurofisiolégico dentro dos limites
da normalidade no grupo controle.

DM diagnosticada, segundo os critérios da Associagdo Americana

de Diabete (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1997).

Os critérios de exclusdo envolveram :

1.

Doengas ou outras condigdes (etilismo, acromegalia, amiloidose,
neoplasias, infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana,
hipotireoidismo, colagenoses, porfiria, disproteinemias, uremia,
infeccdes cronicas, alteragbes hepaticas ou renais, exposicao a
metais pesados, uso de drogas neurotoxicas), com excecao do DM,
que predisponham ao aparecimento de neuropatias, detectadas pela

historia clinica e exames laboratoriais.
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2. Clinica efou exames complementares sugestivos de miopatia,
radiculopatia, multineuropatia, mononeuropatia focal, trauma em
membros superiores e/ou inferiores.

3. Doenca vascular periférica (venosa ou arterial), de severidade
suficiente para expressar-se por sintomas e sinais do tipo

claudicagao intermitente, cianose.

3.3. METODOS DE AVALIAGAO

3.3.a. Anamnese e exame neuromuscular

Realizados segundo roteiros previamente definidos por DYCK et al.
1980 (ANEXO 1). A escala de sintomas neurolégicos foi considerada anormal
quando maior ou igual a 1, e a escala de sinais neurolégicos, quando maior ou
igual a 2. Na anamnese, utilizamos termos relacionados a sensibilidade, de acordo
com a definicbes recomendadas pelo subcomité da INTERNATIONAL
ASSOCIATION FOR THE STUDY OF PAIN (1979) :

Dor - experiéncia emocional e sensorial desagradavel, associada a
danos teciduais efetivos ou potenciais.

Disestesia - Sensagdo anormal, desagradavel, induzida por estimulo

natural, que normalmente nao provoca dor.
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Parestesia - Sensagbes subjetivas de formigamento, picadas,
queimagao, frio, ardor, que se desenvolvem na auséncia da estimulagao natural
dos receptores sensoriais.

Analgesia - Auséncia de dor a estimulagéo nociva.

Hiperalgesia - Sensibilidade aumentada a estimulagéo nociva.

Hiperestesia - Sensibilidade aumentada a estimulacao.

Hipoalgesia - Sensibilidade diminuida a estimulacéo nociva.

Hipoestesia - Sensibilidade diminuida a estimulagao.

Nociceptor - Receptor preferencialmente sensivel a estimulos nocivos
ou potencialmente nocivos. As fibras amielinicas (fibras C) e mielinicas de fino

calibre (fibras A5) foram englobadas sob a denominagdo comum de fibras finas.

3.3.b. Testes clinico laboratoriais-

Os testes laboratoriais foram realizados para a identificacdo das
principais patologias, responsaveis por comprometimentos neuropaticos e para o
estabelecimento do grau de controle do DM (ANEXO 2). O valor utilizado da
hemoglobina glicosilada foi a média aritmética das trés Ultimas medidas, quando

disponiveis.
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3.3.c. Avaliacdo autondmica

A fungéo sudomotora pds ganglionar foi testada através do RCS na
regido plantar do pé direito, segundo técnica definida por SOLIVEN et al. 1987
(ANEXO 3). A resposta foi considerada anormal se ausente apos 4 estimulos e

normal, se presente.

3.3.d. Estudo da condugao nervosa

O ECN foi realizado pelo mesmo neurofisiologista (SGG), utilizando
eletrodos de superficie e de acordo com normas definidas por KIMURA, 1983 e
OH, 1993 a (ANEXO 4). Atencdo especial foi dada ao posicionamento dos
eletrodos de registro e de estimulagao, as medidas das distancias, ao uso de
estimulagédo supramaxima e a manutengéo da temperatura dos membros entre 32-
34°C.

Os parametros estabelecidos no estudo da condug¢do nervosa motora
(ECNM) dos nervos ulnar direito, fibular direito e tibial posterior esquerdo foram a
laténcia distal motora, a VCM, a amplitude do potencial de acao muscular
composto (PAMC) e a laténcia da OF. No estudo da condugdo nervosa sensitiva
(ECNS) dos nervos radial direito, ulnar direito e sural esquerdo também foram
definidos os parametros laténcia distal sensitiva (LDS), velocidade de conducgao

nervosa sensitiva (VCS) e amplitude do PANS. Os valores encontrados foram
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comparados com valores de referéncias de normalidades obtidos em estudos
anteriores de OH (1993b) e GARIBALDI (1996)(ANEXO 4). O ECN foi considerado
alterado, quando apresentava anormalidades em um ou mais parametros, em dois

ou mais nervos dos avaliados.

3.3.e. Avaliacdo da biopsia de pele

Obtencéo do fragmento de pele
As biopsias de pele foram realizadas, sob técnica estéril, com punch
(Laboratérios Stiefel) de 3 mm de diametro, apés anestesia local, com cloridrato
de lidocaina a 2% sem vasoconstritor (Ariston Industrias Quimicas, Brasil). O local
definido para a realizagéo da biopsia foi a porgao distal lateral da perna direita, 10

cm acima do maléolo lateral.

Processamento imunohistoquimico da pele
As biépsias de pele foram fixadas em solugao de Zamboni (ZAMBONI &
DE MARTINO, 1967) por 18 horas a 4° C, a seguir transferidas para solugdo de
sucrose a 20% em tampao fosfato de soédio (PBS) 0.1M a 4°C, até serem
seccionadas. Cortes congelados de 30um de espessura, incluidos em gelatina
(Tissue-Tek, Miles Inc., USA) foram obtidos utilizando-se o criostato (cryocut 1800,
Reichert-Jung), fixados em laminas silanizadas e mantidos a 4°C até o

processamento imunohistoquimico. Para a imunomarcacdo, os cortes foram
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hidratados com PBS (0.1M), durante 5 minutos, a temperatura ambiente. Apos,
foram incubados durante 60 minutos, com solugéo bloqueadora (4% de albumina
bovina (Sigma, St. Louis, Mo), 0.5 % de Triton x-100 (Sigma, St. Louis, Mo) em
PBS 0.1 M) a temperatura ambiente. A seguir, incubados, em anticorpo primario
policlonal anti PGP 9.5 (Ultraclone, Wellow, UK; 1:1000 em solugéo bloqueadora)
durante 16 horas a 4° C. Ap6s 3 lavadas, com PBS por 5 minutos, foram
colocados no anticorpo secundario anti-coelho IgG conjugado & Rodamina
(Jackson Immuno Research, West Grove, PA, USA, 1:100 em PBS 0.1M) por 60
minutos a temperatura ambiente. A seguir, os cortes foram lavados por 5 minutos
em PBS 0.1 M e montados em meio de montagem para fluorescéncia (DABCO,

Sigma, St. Louis, Mo) sob laminula.

Analise do padrdo de distribuigdo e quantificagdo das fibras nervosas
intra-epidérmicas
O numero de FNI, de cada bloco biépsiado, foi avaliado por um Gnico
observador (SGG), nédo instruido para o estado clinico da amostra. Para a analise
do padrao de distribuicdo das fibras intra-epidérmicas PGP positivas, os cortes
foram observados utilizando-se um sistema confocal (BioRad-MRC 1024 uv),
equipado com microscopio invertido (Axiovert 100, Zeiss) e laser Argénio-
Kripténio. O comprimento de 568 nm foi utilizado para excitar a rodamina. Os
parametros de brilho, contraste e abertura de iris foram mantidos constantes, para

todas as observagdes. Foram utilizadas as objetivas 40X 1.4 NA (imersdao com
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agua) e 63X 1.4 NA (imersdo com o0leo). Cortes confocais foram obtidos e
reconstruidos utilizando-se o software “Processing” do fabricante. Para a analise
quantitativa do numero de fibras intra-epidérmicas, por milimetro de epiderme
(densidade linear), os cortes foram observados em microscopio comum de
epifluorescéncia (Nikon EFD-3), objetiva de 40X 1.4 NA, imersdo em agua, com
ocular graduada (Zeiss 464063-9902). A densidade linear foi obtida pela divisao
do numero de fibras que atravessaram a membrana basal, pelo comprimento em

milimetros da epiderme analisada.

3.4. METODO DIAGNOSTICO DA NEUROPATIA DIABETICA

Os critérios para o diagnoéstico da neuropatia diabética basearam - se
no modelo proposto por DYCK (1988), com algumas modificagdes. Os critérios
minimos envolveram, em uma primeira fase, a presenca de sinais e/ou sintomas
neuropaticos simétricos, predominando nos segmentos distais dos membros
inferiores e a ocorréncia de ao menos duas anormalidades entre o ECN, as escala
de sinais e sintomas neurolégicos e o RCS. Em uma segunda fase foi introduzida
a densidade linear das fibras intraepidémicas como mais um exame auxiliar de
deteccdo diagndstica das neuropatias diabéticas. Os critérios minimos, nesta fase,
envolveram a presenca de sinais efou sintomas neuropaticos simeétricos,
predominando nos segmentos distais dos membros inferiores e a ocorréncia de ao
menos duas anormalidades entre o ECN, as escala de sinais e sintomas

neurolégicos, o RCS e a densidade linear das fibras intra-epidérmicas. A eficiéncia
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diagnéstica da densidade linear das fibras cutaneas PGP-IR na determinacgéo da
neuropatia diabética, foi definida a partir do nimero (porcentagem) dos pacientes
portadores de DM tipo 2, em que a densidade linear das FNI ou permitiu o
diagndstico de neuropatia diabética, ndo obtido anteriormente pelas avaliacoes
clinica e neurofisiolégica ou reafirmou o diagnéstico, realizado previamente por

estes métodos.

3.5. METODO DE CLASSIFICAGAO DO ENVOLVIMENTO NEUROPATICO NOS
DIABETICOS, BASEADO NA AVALIACAO CLIiNICA E NEUROFISIOLOGICA

Esta classificagdo foi baseada nos achados do ECN, das escalas de
sinais e sintomas neurolégicos, e do RCS. A densidade linear das FNI nio foi
levada em consideracgéo nesta classificacao.

a) classe 1 - neuropatia ausente.

b) classe 2 - neuropatia assintomatica, isto &, a que apresenta escala

de sintomas neuroldgicos igual a zero.

c) classe 3 - neuropatia sintomatica com ECN normal.

d) classe 4 - neuropatia sintomatica com ECN anormal.

3.6. METODO ESTATISTICO

Com o objetivo de descrever os grupos e subgrupos estudados e

comparar entre eles, as variaveis idade, sexo, raga, altura, peso, duragido do
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diabetes, duragdo dos sintomas neuropaticos, escore dos sintomas, escore dos
sinais e hemoglobina glicosilada a metodologia estatistica empregada foi a analise
descritiva através de tabelas de freqiéncia e medidas de posicéo e dispersao.
Para comparar proporgdes, foi utilizado o teste Qui-quadrado ou o teste Exato de
Fisher, quando os critérios de aplicagdo do Qui-quadrado nao foram satisfeitos.
Para comparar medidas continuas ou ordenaveis entre 2 grupos, foi utilizado o
teste de Mann-Whitney, entre mais de 2 grupos, o teste de Kruskal-Wallis. Com o
objetivo de comparar os parametros da avaliagdo do ECN entre os grupos
diabéticos, controle normal e subgrupos de diabéticos, a metodologia estatistica
empregada foi a andlise descritiva através de posicdo e dispersdo. Na
comparagéo de medidas continuas ou ordenaveis entre dois grupos, foi utilizado o
teste de Mann-Whitney e entre mais de dois grupos o teste de Kruskal-Wallis.
Com o objetivo de comparar a presenga do RCS com a idade e duragé@o do
diabete, a distribuicdo de freqiiéncia e propor¢des dos sintomas e sinais no grupo
de diabéticos, a metodologia estatistica empregada foi a analise descritiva atraves
de tabelas de freqiiéncia e medidas de posi¢ao e dispersao. O teste Qui-quadrado
ou o teste Exato de Fisher, quando necessario, foram utilizados para a
comparacdo de propor¢oes e verificagdo de associagbes. O teste de Mann-
Whitney foi aplicado na comparagéo de variaveis ordenaveis ou continuas entre
dois grupos. Com o objetivo de comparar o numero FNI entre os grupos normal,
diabéticos e subgrupos dos diabéticos, correlacionar o nimero FNI com o escore
das escalas de sintomas e sinais, presencga e auséncia do RCS e com o valor da

hemoglobina glicosilada o método estatistico utilizado foi a analise descritiva
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através de medidas de posicdo e dispersdo. Para a comparagao de variaveis
ordenaveis ou continuas entre 2 grupos utilizou-se o teste de Mann-Whitney e
para 3 ou mais grupos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Para verificar a
relagéo entre 2 variaveis continuas ou ordenaveis aplicou-se 0 coeficiente de

correlagdo linear de Spearman. O nivel de significancia adotado foi sempre de 5%.
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4.1. IDENTIFICAGCAO DA POPULAGAO DE ESTUDO

4.1.a. Grupo de diabéticos e grupo controle

Para este estudo foram selecionados 49 pacientes portadores de DM
tipo 2 (ANEXO 5) e 18 individuos saudaveis como controle (ANEXO 6). O grupo
de diabéticos era constituido de 20 (40.8%) homens e 29 (59.2%) mulheres e o
grupo controle de 4 (22.2%) homens e 14 (77.8%) mulheres. A raca branca
apresentou nitido predominio, com uma porcentagem de 94.4% no grupo controle
e 89.8% no diabético. A raga negra apareceu no grupo controle e de diabéticos na
propor¢éo de 8.2 % e 5.6 % e a amarela apareceu apenas no grupo de diabéticos
na porcentagem de 2.0 %. A distribuicdo de sexo e raca entre os grupos
estudados, nao revelou diferencas estatisticas significantes.

No grupo controle, a estatistica descritiva das variaveis idade, altura e
peso apresentou-se de acordo com a tabelal. No grupo de diabéticos, a
estatistica descritiva das variaveis idade, altura, peso, tempo de duracdao do
diabete, tempo de duragéo dos sintomas neuropéticos e valores da hemoglobina
glicosilada apresentou-se como na tabela 2.

Tabela 1 — Medidas de posicéo e dispersio das variaveis para o grupo normal

Variavel N Média Desvio Mediana Minimo Maximo
padrao
IDADE(anos) 18 54.33 7.48 55.00 45.00 65.00
ALTURA(cm) 18 160.20 7.27 160.00 143.00 175.00
PESO(Kg) 18 65.87 10.40 65.10 42.00 85.00

N= numero de individuos
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Tabela 2 — Medidas de posicao e dispersao das variaveis para o grupo de

diabéticos
Variavel N Média Desvio Mediana Minimo Maximo
Padrao
IDADE (anos) 49 56.69 6.44 58.00 44.00 65.00
ALTURA (cm) 49 163.90 9.156 165.00 147.00 186.00
PESO(Kg) 49 79.20 18.22 74.00 46.00 140.00
TDIAB(anos) 49 8.83 7.02 7.00 0.17 30.00
TNEUROP(anos) 49 1.73 2.80 1.00 0 15.00
HbGLI{ % ) 49 7.45 1.94 7.40 4.40 11.57

N=numero de individuos, TDIAB=Tempo de duragio do diabetes, TNEUROP=Tempo de duragao
dos sintomas neuropaticos, HbGLI=Hemoglobina glicosilada

A comparacéo das variaveis idade (p=0.2392) e altura (p=0.1014) entre
os grupos controle e diabéticos ndo revelaram valores estatisticamente

significativos.

4.1.b. Subgrupos de diabéticos

Classe 1 (auséncia de neuropatia)
Nesta classe foram classificados 15 (11 mulheres e 4 homens)
individuos, com idade média de 57.86 + 5.92 anos, tempo de duracéo do diabetes
entre 0.25 e 12 anos, com mediana de 5.0 anos e valores de hemoglobina

glicosilada de 6.30 + 1.58 %.
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Classe 2 (neuropatia assintomatica)
Nesta classe foram classificados 8 (5 mulheres e 3 homens) individuos,
com idade média de 56.12 + 6.35 anos, tempo duragéo do diabetes de 2 a 20
anos com mediana de 8.5 anos e valores de hemoglobina glicosilada de 8.70 +

2.15 %.

Classe 3 (neuropatia sintomatica com ECN normal)
Nesta classe foram classificados 8 (5 mulheres e 3 homens) individuos,
com idade média de 53.62 + 5.18 anos, tempo duragéo do diabetes de 0.16 a 26
anos com mediana de 5.5 anos, tempo de duragao dos sintomas neuropaticos de
1 a 15 anos, com mediana de 2.5 anos e valores de hemoglobina glicosilada de

6.62 + 1.77%.

Classe 4 (neuropatia sintomatica com ECN anormal)

Nesta classe foram classificados 18 (8 mulheres e 10 homens)
individuos, com idade média de 57.33 + 7.36 anos, tempo de duracao do diabetes
de 0.41 a 30 anos, com mediana de 11.50 anos, tempo de duragzo dos sintomas
neuropaticos de 0.16 a 10 anos, com mediana de 2 anos e valores de
hemoglobina glicosilada de 8.21 + 1.59 %.

Na distribuicao da proporgdo de sexo e raga entre os subgrupos de
diabéticos, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes com o

teste exato de Fisher. As variaveis idade (p=0.3672), altura (p=0.3063), peso
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(0.4896), tempo de duracdo do diabete (p=0.3254) entre todos os subgrupos de
diabéticos, e tempo de duracao da neuropatia (p=0.5154), entre os subgrupos
sintomaticos, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas. Todos os
subgrupos apresentaram hemoglobina glicosilada acima dos valores de referéncia
de normalidade. Os subgrupos classe 2 e classe 4, quando comparados a classe
1 também mostraram evidéncias de diferengas estatisticamente significantes
(p=0.0043). Anteriormente, a introducdo dos resultados da densidade linear das
FNI como método de detecgao diagndstica, a neuropatia diabética foi constatada

em 34 (69.3%) pacientes da amostra.

4.2. CARACTERISTICAS CLINICAS

4.2.a. Grupo de diabéticos

No grupo dos diabéticos, 27 (55.1%) pacientes apresentaram escala de
sintomas anormal, ou seja, maior ou igual a 1, e 38 (77.6%) pacientes
apresentaram escala de sinais maior ou igual a 2, portanto alterada (ANEXO 7). O
escore médio das escalas de sintomas foi 1.49 + 1.60 e o de sinais foi 5.20 + 4.42.
Os sintomas e sinais neuropaticos mais comumente referidos estao relacionados

na tabela 3.
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Tabela 3 — Sintomas e sinais neuropaticos em diabéticos

Sintomas n pacientes ( % )

Queimagao nos pés 22 (44.9%)
Adormecimento nos pés 15 (30.6%)
Queimagéao nas permnas 13 (26.5%)
Adormecimento nas pernas 7 (14.3)
Formigamento nos pés 5 (10.2%)
Caimbras nos pés 3(6.1)
Formigamento nas pernas 3 (6.1%)
Adormecimento nas maos 3(6.1%)
Disestesia pernas/pés 2(4.1%)
Instabilidade ao andar 2(4.1%)
Dor em pontada nas pernas 2 (4.1%)
Queimagao nas maos 1(2.0%)
Formigamento nas méaos 1(2.0%)
Resfriamento nas pernas 1(2.0%)
Pele seca nas pernas/pés 1(2.0%)
Impoténcia 1(2.0%)

Sinais
Reflexos tendinosos(reduzido/ausente)

Patelar 25 (51%)
Aquileu 35 (71.4%)
Limiar da percepgao dolorosa 36 (73.5%)
(aumentado/diminuido)

Limiar da percepgao vibratéria-Halux 30 (61.2%)
(aumentado)

4.2.b. Subgrupos de diabéticos

A distribuicao das escalas de sintomas e sinais neuropaticos entre os

subgrupos de diabéticos esta disposta na tabela 4.

Resultados 69



Tabela 4 — Distribuico da escala de sintomas e sinais neuropaticos

Classe1 Classe2 Classe3 Classe4 Total
Sintomas
-N 1 0 8 18 27
% / total diab 2.04 0.00 16.33 36.73 55.10
% / diab sint 3.70 0.00 2963 66.67
% / subgrup 6.67 0.00 100.00 100.00
Sinais
N 6 8 6 18 38
% / total diab 12.24 16.33 12.24 36.73 77.55
% / diab sin 15.79 21.056 15.79 47.37
% / subgrup 40.00 100.00 75.00 100.00 |

N= numero de pacientes; % / total diab = porcentagem em relagao ao grupo total de diabéticos; % /
diab sint = porcentagem em relagdo ao grupo de pacientes sintomaticos; % / subgrup =
porcentagem em relagéo ao subgrupo especifico; % / diab sin = porcentagem em relacdo ao grupo
de pacientes com sinais neurolégicos

O escore da escala de sinais neurolégicos revelou-se estatisticamente
significante (p=0.0001), entre os subgrupos classe4 e 1,classe4e 3 eclasse2 e
1, com valores maiores nas classes 4 e 2, respectivamente. Nos subgrupos de
neuropatia sintomatica, classe 3 e classe 4, o escore da escala de sintomas
apresentou diferengas com significincia estatistica (p=0.0301), com valores

maiores na classe 4.

Classe 1 (auséncia de neuropatia)
Neste subgrupo, a escala de sintomas neurolégicos apresentou-se
alterada em 1 (6.7 %) paciente, com escore médio de 0.13 + 0.51 e a escala de

sinais neurol6gicos em 6 (40%) pacientes com escore médio de 1.26 + 1.33. A
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distruibuicao da freqiiéncia dos sintomas e sinais neurologicos encontra-se na tabela

S.

Classe 2 (neuropatia assintomética)
Neste subgrupo, todos os pacientes apresentaram escala normal de
sintomas neuroldgicos e escala alterada de sinais neurolégicos, com escore médio

de 8.37 + 5.09 e frequiéncia de distribuigio definida na tabela 5.

Classe 3 (neuropatia sintomatica com ECN normal)
Neste subgrupo, todos os pacientes apresentaram a escala de sintomas
neurologicos alterada, com escore médio de 2.0 + 1.06 e a escala de sinais
alterada em 6 (75%) pacientes, com escore médio de 2.62 + 1.77. A freqiiéncia de

distribuicdo dos sintomas e sinais esta definida na tabela 5.

Classe 4 (neuropatia sintomética com ECN anormal)
Neste grupo, a escala de sintomas e sinais neuroldgicos apresentaram-
se alteradas em todos os pacientes, com escore médio de 3.05 + 1.05 e 8.22 +

3.22 respectivamente. A distribuicao das frequiéncias esta definida na tabela 5.
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Tabela 5 — Distribuigéo da freqiiéncia dos sintomas e sinais neurolégicos nos

subgrupos
classe 1
Sintomas N° pacientes ( %)
Adormecimento pernas/pés 1 (6.66%)
Queimacao pernas/pés 1 (6.66%)
Sinais
Reflexos tendinosos(reduzido/ausente)
Patelar 2 (13.3%)
Aquileu 6 (40.0%)
Limiar da percepcio dolorosa(aumentado/diminuido) 5 (33.3%)
Limiar da percepgao vibratéria-Halux (aumentado) 2 (13.3%)
classe 2
Sinais N° de pacientes (%)
Reflexos tendinosos(reduzido/ausente)
Patelar 6 (75.0%)
Aquileu 8 (100.0%)
Limiar da percepgao dolorosa (aumentado/diminuido) 7 (87.5%)
Limiar da percepgao vibratéria-Halux (aumentado) 8 (100.0%)
classe 3
Sintomas N° pacientes ( %)
Queimacao pés 7 (87.5%)
Adormecimento pés 5 (62.5%)
Adormecimento pernas 1(12.5)
Queimacgao pernas 1(12.5)
Queimacao maos 1(12.5)
Adormecimento maos 1(12.5)
Pele seca perna/pés 1(12.5)
Sinais
Reflexos tendinosos(reduzido/ausente)
Patelar 2 (25.0%)
Aquileu 4 (50.0%)
Limiar da percepgao dolorosa (aumentado/diminuido) 6 (75.0%)
Limiar da percepgao vibratoria-Halux (aumentado) 3 (37.5%)
classe 4
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Queimacao pés
Queimagéao pernas
Adormecimento pés
Adormecimento pernas
Formigamento pés
Formigamento pernas
Disestesia perna
Instabilidade ao andar
Adormecimento méaos

Reflexos tendinosos(reduzido/ausente)

Patelar
Aquileu

Limiar da percep¢ao dolorosa (aumentado/diminuido)

Sintomas

Sinais

Limiar da percepcao vibratoria-Halux (aumentado)

N° pacientes ( %)

14 (77.8%)
11(61.1%)
9 (50%)
5 (27.8%)
5 (27.8%)
3(16.7)
2 (5.6%)
2 (5.6%)
2 (5..6%)

15 (83.3%)
17 (94.4%)
17 (94.4%)
17 (94.4%)

4.3. REFLEXO CUTANEO SIMPATICO

4.3.a. Grupo de diabéticos e controle

No grupo de diabéticos, 14 (28.5%) pacientes apresentaram RCS

alterado nos pés (ANEXO 7) e no grupo normal, todos os individuos apresentaram

exame normal. A duragédo do diabetes (p=0.6276) e a idade dos pacientes

(p=0.4784) nao influenciaram a presenca ou auséncia do RCS.
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4.3.b. Subgrupos de diabéticos

Na classe 1 o RCS foi normal em todos os pacientes; nas classes 2, 3 e

4 foi anormal em 1 (12.5%), 2 (25%) e 11 (61.1%) pacientes respectivamente.

4.4. ESTUDO DA CONDUGAO NERVOSA

4.4.a. Grupo de diabéticos e grupo controle

No grupo dos diabéticos, o ECN estava alterada em 26 (53.1%)
pacientes (ANEXO 8). Do grupo total de pacientes com ECN alterada, 18 (69.2%)
pacientes apresentaram alteragdes conjuntas do componente motor e sensitivo,
envolvimento isolado do componente sensitivo foi observado em 6 (23.07%)
pacientes, e do componente motor em 2 (7.69%) pacientes. No grupo controle, o
ECN foi normal em todos os individuos. Os resultado da analise descritiva, através
das medidas de posi¢ao e dispersao dos parametros analisados no ECN para o

grupo de diabéticos e controle normal, estdo relacionados na tabela 6.
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Tabela 6 — Medidas de posi¢ao e dispersdo dos parametros avaliados no ECN

Variavel N Media Desvio Mediana Minimo Maximo
padrao

ECNS-DIABETICOS
LDRADIAL(ms) 45 2.2284 0.3318 2.2000 1.6400 3.0400
LDULNAR(ms) 44 2.6432 0.4857 2.6200 1.8800 4.0800
LDSURAL(ms) 34 2.5994 0.4111 2.5600 2.0400 3.7200
AMPRADIAL(uV) 45 17.8484 7.4295 17.3000 2.2000 34.0000
AMPULNAR(uV) 44 22.1355 12.0087 22.3500 2.5600 56.0000
AMPSURAL(uV) 34 14.6150 6.9974 14.2500 2.8800 31.4000
VCSRADIAL(m/s) 45 55.1289 9.2133 56.6000 15.0000 66.7000
VCSULNAR(m/s) 44 52.8636 10.1658 52.8500 16.3000 68.4000
VCSSURAL(m/s) 34 45.2941 8.2453 47.0000 9.0000 59.8000
ECNM-DIABETICOS
LDULNAR(ms) 49 2.8963 0.6192 2.8200 1.7400 4.1400
LDFIBIBULAR(ms) 46 4.0683 1.0240 3.8400 2.7600 7.3800
LDTIBIAL(ms) 46 5.8772 0.9590 5.7600 4.2600 9.0000
AMPULNAR(mV) 49 8.4092 2.1569 8.5000 2.5800 12.8000
AMPFIBIBULAR(mV) 46 5.3346 2.6043 4.8800 0.4300 13.0000
AMPTIBIAL(mMV) 46 6.2339 3.2563 6.0500 0.0500 13.0000
VCMULNAR(m/s) 49 47.9816 7.9662 49.0000 7.0000 60.4000
VCMFIBULAR(m/s) 46 42.1804 8.1757 43.4000 2.5000 53.8000
VCMTIBIAL(m/s) 46 40.6015 7.7478 41.9000 1.6700 52.5000
OFULNAR(ms) 49 29.7490 3.9349 28.9000 22.4000 43.4000
OFFIBULAR(ms) 45 50.6889 6.3396 51.0000 40.4000 69.1000
OFTIBIAL(ms) 45 53.6067 6.6271 52.1000 40.3000 72.0000
ECNS-NORMAL
LDRADIAL(ms) 18 2.1644 0.2216 2.1800 1.6400 2.4800
LDULNAR(mSs) 18 2.5028 0.2224 2.5000 2.0400 2.8400
LDSURAL(ms) 18 2.3944 0.2465 2.4400 1.7600 2.7200
AMPRADIAL(uV) 18 27.4944 8.7352 24.3500 18.3000 46.7000
AMPULNAR(uV) 18 38.5111 11.5538 35.5000 23.6000 63.3000
AMPSURAL(uV) 18 241778 6.3498 23.4000 14.0000 33.0000
VCSRADIAL(m/s) 18 57.1167 3.8930 56.3000 53.0000 65.1000
VCSULNAR(m/s) 18 56.5278 4.9621 54.8500 50.0000 66.0000
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VCSSURAL(m/s) 18 52.0667 3.0143 52.0500 46.0000 56.8000
ECNM-NORMAL

LDULNAR(ms) 18 2.5361 0.2982 2.5500 1.9800 3.1200
LDFIBULAR(ms) 18 3.6311 0.7567 3.6300 2.2800 5.1000
LDTIBIAL(ms) 18 4.8472 0.6550 4.6800 3.8600 6.3000
AMPULNAR(mV) 18 8.1617 1.7125 8.3150 2.3400 10.3000
AMPFIBULAR(MV) 18 6.7739 1.8237 6.4350 3.3000 11.2000
AMPTIBIAL(mV) 18 8.9300 1.9600 8.9500 4.6800 12.7000
VCMULNAR(m/s) 18 57.2222 3.3020 58.8500 51.2000 60.7000
VCMFIBULAR(m/s) 18 50.4111 2.6099 51.1500 45.2000 54.7000
VCMTIBIAL(m/s) 18 49.5278 2.6610 49.4000 44.5000 54.9000
OFULNAR(ms) 18 25.5278 1.9041 25.6000 22.4000 28.8000
OFFIBULAR(ms) 18 44.8611 2.6725 44,3000 40.4000 49.6000
OFTIBIAL(ms) 18 46.7778 1.8634 46.5500 44.0000 50.0000

N= numero de pacientesLD=Laténcia distal Amp=Amplitude VCS=Velocidade de conducio nervosa
sensitiva OF=Laténcia onda F VCM=Velocidade de condug&o nervosa motora

Os PANS do nervo sural nao foram obtidos em 15 (30.61% ) pacientes
diabéticos, em contraste com a nao obtencdo do PANS do nervo ulnar em 5 (10.2%)
e do nervo radial em 4 (8.16%) pacientes. O PAMC do nervo fibular ndo foi obtido
em 3 (6.12%) pacientes e do nervo tibial posterior em 3 (6.12%) pacientes. No grupo
dos diabéticos, quando presentes e anormais as amplitudes dos PAMC e dos PANS,
as VCN apresentaram—se reduzidas em relagido aos valores de referéncia de
normalidade, ao passo que as laténcias distais e da OF apresentaram-se
aumentadas.

Os parametros que se revelaram estatisticamente significativos na
comparacao entre os grupos normal e diabéticos no ECNS foram as amplitudes dos
nervos radial (p=0.0003), ulnar (p=0.0001) e sural (0.0001) e a VCS do nervo sural

(p=0.0001) e no ECNM foram a laténcia distal (p=0.0429), a VCM (p=0.0001) e a
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laténcia da OF (p=0.0001) do nervo ulnar, a amplitude (p=0.0091), a VCM
(p=0.0001) e a laténcia da OF (p=0.0003) do nervo fibular, a laténcia distal
(p=0.0001), a amplitude (p=0.0017), a VCM (p=0.0001) e laténcia da OF (p=0.0001)

do nervo tibial.
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4.4.b. Subgrupos de diabéticos
CANTE
A distribuicdo do ECN entre os subgrupos de diabéticos esta disposta

na tabela 7.

Tabela 7 — Distribuicdo do ECN entre os subgrupos de diabéticos

Classe1 Classe2 Classe3 Classe4 Total
ECNM
N 0 7 0 13 20
% /total diab 0.00 14.29 0.00 26.53 40.82
% / ECNM alt 0.00 35.00 0.00 65.00 |
% / subgrupo 0.00 87.50 0.00 72.22|
ECNS
N 0 7 0 17 24
% / total diab 0.00 14.29 0.00 34.69 48.98
% / ECNS alt 0.00 29.17 0.00 70.83
% / subgrupo 0.00 87.50 0.00 94 44|

N= numero de pacientes; % / total diab = porcentagem em relagéo ao grupo total de diabéticos; % /
ECNM alt = porcentagem em relag&o ao grupo de pacientes com ECNM anormal, % / ECNS alt =
porcentagem em relagéo ao grupo de pacientes com ECNS anormal; % / subgrup = porcentagem
em relag&o ao subgrupo especifico

No subgrupo classe 1 e 3, o ECN foi normal em todos os pacientes,

tomando por base os valores de referéncias de normalidades obtidos dos estudos
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de OH (1993b) e GARIBALDI (1996). No subgrupo classe 2, o ECNM, bem como
0 ECNS foram alterados em 7 pacientes (87.5%). No subgrupo classe 4, alteragao
no ECNM foi constatada em 13 (72.2%) pacientes e do ECNS em 17 (94.4%)
pacientes. Os resultados da andlise descritiva, através das medidas de posicao e
dispers@ao dos parametros analisados no ECN dos quatros subgrupos de

diabéticos estio definidos na tabela 8.

Tabela 8 — Medidas de posi¢éo e disperséo dos parametros avaliados no ECN

Variavel N © Média Desvio Mediana Minimo Maximo
padrao
Classe 1-ECNS
LDRADIAL(ms) 15 2.0053 0.1585 2.0000 1.6400 2.2000
LDULNAR(ms) 15 2.4027 0.3304 2.4800 1.8800 2.8400
LDSURAL(ms) 15 2.3760 0.3000 2.2800 2.0400 2.8800
AMPRADIAL(uV) 15 22.2600 7.4160 24.3000 2.2000 34.0000
AMPULNAR(uV) 15 26.4907 11.6040 27.3000 2.5600 51.3000
AMPSURAL(uV) 15 17.9387 7.2664 19.0000 2.8800 31.4000
VCSRADADIAL(m/s) 15 57.6467 12.6579 61.3000 15.0000 66.7000
VCSULNAR(m/s) 15 55.7800 13.0228 56.8000 16.3000 67.5000
VCSSURAL(m/s) 15 46.5133 11.3741 48.1000 9.0000 59.8000
Classe 1-ECNM

LDULNAR(ms) 15 2.5360 0.4797 2.5200 1.7400 3.4800
LDFIBIBULAR(ms) 15 3.6680 0.6110 3.6000 2.8200 5.3400
LDTIBIAL(ms) 15 56133 0.6980 5.7600 4.5000 6.9600
AMPULNAR(mV) 15 9.1760 2.4195 10.0000 2.5800 12.8000
AMPFIBULAR(mMV) 15 6.2913 2.4986 5.4000 3.3600 11.3000
AMPTIBIAL(mMV) 15 7.6787 1.9948 7.4000 4.8300 11.5000
VCMULNAR(m/s) 15 51.7200 5.4098 50.7000 43.4000 60.4000
VCMFIBULAR(m/s) 15 46.7733 3.4410 46.6000 41.4000 53.8000
VCMTIBIAL(m/s) 15 45.0467 3.1066 44.8000 40.4000 52.5000
OFULNAR(ms) 15 27.7133 2.7638 27.4000 24.9000 34.8000
OFFIBULAR(ms) 15 46.8600 4.1303 46.2000 41.6000 54.8000
OFTIBIAL(ms) 15 48.1667 3.4735 49.4000 40.3000 52.2000
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Classe 2-ECNS

LDRADIAL(ms) 6 2.3400 0.3286 2.3400 1.9600 2.7200
LDULNAR(ms) 7 2.9429 0.6897 3.0400 2.0800 4.0800
LDSURAL(ms) 5 2.9680 0.5502 2.9200 2.2000 3.7200
AMPRADIAL(uV) 6 18.3217 6.2223 19.3000 7.3300 24.7000
AMPULNAR(uV) x 18.7243 7.8051 21.7000 5.6700 28.0000
AMPSURAL(uV) 5 12.0260 6.5465 9.3300 5.1000 20.7000
VCSRADIAL(m/s) 6 54.4833 6.2630 55.6500 46.6000 61.2000
VCSULNAR(m/s) 7 49.7714 11.6391 48.6000 30.6000 62.5000
VCSSURAL(m/s) 5 42.0600 5.0599 42.3000 37.6000 50.0000
Classe 2-ECNM
LDULNAR(mS) 8 3.2250 0.5129 3.0900 2.5200 4.1400
LDFIBULAR(ms) 8 4.2750 1.2131 3.9900 2.7600 6.6000
LDTIBIAL(ms) 8 6.6850 1.3219 6.3300 5.4000 9.0000
AMPULNAR(MV) 8 7.9838 2.2317 8.5850 3.8300 10.5000
AMPFIBULAR(MV) 8 3.7875 2.4753 3.7300 0.4300 7.1700
AMPTIBIAL(mV) 8 4.6300 4.3970 4.1650 0.0500 10.8000
VCMULNAR(mM/s) 8 45.9000 5.1200 45.9000 37.5000 52.8000
VCMFIBULAR(m/s) 8 37.4250 4.8109 38.8000 30.5000 44.5000
VCMTIBIAL(m/s) 8 36.4000 45375 36.0500 29.6000 43.3000
OFULNAR(ms) 8 32.4750 5.5631 30.8000 27.0000 43.4000
OFFIBULAR(mS) 7 54.4571 5.6601 54.4000 47.2000 61.0000
OFTIBIAL(ms) 7 59.1143 4.9137 60.0000 51.6000 64.8000
Classe 3-ECNS
LDRADIAL(ms) 8 2.1725 0.2647 2.2000 1.7600 2.6000
LDULNAR(ms) 8 2.4750 0.3631 2.4400 2.0000 3.0800
LDSURAL(ms) 8 2.5575 0.2481 2.6000 2.0800 2.8400
AMPRADIAL(uV) 8 19.4750 6.9481 18.1500 12.0000 31.3000
AMPULNAR(uV) 8 30.6625 14.9702 26.7000 16.0000 56.0000
AMPSURAL(uV) 8 15.6125 4.0622 15.6000 9.0000 20.7000
VCSRADIAL(m/s) 8 56.4500 5.3321 55.7000 46.2000 63.7000
VCSULNAR(m/s) 8 55.8000 3.8785 55.4000 51.1000 62.5000
VCSSURAL 8 47.1250 3.3363 48.3500 42.9000 50.8000
Classe 3- ECNM
LDULNAR(ms) 8 2.5300 0.3525 2.5500 2.0400 3.0600
LDFIBULAR(ms) 8 3.6975 0.2990 3.7200 3.3600 4.0800
LDTIBIAL(mS) 8 5.5625 1.0009 5.5350 4.2600 7.4000
AMPULNAR(mMV) 8 9.4300 2.0159 9.1700 6.8300 12.5000
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7.2363 2.8994 6.5000 4.3000 13.0000
8.9500 2.9279 9.1650 5.1700 13.0000
VCMULNAR(m/s) 51.2875 3.5707 51.3500 47.2000 58.3000
VCMFIBULAR(m/s) 45.8500 3.9210 44.3000 41.3000 53.6000

AMPFIBULAR(MV) 8
8
8
8

VCMTIBIAL(m/s) 8 44.7125 3.3728 445500  40.7000  49.5000
8
8
8

AMPTIBIAL(MV)

OFULNAR(ms) 27.8875 2.3430 28.4000 22.4000 29.8000
OFFIBULAR(ms) 48.1750 3.7882 49.0500 40.4000 51.8000
OFTIBIAL(ms) 50.0750 3.5628 49.9500 43.0000 55.0000
Classe 4 — ECNS
LDRADIAL(ms) 16 2.4238 0.3655 2.3200 1.8000 3.0400
LDULNAR(ms) 14 2.8471 0.4414 2.9050 1.9200 3.4000
LDSURAL(ms) 6 2.9067 0.3654 2.9600 2.4800 3.2800
AMPRADIAL(uV) 16 12.7219 5.1136 13.1500 2.3200 20.7000
AMPULNAR(uV) 14 14.3021 6.6496 13.1500 5.0000 24.3000
AMPSURAL(uV) 6 7.1333 3.0537 6.5000 3.9300 13.0000
VCSRADIAL(m/s) 16 52.3500 7.5788 53.0500 40.0000 63.9000
VCSULNAR(m/s) 14 49.6071 7.5418 48.5000 41.1000 68.4000
VCSSURAL(m/s) 6 42.5000 4.5546 43.2500 36.4000 47.6000
Classe 4 — ECNM
LDULNAR(ms) 18 3.2133 0.6314 3.3300 2.0400 4.1400
LDFIBULAR(ms) 15 4.5560 1.2989 4.2000 3.1200 7.3800
LDTIBIAL(mS) 15 5.8780 0.7681 5.7600 4.6200 7.7400
AMPULNAR(mMV) 18 7.5056 1.6221 7.6650 3.4800 10.3000
AMPFIBULAR(mMV) 15 4.1887 1.5712 4.2000 2.2300 8.0000
AMPTIBIAL(MV) 15 4.1960 1.9436 4.4000 1.4000 8.5000

VCMULNAR(m/s) 18 44,3222 10.2637 46.8500 7.0000 52.6000
VCMFIBULAR(m/s) 15 38.1667 11.1027 40.7000 2.5000 52.1000

VCMTIBIAL(m/s) 15 36.2047 10.2804 38.1000 1.6700 44.3000
OFULNAR(ms) 18 31.0811 3.4377 30.3000 25.6000 39.2000
OFFIBULAR(mSs) 15 54.1000 7.0331 53.0000 40.6000 69.1000
OFTIBIAL(ms) 15 58.3600 5.5733 57.6000 52.0000 72.0000
N= numero de pacientes LD=Laténcia distal Amp=Amplitude VCS=Velocidade de

condugao nervosa sensitiva VCM=Velocidade de conducao nervosa motora OF=Laténcia onda F

A comparagdo dos parametros do ECN entre os subgrupos de
diabéticos e o grupo controle ndo revelou diferencas estatisticas significantes

entre os subgrupos classe 1 e 3. Com a classe 2, os valores estatisticamente
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significantes foram as reducdes da amplitude (p=0.0001) e da VCS (p=0.0001) do
nervo sural, da amplitude (p=0.0001) do nervo ulnar sensitivo, da amplitude
(p=0.0001) e da VCM (0.0001) do nervo tibial, da amplitude (p=0.001) e da VCM
(p= 0.0001) do nervo fibular e da VCM (p=0.0001) do nervo ulnar; e os aumentos
da laténcia distal (p=0.0008) e da laténcia da OF (p=0.001) do nervo tibial, da
laténcia da OF (p=0.0001) do nervo fibular e da laténcia da OF (p=0.0001) do
nervo ulnar. E finalmente, com a classe 4, foram constatadas diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao aumento da laténcia distal
(p=0.0072) do nervo sural, da laténcia distal (p=0.0008) e da laténcia da OF
(p=0.0001) do nervo ulnar, da laténcia da OF (p=0.0001) do nervo fibular, da
laténcia distal (p=0.0008) e da laténcia da OF (p=0.0001) do nervo tibial; e
reducdes da amplitude (p=0.0001) e da VCS (p=0.0184) do nervo sural, da VCM
(p=0.0001) do nervo ulnar, da amplitude (p=0.0010) e da VCM (p=0.0001) do
nervo fibular, e da amplitude (p=0.0001) e da VCM (p=0.0001) do nervo tibial.

A comparacédo dos parametros no ECN entre os subgrupos diabeéticos,
revelou diferengas estatisticamente significantes entre as classes 4 e 1, em
relagdo aos aumentos da laténcia distal (p=0.0037) do nervo radial, da laténcia
distal (p=0.0138) do nervo ulnar sensitivo, da laténcia distal (p=0.0072) do nervo
sural, da laténcia distal (p=0.0008) e da laténcia da OF (p=0.0001) do nervo ulnar,
da laténcia da OF (p=0.0001) do nervo fibular e da laténcia da OF (p=0.0001) do
nervo tibial: e as redugdes da amplitude (p=0.0001) do nervo radial, da amplitude

(p=0.0001) e VCS (p=0.0184) do nervo ulnar sensitivo, da amplitude (p=0.0001)

Resultados 81



do nervo sural, da amplitude (p=0.0393) do nervo ulnar motor, da VCM (p=0.0001)

do nervo fibular, da amplitude (p=0.0001) e da VCM (p=0.0001) do nervo tibial.

4.5. FIBRAS NERVOSAS INTRA-EPIDERMICAS

4.5.a . Grupo de diabéticos e controle

Inervagao cutdnea em individuos normais

As FNI originam-se do PNS, que se estende horizontalmente préximo a
membrana basal da epiderme. Nos controles normais, as fibras nervosas
originadas do PNS, finas e varicosas, distribuiram-se através das camadas basal,
espinhosa e granulosa da epiderme, seguindo diferentes modelos (Figura 1).
Algumas fibras ramificaram-se em um padrio semelhante a candelabro, com
mltiplos ramos por toda a largura da epiderme, outras apresentaram-se como
fibras verticais tnicas com um ou mais ramos terminais, seguindo em diregdo a
superficie da pele, ou lateralmente, ou retornando a camada basal da epiderme.
Nas FNI a tendéncia é se agruparem, com regides desprovidas de nervos, entre
0s agrupamentos. Neste estudo os valores de referéncia da normalidade da
densidade linear das FNI apresentaram uma média de 7.04 + 2.46, mediana de

6.76 e valor minimo e maximo de 4.10 e 14 respectivamente (ANEXO 9).
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Figura 1. Imagens obtidas por microscopia conocal a laser para a analise do
padrao de distribuigdo das fibras intra-epidérmicas PGP-IR em individuos normais

Inervagdo cutéanea em diabéticos tipo 2

Na totalidade dos pacientes diabéticos, as fibras intra-epidérmicas
PGP-IR, apresentaram-se reduzidas em comparagao aos valores de referéncia de

normalidade. Achado constatado também, quando se analisava os subgrupos

isoladamente (Figura 2).
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Figura 2 — Dispersdo do nimero de fibras intra-epidérmicas no grupo controle e
nos grupos diabéticos

Nos diabéticos observou-se auséncia ou reducdo do nimero de FNI.
Quando presentes, as FNI apresentavam padrao morfolégico similar ao do grupo
controle normal (Figura 3). A densidade linear das FNI no grupo de diabéticos foi
de 140 + 0.97, mediana de 1.60, e valores minimo e maximo de 0 e 3

respectivamente (ANEXO 9).
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Figura 3. Imagens obtidas por microscopia confocal a laser para a analise do
padréo de distribuigao das fibras intra-epidérmicas PGP-IR em individuos
diabéticos. Observa-se auséncia das FNI (A) e reducdo da densidade linear das
FNI (B)

A densidade linear das FNI e as variaveis, valores da hemoglobina
glicosilada, escores dos sintomas e sinais neurol6gicos, apresentaram correlagoes
negativas, expressas respectivamente pelo coeficiente de correlagdo de
Spearman de - 0.040 (p=0.0041) (Figura 4), - 0.61 (p=0.0001) (Figura 5) e - 0.75
(p=0.0001) (Figura 6). A comparagdo entre o numero de FNI no grupo de
diabéticos com RCS normal e anormal revelou-se estatisticamente significante
(p=0.0001), com valores menores encontrados no grupo com RCS ausente.
Diferencas estatisticamente significantes em relagdo a variavel numero de fibras

intra-epidérmicas foram observadas entre o grupo normal e o dos portadores de

DM tipo 2 (p=0.0001).
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4.5.b. Subgrupos de diabéticos

Classe1 (Auséncia de neuropatia)

A densidade linear das FNI, no subgrupo classe 1 foi de 2.39 + 0.53,
mediana de 2.46 e valor minimo e maximo de 1.32 e 3.0 respectivamente.
Constatamos reducao significativa (p=0.0001) da densidade linear das FNI no
subgrupo 1 quando comparado com controles normais.

Classe 2 (neuropatia assintomatica)

A densidade linear das FNI no subgrupo classe 2 foi de 1.51 + 0.49

1

mediana de 1.65, e valor minimo e maximo de 0.75 e 2.0 respectivamente.
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Constatamos redugéo significativa (p=0.0001) da densidade linear das FNI no

subgrupo 2 quando comparado com controles normais.

Classe 3 (neuropatia sintomatica com ECN normal)

A densidade linear das FNI no subgrupo classe 3 foi de 1.36 + 0.41,
mediana de 1.34, e valor minimo e maximo de 0.76 e 2.0 respectivamente.
Encontramos uma importante diminuigao da densidade linear das FNI nos
individuos do subgrupo 3. Evidéncias de diferencas estatisticas significantes
(p=0.0001) em relacao a densidade das FNI foram constatadas entre este

subgrupo e o de classe 1 e controle normal.

Classe 4 (neuropatia sintomatica com ECN anormal)
A densidade linear das FNI no subgrupo classe 4 foi de 0.54 + 0.79,
mediana de 0, e valor minimo e maximo de 0 e 2.5 respectivamente. Diferencas
estatisticas significantes foram constatadas entre este subgrupo € o de classe 1 e

controle normal (p=0.0001).

4.6. CONTRIBUIGAO DA IMUNOHISTOQUIMICA CUTANEA NO DIAGNOSTICO
DA NEUROPATIA DIABETICA E COMPROMETIMENTO DAS FIBRAS

FINAS

Previamente a introducéo dos resultados da densidade linear das FNI
como mais um método de detecgdo diagnoéstica, a neuropatia diabética foi

constatada em 34 (69.3%) pacientes. O estudo immunohistoquimico das FNI
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evidenciou redugao do numero de fibras intra-epidérmicas em todos os pacientes
diabéticos, possibilitando a reclassificagdo de 07 pacientes da classe 1 como
portadores de neuropatia de fibras finas. Ao final, 41 (83.67%) pacientes foram

diagnosticados como portadores de neuropatia diabética.

4.7. MODELO DE ENVOLVIMENTO DAS FIBRAS NERVOSAS NO DIABETE
MELITO TIPO 2

A ftotalidade (100%) de pacientes portadores de DM tipo 2,
apresentaram comprometimento das fibras finas e 26 (53.1%) pacientes,

envolvimento das fibras mielinicas grossas.
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5.1. CARACTERISTICAS CLINICAS

Os sintomas e sinais da neuropatia periférica depende, entre outros
fatores, da classe, nivel e distribuigdo dos axdnios afetados, do curso e severidade
do processo patolégico, do grau de regeneragéo dos nervos afetados, do tempo
de duragdo do processo (DYCK, GIANNINI, LAIS, 1993). A combinagdo destes
fatores resulta na variabilidade dos padrées clinicos observados na neuropatia
periférica diabética.

Neste estudo foi observado uma correlacao positiva entre o nimero de
sinais neurolégicos e o de sintomas. Fato similar foi relatado por DYCK et al.
(1985), que descreveram uma associagdo significativa entre o numero de
sintomas e o escore das anormalidades neuroldgicas nas neuropatias. Entre os
subgrupos de neuropatia sintomatica, classes 3 e 4, os escores das escalas de
sintomas e sinais demonstraram diferencas estatisticas significativas, com valores
maiores na classe 4, demonstrando que o comprometimento associado das fibras
finas e grossas promovem um maior grau de envolvimento clinico nestes
subgrupos.

O controle glicémico menos efetivo, expresso por valores mais elevados
da hemoglobina glicosilada, correlacionou-se positivamente a comprometimentos
mais significativos das funges nervosas sensitiva e motora, e autondmica,
avaliadas respectivamente através do ECN e RCS e a reducio mais acentuada do
numero de fibras intra-epidérmicas PGP-IR. Estas conclusdes sio compativeis

com estudos anteriores que definem que o controle da glicemia previne as
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complicacdes do DM (YOUNG et al, 1986; DIABETES CONTROL AND

COMPLICATIONS RESEARCH GROUP, 1993).

5.2. ESTUDO DA CONDUGAO NERVOSA

O ECN reflete o estado das fibras mielinicas de grosso calibre, que
constituem uma pequena fragdo da populagao total das fibras dos nervos
(GREENE et al., 1981). No grupo dos diabéticos, alteragbes do ECN foram
constatadas em 26 (53.06%) individuos, inclusive em pacientes sem sintomas
neuropaticos, em conformidade com estudos prévios (DOWNIE & NEWELL,
1961; LAMONTAGNE & BUCHTHAL, 1970; HEIMANS et al, 1986).
Anormalidades isoladas da condugdo sensitiva foram observadas em 6
(23.07%) pacientes; o inverso, comprometimento motor isolado, em 2 (7.69%)
pacientes e envolvimento conjunto motor e sensitivo em 18 (69.24%) pacientes.
O PANS do nervo sural nao foi obtido em 15 (30.61%) pacientes, em contraste
com a auséncia dos PAMC do nervo tibial posterior em apenas 3 (6.12%)
pacientes do grupo total de didbéticos. Portanto na avaliagdo global do
envolvimentos das fibras nervosas, houve predominio do comprometimento
sensitivo sobre o motor. LAMONTAGNE & BUCHTHAL (1970) estabeleceram
que na neuropatia diabética, na maioria das vezes, os sinais eletrofisiolégicos
do envolvimento sensitivo ocorrem mais precocemente e com maior gravidade.
Ndo foram detectadas diferengas significativas no ECN entre a classe 2,

assintomatica e a classe 4, sintomatica, portanto a presenca ou auséncia de
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sintomas n3do interferiram diretamente com os valores do ECN na neuropatia
diabética. Observamos no ECN, trés modelos possiveis de envolvimento dos
nervos analisados, amplitudes normais e velocidades alteradas, amplitudes
alteradas e velocidades normais e amplitudes e velocidades alteradas. Nossos
achados, portanto, sugeriram a auséncia de uma conexao direta entre as
alteragdes da velocidade de condugdo, que expressam mais especificamente
anormalidades da mielina, e as alteracdes da amplitude dos potenciais, que
expressam anormalidades dos axonios. O comprometimento da mielina e do
axdnio, na neuropatia diabética, devem ocorrer em tempos diferentes ou
concomitantes, para determinarem os trés modelos de envolvimento. A possivel
explicacéo destes padroes, repousa na existéncia de mecanismos patogénicos
diversos e multiplos para a neuropatia diabética. Enquanto, por exemplo, a
redugdo da condugdo nervosa pode estar relacionada as alteragoes
metabolicas, como acumulo de sédio intraneural ou a migracao dos canais de
sodio dos nodulos de Ranvier (CHERIAN et al., 1996), as alteragdes axonais
podem ser secundarias a reducao nos neurofilamentos axonais e contetudo dos
microttbulos, proporcionados pela deficiéncia do transporte axonal lento
(MACIOCE et al., 1989) ou pelo decréscimo da expressdo das proteinas
citoesqueléticas pelo acido ribonucléico mensageiro (SCOTT, CLARK,

ZOCHODNE, 1999).
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5.3. FIBRAS NERVOSAS INTRA-EPIDERMICAS

No grupo controle, o modelo de distribuicdo das FNI, foi similar ao de
estudos anteriores de biopsia de pele na mesma regido (LEVY et al., 1992
MCCARTHY et al., 1995; HIRAI et al., 2000), embora com densidade linear menor,
provavelmente em funcédo das técnicas de quantificacéo utilizadas nos diferentes
estudos. No grupo dos diabéticos constatou-se auséncia ou redugdo significativa
da densidade linear das FNI, quando comparados com a pele de individuos
normais em concordancia com estudos prévios (LINDBERGER et al., 1989: LEVY
et al.,1989; LEVY et al., 1992; KENNNEDY et al., 1996).

Nos diabéticos observou-se uma correlagdo negativa entre o
compromentimento clinico, expresso pelos escores dos sinais e sintomas, e a
densidade linear das FNI. Uma redug@o mais acentuada do numero de fibras intra-
epidérmicas PGP-IR em quadros clinicos e neurofisiologicos indicativos de
envolvimento neuropatico mais severos ja4 havia sido observada em outros
estudos com diabéticos (LEVY et al., 1992; PROPERZI et al., 1993; KENNEDY et
al., 1996). A redugao ou auséncia de fibras intra-epidérmicas PGP 9.5-IR é mais
indicativo de degenerag@o nervosa do que da perda da imunoreatividade por
outras razbes, porque a imunoreatividade ao PGP 9.5 é robusta e pode
invariavelmente ser demonstrada em nervos periféricos humanos normais e
patolégicos (KARANTH et al., 1989; KARANTH et al., 1991). No subgrupo classe 1
de diabéticos, primariamente classificados como n&o portadores de neuropatia, ou

seja, pacientes que nao preenchiam os critérios diagndsticos minimos de
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envolvimento do sistema nervoso periférico pelos métodos clinicos e
neurofisiolégicos, uma reducao significativa do niamero de FNI foi constatada,
quando comparados com o controle normal. Na presenca de uma meéedia de
apenas 34% da inervacao normal, os pacientes portadores de DM tipo 2, nao
apresentaram sintomas e sinais de comprometimento sensitivo, suficientemente
consistentes para suportarem o diagnéstico de neuropatia. Portanto, relativamente
poucas fibras epidérmicas sdo necessarias para a deteccéo dolorosa. Afirmacgao
suportada por estudos realizados por OCHOA & TOREBJORK (1989) em
humanos, com microneurografia, em que a ativacdo de um pequeno numero de
fibras aferentes primarias nociceptivas evocaram claramente uma sensagao
dolorosa ou por SIMONE et al.(1998), que, com o uso de capsaicina intradérmica
em individuos normais, demonstraram que na presenca de 17% da inervagao
epidérmica normal, a magnitude das sensacdes dolorosas térmica e mecanica
eram de 61% e 77% respectivamente. Portanto, a redugao da densidade linear
das FNI podem indicar a presenga de neuropatia em pacientes com alteragées
nervosas subclinicas, antes dos métodos clinicos e neurofisioldgicos padroes,
opiniao compartilhada por KENNEDY et al. (1999).

O subgrupo classe 2, portadores de neuropatia assintomatica,
apresentou reducéo significativa das FNI em relagao ao grupo controle, porém nao
em relagdo a classe 1, revelando-se ai, uma diferengca com os grupos
sintomaticos, classe 3 e 4, que foram estatisticamente diferentes tanto em relagao
ao grupo controle, quanto ao subgrupo classe 1. Nossos achados foram

condizentes com a hipétese que nas neuropatias dolorosas ha proporcionalmente
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maior envolvimento das fibras finas (HEIMANS et al., 1986; ZIEGLER et al., 1988).
Entretanto ha relatos contrarios a esta hipétese, que estabelecem que a presenca
de sintomas neuropaticos dolorosos ndo definem a populagdo de fibras
acometidas, uma vez que, tanto o envolvimento de fibras finas como das grossas
podem acarretar ou nao, a ocorréncia de dores neuropaticas (VEVES et al., 1994;
GIULIANI et al., 1997).

No subgrupo classe 3, a reducao das FNI pela analise quantitativa dos
nervos cutdneos PGP-IR possibilitou o diagnostico objetivo das denominadas
neuropatias de fibras finas. A disfuncdo seletiva ou predominante das fibras finas
resulta em um quadro clinico distinto de dores cutadneas espontaneas,
hiperestesia, sem evidéncias clinicas, eletrofisioldgicas ou patologicas de
disfuncdo importante das fibras nervosas mielinicas de grosso calibre (HOLLAND
et al., 1997; HOLLAND et al., 1998), o que quase sempre acarreta dificuldades de
comprovacao diagnostica objetiva. A presenga desta modalidade de neuropatia foi
constatada em 9 (18.3%) pacientes da amostra de diabéticos, se a necessidade
do quadro clinico caracteristico for considerada como critério diagnoéstico, caso
contrario, com os critérios estabelecidos no presente estudo, a ocorréncia
aumenta para 15 (30.6%) pacientes, com o acréscimo dos pacientes da classe 1,
que apresentaram envolvimento seletivo das fibras finas. Segundo BROWN &
ASBURY (1984) a neuropatia sensitiva de fibras finas, compreende em torno de
10% das diferentes variedades de neuropatia periférica diabética, estimativa

inferior a nossa.
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A quantificagéo da densidade linear das FNI imunoreativas ao PGP 9.5
permitiu a distingdo de todas as classes de neuropatia diabética com o grupo
normal. Entre os subgrupos de diabéticos possibilitou a diferenciacdo entre os
subgrupos sintomaticos (classe 3 e 4) e o subgrupo classe 1, o subgrupo
classificado como nao portador de neuropatia pelos métodos clinicos e

neurofisiologicos.

5.4. MODELO DE ENVOLVIMENTO DAS FIBRAS NERVOSAS NO DIABETE

MELITO TIPO 2

Foi observado alteragdo neural associada das fibras finas e grossas em
26 (53.1%) pacientes e seletiva das fibras finas em 23 (46.9%) pacientes. Detectou-
se, portanto, dois padrdes principais de envolvimento das fibras nervosas no DM tipo
2.
a) Compromentimento concomitante das fibras finas e mielinicas
grossas, expresso por redugao ou auséncia das FNI e ECN anormal
b) Compromentimento das fibras finas, com preservacgao das fibras
mielinicas grossas, expresso por reducao ou auséncia das FNI e
ECN dentro dos limites da normalidade.
Considerando estas evidéncias, intui-se que os subconjuntos de
fibras constituintes dos nervos, frente as alteragbes gerais e especificas

promovidas pelo DM tipo 2, respondem de acordo com as suas caracteristicas
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individuais de vulnerabilidade, de forma totalmente independente uns dos
outros. As vezes, com alteracdes simultdneas, estabelecendo uma correlagéao
temporal de envolvimento das fibras finas e grossas, outras vezes, com
envolvimento predominante das fibras finas. Em consonancia com estes dados,
estudos clinicos prévios (HEIMANS et al., 1986; JAMAL et al., 1987; LEVY et
al., 1987; LE QUESNE et al., 1990) observaram que o envolvimento das fibras
grossas e finas pode ocorrer concomitantemente ou pode haver predominio de
um subconjunto sobre o outro. Outros estudos clinicos demonstraram a
auséncia de correlacdo entre o limiar vibratério e VCN, que expressam a fungao
das fibras grossas, com a quantificacdo dos nervos intraepidérmicos,
relacionadas a fibras finas, em pacientes diabéticos (LEVY et al.,1992;
PROPERZI et al., 1993). Recentes estudos experimentais também confirmaram
estas conclusbes, ao demonstrarem que na neuropatia diabética,
independentemente do mecanismo basico do dano neural, a administracao
exodgena do fator de crescimento neural protege ou restaura a fungao das fibras
sensitivas finas, mas nao apresenta efeito sobre as fibras grossas (APFEL et
al., 1994; ELIAS et al., 1998), enquanto a neurotrofina 3 reverte a VCN, sem
atuacdo sobre as fibras finas (MIZISIN et al., 1999), intuindo-se assim
mecanismos diversos de envolvimento e sensibilidade das fibras nervosas finas

€ grossas.

Discussao 100



5.5. CONTRIBUIGAO DA IMUNOHISTOQUIMICA CUTANEA NO DIAGNOSTICO
DA NEUROPATIA DIABETICA E COMPROMETIMENTO DAS FIBRAS
FINAS.

O método de imunofluorescéncia indireta para o marcador neural geral,
PGP 9.5, visando a avaliagao das FNI revelou-se extremamente adequado para a
deteccdo de envolvimento neuropatico, inclusive subclinico, das fibras finas em
pacientes portadores de DM tipo 2. Todos os pacientes apresentaram
comprometimento das fibras finas. Previamente a utilizagdo dos resultados da
avaliagdo imunohistoquimica, a incidéncia de neuropatia era subestimada.
Obedecendo aos mesmos critéerios diagnésticos, 07 pacientes foram
reclassificados, ampliando de 34 (69.3%) pacientes para 41 (83.67%) pacientes os
portadores de neuropatia no grupo total de diabéticos. Este método foi de especial
importancia no subgrupo classe 1 (auséncia de neuropatia), no qual possibilitou o
diagnéstico de neuropatia em 07 (46.66%) pacientes, além de confirmar o
comprometimento das fibras finas nos restantes. Observamos, portanto, que no
DM tipo 2, a definicdo clinica do envolvimento das fibras finas foi imprecisa, com a
presenca de pacientes com extensas perdas de fibras intra-epidérmicas, sem

perdas sensitivas clinicamente consistentes.
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Em nosso estudo, concluimos:

1. A determinagédo da densidade linear (niumero de fibras/mm) das fibras intra-
epidérmicas PGP-IR, em pacientes portadores de DM tipo 2 foi um método
diagnéstico sensivel e especifico para a deteccdo de comprometimento das
fibras finas. A totalidade (100%) dos pacientes, inclusive os clinicamente
dentro dos limites da normalidade, apresentaram auséncia ou reducao do
numero de fibras intra-epidérmicas em relagéo ao grupo controle. A eficiéncia
diagnéstica do método para a definigdo da neuropatia diabética foi de 83.67%

no grupo estudado.

2. Os resultados do processamento imunohistoquimico da inervacdo cutanea com
anticorpo policlonal anti PGP 9.5 permitiu a diferenciagcdo, definida
estatisticamente, entre os subgrupos de diabéticos classificados clinica e
neurofisiologicamente como ndo portadores de neuropatias (classe 1) dos
subgrupos classificados como portadores de neuropatia sintomatica, com ECN

normal (classe 3) e alterada (Classe 4).

3. O modelo de envolvimento das fibras nervosas no grupo estudado de
portadores de DM tipo 2, obedeceu ou ao padrao de envolvimento
predominante das fibras finas ou ao de disfungdo neural concomitante das

fibras grossas e finas.
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Forty-nine patients (20 male and 29 female) with diabetes mellitus type
2 (DM-2) and 18 healthy individuals (controls; 4 male and 14 female) were
evaluated. The mean age between patients with DM-2 and controls were 56.69 +
6.44 and 54.33 + 7.48 years, respectively. The aims of this study were as follows:
1) To evaluate the usefulness of immunochistochemistry with rabbit polyclonal
antibody to protein gene product 9.5 (PGP 9.5) on the diagnosis of neuropathy in
DM-2; 2) To determine by skin biopsy whether the number of epidermal nerve
fibers (ENFs) immunoreactive (IR) to PGP 9.5 differ significantly between
subgroups of patients with DM, that were previously investigated clinically and
electrophysiologically; 3) To determine the pattern of involvement of nerve fibers in
patients with DM-2. The patients were divided in four groups: Class 1 (n = 15),
absence of neuropathy; Class 2 (n = 8), neuropathy without symptoms; Cléss 3(n
= 8), symptomatic neuropathy with normal nerve conduction study (NCS); Class 4,
symptomatic neuropathy with abnormal NCS. Clinical symptoms, NCS, and
sympathetic skin response were altered in 26 (53.06%), 27 (55.1%), 38 (77.6%),
and 14 (28.5%) patients, respectively. Skin biopsies (3mm in diameter) were
obtained from the distal part of the right leg in both patients and controls. Skin
biopsies were processed using immunofluorescence with anti-PGP 9.5. The linear
density (number of ENFs per millimeter of epidermal length) was used for
quantification. The nerve fibers PGP-IR were distributed throughout all the
epidermal layers. The ENFs densities were 1.40 + 0.97 and 7.04 + 2.46 in patients
with DM-2 and controls, respectively. The linear densities between groups of

patients with DM-2 were as follows: Class 1, 2.39 + 0.53; Class 2, 1.51 + 0.49;
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Class 3, 1.36 + 0.41; Class 4, 0.54 = 0.79. The densities of fibers PGP-IR were
significantly (p = 0.001) reduced in patients from classes 3 and 4 when compared
to those in the class 1. Our result suggest that measuring of nerve fibers PGP-IR
densities allows early detection of the involvement of unmyelinated (C nociceptive )
and small myelinated (A3) nerve fibers in patients with DM-2, including those
without clinical symptoms. In addition, it allows distinction between several degrees
of involvement of small fibers into classes 1, 3, and 4. We also found that while all
patients (100%) had unmyelinated and small myelinated fibers dysfunction, only 26
(53.06%) patients had large myelinates fibers dysfunction. This finding indicates
that two patterns of involvement of nervous fibers are found in patients with DM-2,
the first associated with dysfunction of both small e large nerve fibers, and the

second selective to small nerve fibers.
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ANEXO 1

Protocolo N Paciente data /

Identificagao do Paciente

Data de nascimento / /

Sexo - 1=Fem 2=Masculino

Raca -1=Branca 2=negra 3=oriental 4=outras
Altura (cm )=

Peso (Kg )=

Idade de inicio da diabete =

Data de inicio dos sintomas neuropaticos,quando presentes=
Especificar os sintomas-

Tipo de diabete -

Medicamento em uso

Hemoglobina Glicosilada

Exame Neurolégico : Escala de Sintomas Neurolégicos
1= Sintoma presente
0= Sintoma ausente
I-Sintomas de Fraqueza muscular
1. extraocular

2. facial
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7

8.

lingua

garganta

cintura escapular e membros superiores
maos

glateos e coxas

pernas

Il - Sintomas Sensitivos

A.Sintomas Negativos

9.

dificuldade de identificar objetos na boca

10.dificuldade de identificar objetos nas maos

11.instabilidade ao andar

B. Sintomas Positivos

12.adormecimento em qualquer localizacao

13. parestesias (sensacdes espontaneas de dor difusa, profunda, em

fisgada, queimacao, formigamento, resfriamento, ardor) em qualquer

localizagao

Ill - Sintomas Autondomicos

14.sincope postural

15.impoténcia em homens

16.perda de controle urinario

17.diarréia noturna

Soma total =
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Exame Neurologico : Escala de Sinais Neuroldgicos
0=Normal For¢a muscular/Reflexo/Sensibilidade
1=fraqueza leve/Reflexo hipoativo/Sensibilidade diminuida/aumentada
2=fraqueza moderada/Reflexo ausente/Sensibilidade ausente
3=fraqueza severa
4=auséncia de funcao

I. Nervos Cranianos
Fraqueza da musculatura ocular extrinseca-VI| par
Fraqueza da musculatura ocular extrinseca- lll par
Fraqueza facial
Il. Fraqueza Muscular
Extensao punho
Flexao punho
Flexao dedos
Intrinsecos das maos
Flexores dorsais
Plantar flexores
lil. Reflexos
Reflexo Bicipital
Reflexo Tricipital
Reflexo Braquiorradial
Reflexo Patelar

Reflexo Aquileano
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IV Sensibilidade
Segundo dedo e Halux
Sensibilidade postural
Sensibilidade vibratéria (diapasao 128 Hz)
Membros superiores e inferiores
Sensibilidade dolorosa (artefato de metal puntiforme 0.5 mm de

diametro)
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ANEXO 2

TESTES CLINICOS LABORATORIAIS

1- Hemograma completo

2- VHS

3- Tempo de protrombina- atividade de protrombina
4- Uréia- creatinina

5- sorologia para sifilis

6- Tiroxina livres- TSH ultrasensivel

7- Dosagem de acido folico e vitamina B12
8- glicemia de jejum

9- Hemoglobina glicosilada

10-FAN- células LE- Fator Reumatodide
11-Colesterol total e LDH

12-Triglicérides

13-CPK

14-Eletroforese de proteinas séricas
15-Imunoeletroforese de proteinas séricas
16-Sorologia para hepatite A/B

17-Sorologia para o HIV
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ANEXO 3

1. TESTE AUTONOMICO
1.1. Reflexo cutaneo simpatico
1.1.a Equipamento
O estudo da resposta simpatica da pele foi realizado com o
eletroneuromiégrafo Neuropack 2, MEB-7102K (Nihon Kohden, Japao), com os
seguintes parametros fixados :
Filtros :1 HZ e 3 KHZ
Tempo de analise : 10 s
Sensibilidade: 200 pV/divisao
Estimulacao :
duracao 0,2 ms
intensidade 10-20 mA
frequiéncia 0.1 Hz
1.1.b. Técnica eletrofisiologica :
Posicao do paciente: decubito dorsal
Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-312S): posicionado sobre a
regiao plantar do pé direito.
Eletrodo de registro de referéncia (Modelo NM-312S): na regiao dorsal
do pé direito.

Eletrodo de estimulagédo (Modelo NM-430S): no tornozelo.
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ANEXO 4

1. ESTUDO DA CONDUGCAO NERVOSA
1.1. Equipamento
Foi utilizado o eletroneuromiografo, Neuropack 2 MEB-7102K (Nihon
Kohden, Japao). No ECNM os parametros fixados foram os filtros de 20 Hz e 3
KHz, o tempo de analise de 30 ms, a sensibilidade de 2 mV/ divisao, e a duragao e
frequéncia do estimulo de 0,2 ms e 1 Hz respectivamente. No ECNS os filtros
foram de 20 Hz e 3KHz, o tempo de andlise de 20 ms, a sensibilidade de 10
uV/divisao e a duragdo e frequéncia do estimulo de 02 ms e 1 Hz
respectivamente. No estudo da OF os filtros foram de 50 Hz e 3KHz, o tempo de
analise de 100 ms, a sensibilidade de 500 pV/divisdo e estimulo com frequéncia
de 1 HZ e duragao de 0.2 ms.
1.2. Técnicas de Condugao Nervosa
Foram utilizadas no ECN técnicas padroes, definidas anteriormente por
KIMURA (1983) e OH (1993a):
1.2.a. Estimulacao
Foram utilizados elétrodos de superficie (NM-430S, Nihon Kohden,
Japao), com o catodo posicionado distalmente, exceto na obtencao do reflexo H e

OF, quando a posigao foi invertida.
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1.2.b. Registro

As respostas evocadas foram registradas com eletrodos de superficie
(NM-312S, NM-450S, Nihon Kohden, Japao). O eletrodo terra (NM-522S, Nihon
Kohden, Japao) foi posicionado entre o eletrodo de estimulo e o de registro.

1.2.c. Promediacao
Potenciais de acdo sensitivos menores que 5uV em amplitude, foram
promediados.
1.2.d. Amplificacao
Foi ajustada para a obtencao de amplitudes minimas de 1cm
1.2.e. Critérios de medidas
a. Laténcias

A unidade de medida foi o milissegundos (ms), para todas as laténcias.
As laténcias distais sensitiva e motora foram medidas do artefato de estimulo ao
inicio da deflexao negativa do potencial de agéo sensitivo e muscular composto
respectivamente. As laténcias proximais motoras, do artefato de estimulo ao inicio
da deflexdo negativa do PAMC. Para a OF foi registrada a mais curta laténcia
obtida em 10 respostas.

b. Amplitudes

A amplitude do PANS foi medida em microvolts da linha de base ao
pico da deflexao inicial negativa. A amplitude do PAMC foi medida em milivolts da
linha de base ao pico da deflexdo negativa do potencial.

c. Distancias

Anexos 144



As distancias foram medidas em milimetro com uma fita meétrica flexivel
sobre o provavel curso do nervo. A distancia do segmento distal foi medida do
centro do catodo estimulador distal ao centro do eletrodo de registro ativo. A
distancia do segmento proximal foi medida do centro do catodo estimulador
proximal ao centro do catodo estimulador distal

d. Calculo da velocidade de condugéo nervosa

A VCS foi obtida pela divisdo da distancia do segmento distal pela
laténcia distal sensitiva, expressa em metros por segundo. A VCM foi obtida pela
divisdo da distancia do segmento proximal pela diferenca entre as laténcias
motoras proximal e distal, no segmento estudado, também expressa em metros
por segundo.

1.2.f. Controle da temperatura

A temperatura foi medida e monitorizada no dorso da méo e no tergo
distal da perna, através de um termémetro digital (Digi-Sense Thermistor da Cole-
Parmer Instrument Company, USA) e mantida entre 32-34 °C durante a realizacao
dos exames.

1.2.g. Posicionamento dos eletrodos
Nervo Radial Superficial (Método antidromico)

Posicao do paciente: mao estendida, com a palma para baixo.

Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-312S): posicionado no aspecto
dorsolateral da mao sobre o nervo radial superficial, quando ele cruza o tendao do

musculo extensor longo do polegar.
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Eletrodo de registro referéncia (Modelo NM-312S): 3 cm distal ao
eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulacdo (Modelo NM-430S): posicionado sobre o
aspecto radial do antebrago, com o catodo a 14 cm do eletrodo de registro ativo.

Nervo Ulnar sensitivo (Método antidromico)

Posicao do paciente : mao estendida, com a palma para cima.

Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-450S): falange proximal do
quinto dedo.

Eletrodo de registro referéncia (Modelo NM-450S): 3 cm distal ao
eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulacdo (Modelo NM-430S): posicionado no punho,
com o catodo distal, sobre o nervo ulnar em torno de 14cm do eletrodo de registro
ativo.

Nervo sural (Método antidromico)

Posicao do paciente: decubito ventral, com o pé suspenso sobre a
margem da mesa de exame.

Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-3128): atras do maléolo lateral.

Eletrodo de registro referéncia (Modelo NM-312S): 3 cm distal ao
eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulacdo (Modelo NM-430S): posicionado no terco distal
da perna em torno de 14 cm proximal ao eletrodo de registro ativo.

Nervo Ulnar Motor

Posicao do paciente : braco estendido, palma para cima.
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Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-312S): posicionado sobre o
musculo abdutor do V dedo.

Eletrodo de registro de referéncia (Modelo NM-312S): 4cm distal ao
eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulacdo (Modelo NM-430S): distalmente posicionado
no aspecto palmar do punho, justo radial ao tendao do musculo flexor ulnar do
carpo, com o catodo a 7 cm proximal ao eletrodo de registro ativo e
proximalmente, catodo posicionado 5-6 cm acima do sulco do cotovelo, entre os
musculos triceps e biceps braquial.

Nervo Fibular Motor

Posicao do paciente : decubito dorsal.

Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-312S): posicionado sobre o
musculo extensor curto dos dedos.

Eletrodo de registro de referéncia (Modelo NM-312S): 4cm distal ao
eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulagcao (Modelo NM-430S): distalmente no tornozelo, 8
cm proximal ao eletrodo de registro ativo no ponto médio entre o maléolo lateral e
medial e proximalmente no joelho, posterior a cabega da fibula.

Nervo Tibial Posterior Motor
Posicao do paciente : decubito ventral.
Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-312S): posicionado sobre o

musculo abdutor do halux.
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Eletrodo de registro de referéncia (Modelo NM-312S): 4cm distal ao
eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulacdo (Modelo NM-430S): distal no tornozelo,10 cm
proximal ao eletrodo de registro ativo, ligeiramente posterior ao maléolo medial e
proximalmente na fossa poplitea.

Onda F do nervo ulnar

Posicéao do paciente : braco estendido, palma para cima.

Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-312S): posicionado sobre o
musculo abdutor do V dedo.

Eletrodo de registro de referéncia (Modelo NM-312S): 4cm distal ao
eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulacdo (Modelo NM-430S): posicionado no aspecto
palmar do punho, justo radial ao tendao do musculo flexor ulnar do carpo, com o
catodo proximal a 7 cm ao eletrodo de registro ativo.

Onda F do nervo Fibular

Posicao do paciente: decubito dorsal.

Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-312S): posicionado sobre o
musculo extensor curto dos dedos.

Eletrodo de registro de referéncia (Modelo NM-312S): 4cm distal ao
eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulacdo (Modelo NM-430S): no tornozelo, 8 cm
proximal ao eletrodo de registro ativo no ponto médio entre o maléolo lateral e

medial, com o catodo proximal.
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Onda F do nervo Tibial Posterior

Posicdo do paciente: decubito ventral.

Eletrodo de registro ativo (Modelo NM-312S): posicionado sobre o
musculo abdutor do halux.

Eletrodo de registro de referéncia (Modelo NM-312S): 4cm distal ao
eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulagdo (Modelo NM-430S): no tornozelo 10 cm
proximal ao eletrodo de registro ativo, ligeiramente posterior ao maléolo medial,
com o catodo proximal.

1.3. Valores de referéncias
Nervo radial superficial GARIBALDI (1996)

Velocidade de condugao nervosa sensitiva

Para o sexo feminino — VCS = 57,7 m/s com DP=3.37m/s

Para o sexo masculino — VCS = 63.7 m/s — 0.16 x idade (anos) com
DP= 3.36

Amplitude

Para o sexo feminino — amplitude média =24.6uV com DP=5.8 uV e
limites de consonancia a 95% de 13 uV e 36.2 uV

Para o sexo masculino — amplitude média =19.5uV com DP= 10.7uV e
limites de consonancia a 95% de 10.7 uV e 28.3 uV

Laténcia distal sensitiva (LDS)

Para o sexo feminino — LDS média= 2.05 ms com DP=0.13 e limites de

consonanciaa 95% de 1.79 ms e 2.31 ms
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Para o sexo masculino — LDS=1.9 ms + 0.006xidade(anos)

Nervo sural GARIBALDI (1996)

Velocidade de conducéo nervosa sensitiva

Para o sexo feminino — VCS = 51,6 m/s com DP=4.2m/s

Para o sexo masculino — VCS = 53.7 m/s — 0.10 x idade (anos) com

DP=3.7

Amplitude

Para o sexo feminino — amplitude =25.2uV — 0.17 x idade (anos) com
DP=4.53 uv

Para o sexo masculino — amplitude =27.3uV — 0.22x idade(anos) com
DP=5.4 uv

Laténcia distal sensitiva

Para o sexo feminino e masculino — LDS média= 2.75 ms com
DP=0.34ms e s limites de consonéancia a 95% de 2.07ms e 3.43ms
Nervo ulnar Sensitivo GARIBALDI (1996)

Velocidade de conducao nervosa sensitiva

Para o sexo feminino — VCS = 54.4m/s, com os limites de consonancia
a 95% de 48.6 m/s e 60.2 m/s

Para o sexo masculino — VCS = 61.1m/s — 0.17x idade(anos) com
DP=3.54m/s

Amplitude

Para o sexo feminino — amplitude =38.9uV — 0.23 x idade (anos) com

DP=5.5 uv
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Para o sexo masculino — amplitude =33.1uV — 0.24x idade(anos) com

DP= 5.3 uVv

Laténcia distal sensitiva

Para o sexo feminino - LDS meédia = 2.63ms com DP=0.15ms e limites

de consonancia a 95% de2.33ms e 2.93ms

Para o sexo masculino — LDS=2.33ms+0.009x idade(anos) com

DP=0.23ms

Nervo Ulnar motor OH (1993b)

amplitude(uV) VCN (m/s) Laténcia distal(ms)
Média+/-D.P 11.49 +\- 2.51 61.15+/-5.27 3.0+\-0.3
Limite da normalidade 5 50.61 36

Nervo Tibial Posterior OH (1993b)

amplitude(uV) VCN (m/s) Laténcia distal(ms)
Média+/-D.P 19.06 +\-7.23 49.83+/-4.60 4.8+\-0.8
Limite da normalidade 5 40.63 6.40
Nervo Fibular motor OH (1993b)
amplitude(uV) VCN (m/s) Laténcia distal(ms)
Média+/-D.P 10.09 +\-4.81 49.51+/-3.93 3.72+\-0.53
Limite da normalidade 4 41.65 4.78

Laténcias da Onda F OH (1993b)

Laténcia da OFdo nervo ulnar(ms)= 0.202ms x altura(cm) — 8.51, com DP=3.82

Laténcia da OF do Nervo Fibular(ms)= 0.323 x altura (cm) — 8.61, com DP=4.70

Laténcia da OF do nervo tibial posterior= 0.436 x altura(cm) — 27.01, com DP=6.22

Anexos 151



Identificacdo da populacéo de estudo-pacientes diabéticos tipo 2

ANEXO 5

Nome Id Sexo Alt Peso Raca Tempdur Tempdur HgGLlI HgGLlI HgGLI
(cm) (Kg) Diabete neuro (%)1 (B)2 (%)3
(anos) (anos)

D-001-H.S. 56 fem 158 53  Branca 15 2 6.5 6.5 6.2
D-002-M.T.S. 48 masc 166 65 Amarelal T Ausentes 4.6 52 4.5
D-003-B.A.F. 51 masc 174 96 Branca. 5 2 6.2 6.6 73
D-004-J. BM. 50 masc 175 94 Branca. 17 5 8 10 9.7
D-005-A. M. 48 fem 168 72 Branca. 16 5 7.5 6.8 8.7

D-006-N.S. 60 fem 147 58 Branca. 3 Ausentes 7.5 10.5 8.3
D-007-MA. 49 fem 165 95 Branca. Ausentes 10,6 8,7 9,6
D-008-LAB. 54 masc 165 70 Branca 6 Ausentes 7,8 8,2 7,9
D-009-AS.N. 61 fem 162 75 Branca. 11 Ausentes 9,3 11,6 13,9

D-010-L.T. 50 fem 175 90 Branca. 4 Ausentes 5.2 5.0 4.9
D-011-D.R.P. 48 fem 155 75 Branca. 2 Ausentes 4.9 4.6 5.9

D-012-D.D &5 fem 168 74 Branca. 20 Ausentes 6.3 7.8 9.7
D-013-W.L.O 45 masc 170 58 Branca. 4 2 8.1 7.3 9.1
D-014-N.S. 58 fem 164 66 Branca. 10 Ausentes 10.9 8.9 10.5
D-015-H.R.F. 46 masc 176 96 Negro 19 Ausentes 7.7 8.5 8.5
D-016-AF.B. 64 masc 172 88 Negro Ausentes 4.7 4.1 4.4
D-017-LOS 58 masc 172 94 Branca. 0.16 6.5 7.0 7.9

D-018-MJ 62 fem 160 94 Branca. Ausentes 9.6 10.3 9.8
D-019-JVS 59 masc 165 70 Branca. 10 Ausentes 10 8,3 9.3
D-020-APM 61 fem 165 72 Negro 12 Ausentes 96 8,3 9,6

D-021-JV 56 masc 186 94 Branca. 0.41 0.41 8.1 6.7
D-022-NMA 65 fem 170 84 Branca. 15 1 8.8 7.9 7.3

D-023-AS 63 masc 163 72 Branca. 10 1 7.3 8.0 7.0
D-024-NTF 59 fem 160 62 Branca 0.16 1 6.7 13.8 10.8

D-025-DM 44 masc 175 132 Branca. 3 3 5.4 54 4.0

D-026-ON 62 masc 180 93 Branca. 0.25 Ausentes 6.2 6.2 6.7

D-027-AMF 64 fem 148 85 Branca. 1 1 5.0 5.2 52

D-028-BRS 61 fem 160 67 Branca. 8 Ausente 5.5 5.6 58

D-029-NRS 57 fem 165 85 Branca. 10 3 74 7.0 7.8

D-030-APO 48 masc 172 140 Branca. 1 2 7.1 87 6.3
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D-031-GMB 59 masc 167 69 Branca. 26 15 7.1 6,5 7,9

D-032-LSG 56 fem 160 66 Branca. 11 1 52 6,3 5.1
D-033-JAN 65 masc 163 69 Branca. 25 3 9.2 1.1 7.3
D-034-DOC 65 fem 150 46 Branca. 30 2 10.0 8.2 8.1
D-035-SS 57 fem 158 64 Negro 3 Ausente 4.9 4.6 5.1
D-036-00 55 masc 180 96 Branca. 8 1 74 8.0 6.7
D-037-MMM 65 fem 160 93 Branca. 10 Ausentes 5.2 53 55
D-038-MGS 45 fem 160 62 Branca. 15 4 101 11.8 9.9
D-039-RBC 65 fem 158 75 Branca. 10 Ausentes 8,2 7.8 72
D-040-VHG 57 fem 150 57 Branca. 5 Ausentes 5,9 6.4 5.5
D-041-PS 60 fem 150 82 Branca. 13 10 9.7 1.6 106
D-042-BCP 64 fem 148 74 Branca. 10 Ausentes 7.6 5.0 53
D-043-BBG 59 masc 162 82 Branca. 15 3 8.9 8.2 9.7

D-044-AV 60 masc 168 81 Branca.
D-045-MLP 51 fem 150 74 Branca.

4 Ausentes 4,7 54 52

3
D-046-CLS 50 fem 150 69 Branca. 4

6

5

6,2 5 6
5.1 54 6.3
D-047-MTD 53 fem 167 113 Branca. 55 51 55
D-048-LGF 65 masc 165 70 Branca. 8.7 9.5 10.5
D-049-AC 65 fem 162 70 Branca. 2 2 6.9 13.5 129

fem=feminina; masc=masculino; Id = idade em anos; Tempdur neuro = tempo de duracdo dos
sintomas neuropaticos; Tempdur diabete = tempo de duragao do diabete; Alt = altura

BN O W

Anexos 153



Identificacao da populaciao de estudo - grupo controle

ANEXO 6

Nome Idade (anos) Sexo Altura(cm) Peso(Kg) Raca
N-001-L.C.S. 45 Fem 143 42 Branca.
N-002-L.A.S. 45 Masc 175 95 Branca
N-003-M.L.S. 46 Fem 160 65,2 Branca
N-004-A .R.S. 59 Fem 164 66,5 Branca

N-005-O .B.S.B. 54 Masc 170 78 Branca
N-006-M.A . 59 Fem 165 62,5 Branca
N-007-D.A .M. 45 Fem 164 65,5 Branca
N-008- V.N.C. 54 Fem 160 61 Branca.
N-009-C.P.S. 58 Fem 160 61 Branca.
N-010-C.Z.S.S. 46 Fem 156 60 Branca.
N-011-M.C. 56 Fem 151 62 Negra
N-012-S.G. 45 Fem 165 59 Branca.
N-013-J.L.A 51 Fem 158 67 Branca.
N-014-EPS 65 Masc 165 75 Branca.
N-015-A H 63 Fem 156 68 Branca.
N-016-OB 62 Masc 164 70 Branca.
N-017-LPP 65 Fem 154 63 Branca.
N-018-MLPB 60 Fem 163 65 Branca..

fem=feminina; masc=masculino
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ANEXO 7

Nome Escala Sintomas Escala sinais R.C.S.
D-001-H.S. B 9 normal
D-004-J. B. M. 2 6 normal
D-005-A . M. 2 13 normal
D-013-W.LO. 4 4 anormal
D-017-LO S 2 7 normal
D-021-JV 3 9 anormal
D-022-N M A 2 4 anormal
D-023-AS 2 7 anormal
D-027-AMF 4 6 anormal
D-030-APO 4 10 anormal
D-033-JAN 5 12 anormal
D-034-DOC 3 normal
D-036-00 3 normal
D-038-MGS 2 3 normal
D-041-PS 3 13 anormal
D-043-BBG 4 14 anormal
D-048-LGF 2 9 anormal
D-049-AC 3 8 anormal
D-002-M.T.S. 0 0 normal
D-006-M.N.S. 0 2 normal
D-010-L.T. 0 1 Normal
D-011-D.R.P. 0 0 normal
D-019-J VS 0 4 normal
D-020-AP M 0 3 normal
D-026-ON 0 1 normal
D-028-BRS 0 0 normal
D-035-SS 0 2 normal
D-037-MMM 0 0 normal
D-039-RBC 0 3 normal
D-040-VHG 0 1 normal
D-042-BCP 0 2 normal
D-044-AV 0 0 normal
D-045-MLP 2 0 normal
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D-007- M.A M.

D-008-L.A B.
D-009-A S.N.
D-012-D.D
D-014-N. S.
D-016-A F.B.
D-018-MJ
D-015-H.R.F.

D-003- B.A F.

D-024-NTF
D-025-D M
D-029-NRS
D-046-CLS
D-047-MTD
D-031-GMB
D-032-LSG

N W NN =2 A a4 MO O O O 0O 0O o O

=%
[8)]

N OO N O W= 0N NZ ;G © w

normal
normal
normal
anormal
normal
normal
normal
normal
normal
anormal
normal
normal
anormal
normal
normal

normal
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ANEXO 8

Estudo da conducao nervosa motora em DM tipo 2

Paciente Ld lLd Ld Amp Amp Amp VCM VCM VCM OF OFFib OFTib
ulnar fib tibl Ulnar Fib Tib Ulnar Fib Tibal Ulnar

D-007-MAM 366 552 762 383 043 005 417 305 359 318
D-008-LAB 288 348 546 9 413 10,8 6528 406 422 28 472 51,6
D-009-ASN 3 396 594 6 217 083 431 339 329 316 61 64,8
D-012DD 348 66 9 717 107 023 375 32 296 382 584 60
D-014-NS 294 384 774 102 6,17 54 471 387 344 298 544 64,6
D-015-HRF 4,14 4,02 54 105 583 10,7 447 389 362 434 60 61
D-016-AFB 3,18 4,02 56 85 333 293 508 445 433 30 526 55,2
D-018MJ 252 2,76 6,72 867 7,17 61 495 403 36,7 27 476 56,6
D-002-MTS 1,74 294 45 767 113 7,17 604 538 525 25 438 446
D-006-MNS 282 33 48 103 65 102 50,7 441 429 26 416 47
D-010-LT 246 3,72 536 683 54 74 5638 466 444 274 504 51,6
D-011-DRP 252 426 594 103 45 6 434 466 452 252 44,2 43
D-019-JVS 258 36 492 10 48 85 50,7 417 454 296 536 52,2
D-020-APM 348 414 606 95 867 85 458 00,3 468 32 46,8 50,2
D-026-ON 342 378 696 7,83 917 105 483 414 493 348 548 50,4
D-028-BRS 2,58 3,36 5568 258 3,36 558 543 497 443 286 484 48
D-035-SS 18 3,18 558 8 4 767 54 48 411 27,8 45 494
D-037-MMM 246 282 45 102 75 483 591 492 46 264 432 464
D-039-RBC 282 342 63 112 367 717 47,8 449 404 276 462 51,2
D-040-VHG 228 3,78 624 128 10 11,56 449 447 42 268 4272 49,6
D-042-BCP 228 354 576 103 5 683 574 49 448 252 434 47
D-044-AV 228 534 594 11,3 4,17 483 476 434 469 284 512 51,6
D-045MLP 252 384 576 883 633 85 576 482 437 249 481 40,3
D-001-HS 252 504 611 85 367 & 50,7 43 4 28 52 57
D-013-WLO 4,14 7,38 63 533 35 333 434 351 379 348 606 62,1
D-004-JBM 324 7,38 462 10,3 273 44 465 337 329 324 691 67,2
D-005-AM 24 354 504 633 25 517 509 461 431 256 513 521
D-017LOS 39 42 6,72 933 483 85 444 347 333 32 56,6 60,2
D-021JV 396 NO NO 567 NO NO 372 NO NO 392 NO NO
D-022-NMA 3,12 384 576 7,5 327 32 526 428 391 284 523 57,2
D-023-AS 348 552 774 8 44 493 433 347 338 328 63 72
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D-027-AMF
D-030-APO
D-033-JAN
D-034-DOC
D-036-00
D-038-MGS
D-041-PS
D-043-BBG
D-048-LGF
D-049-AC
D-003-BAF
D-024-NTF
D-025-DM
D-029-NRS
D-031-GMB
D-032LSG
D-046-CLS
D-047-MTD

2,28
3,06
3,78
3,3
2,46
3,48
3,36
3,72
36
2,04
2,42
2,88
3,06
2,64
2,46
2,64
2,04
2

3,78
3,12
NO
4,56
3,36
4,2
4,2
NO
3,9
4,32
4,08
3,9
3,6
3,42
3,36
4,02
3,36

5,58
54
NO

5,64

6,11
57

6,11
NO

6,36

4,98

6,05

4,02

6,12

5,22

4,26
7.4

4,68

3,84 585

8
7,33
7,83
7,83
9,67
3,48

8,5

7

7.5

7
12,5
11,5

8,5
6,83
7,17
9,67
8,67
10,6

8
55
NO

4,33
4,2
2,23
NO
6,17
25
13
4,93
7.5
5,5
4,3
8
9,33
5,33

427
1,4
NO

6,17

5
5,7

1,53
NO

2,67

1,67

13

12,5
6,5

5,17
10

8,33
10
6,1

49,1
51,3
39,9
44,2
51,4
42,1
47,2
49,3
473
7
52,4
53,1
47,2
51,3
47,6
49
58,3
51,4

52,1
42,3
NO
40,7
41,7
37,3
45,8
NO
40
2,5
434
442
47,3
44,4
41,3
437
53,6
48,9

443
403
NO
41,2
40,9
32,8
41,8
NO
390
1,67
40,7
41,1
49,5
42,2
45,9
432
48,4
46,7

27,7 452 52
304 523 54,1
37 NO NO
30,2 474 52,1
302 572 552
30,8 558 592
296 551 57,8
328 NO NO
208 406 596
274 53 576
298 51 55
286 492 498
296 489 50,1
276 512 534
289 518 512
28 454 492
224 404 43
282 475 489

Ld = Laténcia distal:

Amp = Amplitude;

Tibial; Fib = Fibular; NO = N&o obtido

VCM = velocidade de condugao

nervosa motora; Tib =
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Estudo da condugio nervosa sensitiva em DM tipo 2

Paciente Ld Ld Ld Amp Amp Amp VCS VCS VCS
Radial  Ulnar Sural Radial  Ulnar Sural Radial  Ulnar Sural
D-002 2 2,16 2,04 243 29,3 314 65 67,1 59,8
D-006 2,2 2,84 2,88 26,1 32 14,3 52,3 51,1 47,9
D-010 2,2 22 2.12 34 41,3 19,7 63,6 64,7 51,9
D-011 2 26 2,24 27,3 34 15,3 60 55,8 46,8
D-019 2,08 2,84 2,12 257 22,7 22,7 56,6 62,5 48,4
D-020 2,08 2,84 212 18,7 27,3 227 55,3 49,3 47,2
D-026 2,12 2,36 2.2 21,7 173 19 61,3 50,8 50
D-028 2,04 2,56 2,28 23 30 24,3 63,7 52,7 50,4
D-035 1,84 2,08 2,04 28,3 23 27 65,2 67,3 53,9
D-037 1,8 2 2,56 21,3 27 13,7 66,7 67,5 54,7
D-039 2 2,48 2,32 15 16,3 9 15 16,3 9
D-040 22 2,56 2,88 2.2 2,56 2,88 52,3 48,8 43,4
D-042 1,92 1,88 2,44 25 51,3 14,7 62,5 58,5 451
D-044 1,64 2,64 2,8 26 14,3 19,7 64 56,8 411
D-045 1,96 2 2,6 15,3 29 12,7 61,2 67,5 48,1
D-007 NO 4,08 NO NO 12,3 NO NO 30,6 NOn
D-008 2,24 2,72 3,16 19,3 24,7 8 58 57 42,7
D-009 2,72 312 NO 7,33 5,67 NO 47,8 481 NO
D-012 NO NO NO NO NO NO NO NO NO
D-014 244 3,04 2,92 16 28 9,33 53,3 48,6 37,7
D-015 2,68 3,36 3,72 19,3 16 5,1 46,6 40,2 37,6
D-016 2 2.2 2.2 247 21,7 20,7 60 61,4 50
D-018 1,96 2,08 2,84 23.3 22,7 17 61,2 62,5 42,3
D-003 23 3,08 2,84 21,3 20,3 14 55,4 51,9 44
D-024 1,92 2 2,68 27,3 49,3 17,7 57,3 57,5 429
D-025 2,24 2,6 2,8 13,3 17 12 55,8 55,7 429
D-029 2,04 2,32 2,56 20,3 16 17 63,7 62,5 50,8
D-031 2,36 2,44 2,64 120 22,7 9 551 59,4 49,2
D-032 2,6 2,84 2,36 14,3 33,3 20,3 46,2 511 48,7
D-046 1,76 2,08 2,08 31,3 56 20,7 62,5 551 50,5
D-047 2,16 2,44 25 16 30,7 14,2 55,6 632 48
D-001 2.3 3,4 2,76 12,3 8,67 6,67 56 41,2 41,7
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D-004 2,24 3,01 3,24 1 14,7 6,67 491 49,1 44,8

D-005 1.8 2,12 2,48 17 22 6,2 63,9 68,4 46,4
D-013 3 3,12 NO 8,8 13,3 NO 40 44,9 NO
D-017 2,36 3,24 NO 17 16,6 NO 50,8 46,3 NO
D-021 3,04 NO NO 4,53 NO NO 47,7 NO NOn
D-022 2,08 2,64 2,52 20,7 234 13 55,3 53 47,6
D-023 2,64 2,93 3,28 15,3 7,33 3,93 45,5 45,6 38,1
D-027 NO NO NO NO NO NO NO NO NOn
D-030 2,32 NO NO 2,32 NO NO 60,3 NO NO
D-033 2,84 3,36 NO 10,3 10,7 NO 422 43,2 NO
D-034 2,72 2,8 3,16 19 12,7 6,33 46 411 36,4
D-036 2,32 2,48 NO 14 13 NO 58,2 58,5 NO
D-038 2,68 2,76 NO 14,7 24,3 NO 448 48,9 NO
D-041 2,28 2,88 NO 9 5 NO 57 48,6 NO
D-043 NO NO NO NO NO NO NO NO NO
D-048 2,28 3,2 NO 10,3 5,83 NO 57 48,4 NO

D-049 1,88 1,82 NO 17,3 227 NO 63,8 57,3 NO

Ld = Laténcia distal; Amp = Amplitude: VCS = velocidade de conduc@o nervosa sensitiva; NO =
N&o obtido

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTF
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ANEXO 9

Densidade linear das fibras intra-epidérmicas PGP-IR em individuos normais

Nome N lamina FIE/mm
LCS N-001 7.4
LAS N-002 14
MLS N-003 6,6
ARS N-004 4.1

OoBSB N-005 8,09

MA N-006 4,12
DAM N-007 7.6
VNC N-008 7,07
CPS N-009 11,5
CZSS N-010 8

MC N-011 8

SG N-012 58

JLA N-013 BT
EPS N-014 46

AH N-015 6,92

OB N-016 6,25

LPP N-017 5,35
MLPB N-018 5,7
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Densidade linear das fibras intra-epidérmicas PGP-IR em diabéticos tipo 2

Polineuropatia sintoméatica com VCN normal

Nome FIE/mm
D-024 1,62
D-032 1,44
D-003 1,11
D-025 1,25
D-031 0,99
D-029 1,73
D-046 1,63
D-047 o

Auséncia de polineuropatia

Paciente FIE/mm
D-002 2,8
D-037 2,46
D-026 3
D-020 1,6
D-006 2
D-042 2,31
D-044 2,94
D-019 1,32
D-035 2,08
D-011 2,94
D-039 242
D-010 1,8
D-045 3
D-040 2,5
D-028 2,69

UNICAMP

RIRLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTE
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Polineuropatia sintomatica com VCN anormal

FIE/mm

D-004 0
D-021 0
D-023 0
D-027 0
D-030 0
D-033 1
D-034 0
D-005 0
D-041 0
D-043 0
D-048 0
D-036 2
D-038 2,55
D-013 1,73
D-017 0,8
D-022 0,4
D-049 0,52
D-001 0,75

Polineuropatia assintomatica

Nome FIE/mm
D-008 1,92
D-018 1.7
D-007 1,6
D-012 0,75
D-015 1,85
D-009 1,53
D-014 0,75
D-016 2
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