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RESUMO

As neuropatias de fibras finas (NFF) se constituem em um grupo heterogéneo de
doencas que afetam fibras Ad finamente mielinizadas e fibras C amielinicas. Sua
avaliacdo requer testes auxiliares, além das técnicas neurofisioldgicas convencionais
e 0s que possuem maior especificidade e sensibilidade s&o, geralmente,
desconfortaveis e/ou invasivos. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
membranas poliméricas de alginato de sédio contendo vermelho de alizarina (VAS) e
carbonato de sdodio (CS) no auxilio diagnostico de NFF em individuos diabéticos. A
primeira etapa foi um estudo laboratorial, com producdo e caracterizacdo das
membranas de VAS e CS. A segunda etapa foi um ensaio clinico, duplo cego, ndo
randomizado, com trés grupos: diabéticos sem neuropatia, diabéticos com neuropatia
e ndo diabéticos sem neuropatia. Os individuos foram submetidos a aplicacdo da
membrana, DN4 (Diagnostic de Douleur Neuropathique), eletroneurografia, avaliacéo
do periodo silent e da variagdo do intervalo RR. A mediana dos valores dos trés grupos
foi gerada pelo teste multiplo de Dunn’s. Como resultado, as analises por Analises por
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) demonstraram a interagdo do VAS e CS
com o alginato de soédio, possibilitando a formacdo das membranas poliméricas. O
ensaio de intumescimento evidenciou a capacidade das membranas em reagir com o
suor, possibilitando a reacéo colorimétrica. A avaliacdo da irritabilidade pelo ensaio de
HET-CAM (Membrana corio-alantéide) demonstrou que as membranas ndo tém
potencial de irritacdo da pele. Andlises por Analise por Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) exibiram mudancas nas bandas
de absorcdo das membranas apds a reacdo colorimétrica. O ensaio clinico
demonstrou reacdo colorimétrica menor no grupo de diabéticos com neuropatia
(27,44%), indicando reducdo da sudorese. A reacdo colorimétrica demonstrou boa
correlacdo com outros testes que avaliam NFF. Foi detectada uma moderada
correlacdo positiva entre Imagem J e VIRR (0,475 e p < 0,00014). O Imagem J se
correlacionou moderadamente com a laténcia inicial do PSC, porém, desta vez, de
forma inversa (-0,581 e p < 0,0008). O Imagem J ainda demonstrou uma moderada
correlacdo negativa com DN4, o que significa que quanto maior a pontuagcéo do DN4,
menor sudorese (-0,489 e p < 0,00007). A faixa de reacéo colorimétrica de 0 - 40%,
guantificada pelo Imagem J sugere que os individuos apresentam possibilidade de
exibirem neuropatias periféricas. A partir da curva ROC foi possivel demonstrar que o
teste desenvolvido possui alta sensibilidade (89%) e alta especificidade (95%) para o
diagnéstico de neuropatia diabética. As maiores areas abaixo da curva ROC dos
testes entre os grupos de Diabéticos com Neuropatia e Individuos saudaveis foram do
DN4 (0.964 e p <0.0001), Image J (0.939 e p <0.0001) e PSC inicial (0.903 e p
<0.0001). Diante dos resultados, pode-se inferir que foi possivel obter um produto
biodegradavel, de baixo custo, de facil aplicacéo e eficaz para auxiliar no diagndstico
rapido de neuropatias periféricas, sem apresentar desconforto aos pacientes,
diferenciando-se dos demais testes existentes. Além disso, sua utilizagéo trard um
beneficio direto para a populacdo, por diagnosticar precocemente complicacbes de
uma das principais doencas crbnicas no pais, impactando positivamente a saude
publica.

Descritores: Neuropatia de Fibras Finas. Diagnostico. Teste de Suor. Ensaio Clinico.
Reviséo Sistematica.



ABSTRACT

The small fiber neuropathy (SFN) integrates a heterogeneous group of diseases that
affect Ad finely myelinated fibers and C unmyelinated fibers. Its evaluation requires the
use of auxiliary tests in addition to the conventional neurophysiologic techniques in
which those with higher specificity, and sensibility, are mostly uncomfortable and
invasive. Therefore, the objective of this work was to develop and evaluate the effect
of sodium alginate polymeric membranes containing Alizarin Red (AR) and Sodium
Carbonate (SC) on assisting the diagnosis of SFN in patients with diabetes. The first
stage was a laboratory study for the production and characterization of the VAS and
SC membranes. The second stage was the blind, non-randomized clinical trial, with
three groups: people with diabetes and without neuropathy, people with diabetes and
neuropathy, and people without diabetes neither neuropathy. The participants
underwent the application of the membranes, DN4 (Diagnostic de Douleur
Neuropathique), electroneuromyography, evaluation of silent period, and the RR
interval. The median of the values of the three groups was generated by Dunn’s Test
for multiple comparisons. As a result, the analysis by Differential Scanning Calorimetry
Analysis (DSC) demonstrated an interaction of AR and SC with sodium alginate,
enabling the formation of polymeric membranes. The swelling test showed the capacity
of the membranes to react with sweat, enabling the colorimetric reaction. The
evaluation of irritability by the HET-CAM (chorioallantoic membrane) assay
demonstrated that the membranes have no potential for skin irritation. The Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis showed changes in the absorption
bands of the membranes after the colorimetric reaction. The clinical trial demonstrated
a minor color change in the group of diabetic patients with neuropathy (27,44%),
indicating sweating reduction. The colorimetric reaction showed a good correlation with
other tests that evaluate NFF. A moderate positive correlation was detected between
Image J and VIRR (0.475 and p <0.00014). The image J correlated moderately with
the initial latency of the PSC, but this was done inversely (-0.581 and p <0.0008).
Image J also revealed a moderate negative correlation with DN4, which means that
the higher the DN4 score, the less sweating (-0.489 and p <0.00007). The colorimetric
reaction range of 0 - 40%, quantified by Image J, suggests that the individuals may
present peripheral neuropathy. From the ROC curve, it was possible to demonstrate
that the test developed has high sensitivity (89%) and high specificity (95%), for the
diagnosis of diabetic neuropathy. The largest of the areas below the ROC curve in the
tests between the groups of Diabetics with Neuropathy and Healthy individuals were
DN4 (0.964 and p <0.0001), Image J (0.939 and p <0.0001), and initial PSC (0.903
and p <0.0001). Therefore, this work was able to generate a biodegradable, low-cost,
easy to apply, and efficacious product to assist in the rapid diagnosis of peripheral
neuropathies without presenting discomfort to patients, differentiating it from the other
existing tests. Besides, its use will bring a direct benefit to the population, as it
diagnoses early complications of one of the main chronic diseases in the country,
positively impacting public health.

Descriptors: Small Fiber Neuropathy. Diagnosis. Sweat Test. Clinical Trial.
Systematic review.
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1 INTRODUCAO

Neuropatia diabética compreende as varias formas de comprometimento de
fibras nervosas periféricas, causando sintomas sensitivos, motores e autonémicos. A
forma mais comum da neuropatia diabética € a polineuropatia sensitiva e motora
comprimento dependente. Nesta forma ocorre degeneracdo progressiva das fibras
nervosas de grande calibe, das fibras grossas, e das fibras de pequeno calibre, as
fiboras finas. A maioria dos testes para neuropatias periféricas diagnosticam
alteracOes em fibras grossas sem maiores dificuldades. No entanto, o grande desafio
€ o diagndstico das neuropatias de fibras finas, pois essas fibras séo inacessiveis aos
estudos de conducdo nervosa convencional (SIEPMANN, PENZLIN, ILLIGENS,
REICHMANN, 2017).

As neuropatias de fibras finas (NFF) se constituem em um grupo heterogéneo
de doencas que afetam as fibras Ad, finamente mielinizadas, e fibras C, amielinicas.
No sistema nervoso somatossensorial, essas fibras transmitem informacgdes sobre
temperatura, dor e coceira, e no sistema nervoso autdnomo, elas medeiam as fun¢des
sudomotora, termorregulatéria, cardiovascular, gastrointestinal e uro-genital. Embora
existam varias causas para a NFF, o diabetes melitus € a mais frequentemente
encontrada. Dados da International Diabetes Federation (IDF), de 2019, mostram o
crescimento alarmante na prevaléncia de diabetes. Os dados da 92 edicado do Atlas
de Diabetes da IDF mostram que existem 463 milhdes de adultos com diabetes em
todo o mundo. As principais manifestacées da NFF, notadamente em diabéticos, séo
gueimacao nos pés e alteracao da sensibilidade térmica e dolorosa.

O diagnéstico de NFF é um desafio para médicos e individuos com diabetes
melitus. Embora seja uma condicdo clinica frequente, a confirmacéo diagnostica
depende de testes complexos, caros e que necessitam de instumentos sofisticados e
invarialmente indisponiveis. Os testes de diagndstico para identificar NFF incluem
biopsia de pele, testes sensoriais quantitativos e autonémicos. Testes adicionais,
como 0s que medem pequenos potenciais evocados relacionados a fibras e
microscopia confocal da cérnea, podem contribuir para um melhor entendimento
dessas neuropatias (TERKELSEN et al., 2017; SLOAN et al., 2018).

A funcdo sudomotora é controlada pelo sistema termorregulatorio e tem
finalidade homeostatica. Nesse sistema, a transpiracdo funciona como forma de

regulacédo da temperatura corporal, sendo mediada por glandulas sudoriparas. Essas
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glandulas estdo conectadas ao sistema nervoso pelas fibras finas, conhecidas como
sudomotoras. O comprometimento dessas fibras resulta na diminuicdo da producéo
do suor e, consequentemente, em disturbios de termoregulacdo (ILLIGENS, 2008;
FLORES, et al., 2015).

A avaliagdo da resposta sudomotora funciona como um parametro capaz de
identificar a distribuicAo e a severidade do comprometimento das fibras finas,
auxiliando o diagndstico de neuropatias periféricas (SHIVAPRASAD et al., 2018). Os
testes que avaliam a fungdo sudomotora, como o Teste Termorregulador do Suor e o
Sudoscan, séo sensiveis e adequados para detec¢cdo de neuropatias periféricas de
fibras finas autondmicas, contudo, apesar da grande utilidade clinica, os testes ndo
sao realizados com frequéncia, exceto em centros especializados, pois tratam-se de
testes de alto custo, que exigem mais tempo, requerem um grande espaco clinico,
instrumentos especificos, além de uma preparagdo prévia e incobmoda ao paciente.
(DEVIGILI et al., 2008; LAHRMANN et al., 2011; LAURIA, et al., 2017). A bidpsia
cutanea tornou-se o “padrao ouro” utilizado para o diagndstico de neuropatia em fibras
finas (LAURIA, et al., 2014), contudo é um teste invasivo e desconfortavel.

Diante do exposto, pode-se entender que o0s testes existentes para
diagnosticar neuropatias periféricas de fibras finas possuem algumas limitagbes e
oferecem certo grau de desconforto aos pacientes. Varios dos testes usados para
identificar SFN sdo demorados, requerem conhecimentos especificos e séo limitados
a configuracOes especializadas (TERKELSEN et al., 2017). Nesse contexto, torna-se
necessario o desenvolvimento de uma alternativa tecnologica que propde analisar
uma nova forma diagnéstica eficaz e com mais conforto aos pacientes.

O vermelho de alizarina S (VAS) € utilizado como indicador colorimétrico em
testes diagndsticos que avaliam a funcdo sudomotora para determinar neuropatias
periféricas, como por exemplo no Teste de Termorregulagdo do Suor (TST). Em
contato com o suor, o VAS sofre uma mudanga de Ph, alterando sua cor amarelo
alaranjada para roxo. Porém, o TST apresenta algumas limitacbes, como tempo
prolongado, alto custo, ambiente, equipamento e operador especializados, que
dificultam a realizacdo e acompanhamento constante em pacientes com suspeita de
NFF (LOW, 2004; LAHRMANN, 2011).

Um teste diagnoéstico rapido, que tivesse em sua composicdo o VAS, poderia
reduzir as limitacGes e facilitar o acesso ao diagnoésticos de NFF, foi a partir dessa

hipotese que esse estudo se desenvolveu. Nessa perspectiva, a pesquisa teve como
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objetivo desenvolver e avaliar o efeito de membranas poliméricas de alginato de sédio
contendo VAS e CS no auxilio ao diagndstico de NFF em pacientes diabéticos. Trata-
se de uma proposta inovadora e promissora na area das ciéncias da saude,
contribuindo para o desenvolvimento de um biomaterial compativel, biodegradavel, de
baixo custo e eficaz para auxiliar o diagnostico rapido de neuropatias periféricas de

fibras finas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Neuropatias Periféricas

Neuropatia periférica € um termo genérico que se aplica a existéncia de lesédo
dos nervos periféricos, qualquer que seja a sua etiologia. A disfuncdo do nervo
periférico € uma situacéo relativamente frequente, com expressao clinica limitada,
mas com causas etiolégicas que podem ser muito variadas (GUIMARAES; SILVEIRA,
2008). Como sdo inumeras as causas de neuropatias, a avaliacdo e o diagndstico
tornam-se dificeis (TERKELSEN et al., 2017).

Essas neuropatias podem manifestar-se sem grandes comprometimentos das
atividades de vida diaria dos individuos, mas, na maioria das vezes, Ssao
extremamente debilitantes, ndo apenas pelos déficits motores, mas, também, pelas
alteracfes sensitivas e autondémicas, a depender do tipo de fibra envolvida. Nesse
caso, € imprescindivel identificar se a doenca € do axénio, da mielina ou do neurénio.
(FELIX; OLIVEIRA, 2010; GONDIM, et al., 2014).

As neuropatias periféricas podem ser classificadas em trés grandes grupos, as
mononeuropatias que comprometem apenas um tronco nervoso; as mononeuropatias
multiplas com comprometimento sucessivo de varios troncos nervosos e as
polineuropatias distais com comprometimento difuso e simétrico dos quatro membros
(STOJKOVIC, 2006).

As principais manifestacoes da neuropatia de fibras finas sdo queimacéo nos
pés e alteracdo da sensibilidade térmica e dolorosa. A sensibilidade epicritica e
proprioceptiva € normal, assim como os reflexos osteomusculares (STOJKOVIC,
2006). As manifestagdes motoras frequentes sdo espasmos musculares, clénus,
fasciculacdes, amiotrofias e perda de destreza e de forca muscular. As manifestacoes
sensitivas negativas sdo hipoalgesia e hipoestesia; as positivas sdo parestesia,
disestesia, hiperpatia, hiperalgesia e alodinia, além das sensacdes de picada,
formigamento ou zumbido (KRAUCHETE; SAKATA, 2011).

A neuropatia de pequenas fibras € uma condicdo comum que envolve fibras
nervosas mielinizadas e ndo mielinizadas e apresenta dor incapacitante e/ou
parestesia nos pés com perda preferencial de sensibilidade ao toque e preservacgao
relativa da vibracdo ao exame (SLOAN, 2018). Os estudos de conduc¢éo nervosa de

rotina sdo geralmente normais no comprometimento das fibras finas e os pacientes
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normalmente sdo identificados clinicamente através da apresentacdo de sintomas e
sinais sensoriais positivos e negativos. Geralmente, esses pacientes apresentam dor,
sensacOes anormais de calor ou frio, hipersensibilidade ao calor ou ao frio, alodinia
ou parestesias (BLACKMORE; SIDDIQI, 2017).

A forma mais comum de acometimento das neuropatias é a de predominio
distal, ascendente (distal para proximal) simétrica. Estdo, frequentemente,
relacionadas a doencas metabdlicas, como o diabetes mellitus e a insuficiéncia renal
cronica; toxicas; carenciais (vitaminas do complexo B, &cido folico, etc.) e a maioria
das neuropatias hereditarias, como ja foi citado anteriormente, a neuropatia
hereditaria sensitivo-motora tipo 1A — Charcot-Marie-Tooth 12 (FELIX; OLIVEIRA,
2010; PAASSEN et al., 2014).

A literatura chama a atencdo também para a polineuropatia sensiomotora
diabética (DSPN), que afeta aproximadamente 10% dos pacientes com diabetes tipo
2 recentemente diagnosticado e 40% dos pacientes com diabetes em geral
(CABEZAS-CERRATO, 1998). O risco aumenta com a duracéo do diabetes, a falta de
controle glicémico e a presenca de complicacdes cardiovasculares (TESFAYE et al.,
2005). Pacientes com diabetes comumente sofrem de polineuropatia diabética,
geralmente afetando fibras nervosas grandes e pequenas, ou polineuropatia de fibras
pequenas exclusivamente, ambas frequentemente causando dor neuropética
(TRUINI, et al., 2018). O tratamento baseia-se na restauragdo do controle glicémico
rigido, o que atrasa a progressdao do DSPN e o manejo de sintomas dolorosos
(BOULTON et al., 2005). Ainda existe inconsisténcia significativa quanto a definicao
de DSPN devido a falta de critérios diagnosticos aceitos por unanimidade e a utilizac&o
de multiplas modalidades diagnoésticas (DYCK et al., 2011; SLOAN, et al, 2018).

2.2 Polineuropatia Sensiomotora Diabética (PSD)

A neuropatia periférica diabética (DPN) é a complicacdo mais comum e
problematica do diabetes mellitus, associada a morbidade e mortalidade significativa
(VINIK et al., 2006, CALLAGHAN et al.,, 2012). A forma mais frequentemente
observada de DPN é a polineuropatia simétrica distal (PSD), que mostra um padrao
dependente do comprimento do nervo e frequentemente se manifesta como uma
neuropatia dolorosa debilitante (SHIVAPRASAD, et al., 2018).
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A prevaléncia de diabetes mellitus estd aumentando significativamente em todo
o mundo, tendo como principal complicacdo a Neuropatia Sensériomotora Distal
(PSD), que é um comprometimento microvascular comum e detectavel nesses casos.
Devido a sua aparéncia clinica diversa e sintomas atipicos, a PSD é frequentemente
diagnosticada em um estagio avancado (SZTANEK, et al., 2020). Danos as fibras
nervosas sensoriais grossas e finas sdo mais comuns em PSD, causando disturbio
tatil, de equilibrio e da sensacéao de calor. Quando esse dano é detectado previamente
e é aplicada a terapia e os cuidados preventivos, ha uma reducdo significativa do risco
de lesdes e Ulceras nos pés diabéticos (POP-BUSUI, et al, 2017).

Para o PSD, as queixas tipicas sao formigamento simétrico ou dor em forma
de agulha, na forma de meias ou dedos de luva, frequentemente afetando os membros
superiores e inferiores. Os pacientes geralmente apresentam sintomas noturnos e de
repouso agravados; a rigidez ou perda dos reflexos dos membros inferiores também
podem ser evidentes (SZTANEK, et al., 2020). A complicacdo mais temida do DSPN
se justifica quando o paciente ndo sente nenhum ferimento na perna, entdo Ulceras
profundas podem se desenvolver com pouca tendéncia a cicatrizar.

O pé diabético é, atualmente, a causa mais frequente de amputacdes néo
trauméticas da extremidade inferior e um dos principais motivos de hospitalizagdo em
pacientes com diabetes mellitus, pois consiste em danos aos hervos, vasos e
estruturas 0sseas. Esta € a razdo pela qual € chamada de neuro-osteoartropatia, ou
pé de Charcot, em sua forma terminal (SCHUBERT, BERLI, 2018). O diagnéstico
precoce da DPN é essencial para identificar pacientes com alto risco de desenvolver
ulceracao nos pés e para implementar medidas preventivas eficazes. A disfuncéo das
fiboras nervosas pequenas, que ocorre no inicio do curso de DPN, costuma ser
assintomatica e dificil de diagnosticar com os testes tradicionais de conducéo e funcéo
nervosa. Portanto, identificar DPN pode ser dificil nos estagios iniciais da neuropatia
(VINIK et al., 2009; POP-BUSUI, et al., 2017).

A disfuncdo sudomotora, que resulta do dano as fibras nervosas simpaticas
amielinicas, ndo é eletrofisiologicamente detectavel nos estagios iniciais da DPN
(VINIK, NEVORET, CASELLINI, 2015), aumentando os riscos de complicagdes como
anidrose, secura e fissuras, que resultam da perda das fibras das glandulas
sudoriparas, estando associadas a um alto risco de ulceracdo das extremidades
inferiores (TENTOLOURIS, MARINOU, KOKOTIS, KARANTI, 2009).
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E necessario compreender se os correlatos clinicos da disfuncéo sudomotora
sao iguais ou independentes dos fatores que estdo atualmente associados ao DPN,
através de testes diagnosticos que avaliem a funcdo sudomotora. Por meio desse
conhecimento seria clinicamente valioso para a identificacdo de pacientes com risco
de ulceracdo nos pés e para o planejamento de medidas preventivas (CASELLINI et
al.,, 2013). Os estudos indicam uma alta prevaléncia de disfuncdo autondémica
periférica ndo diagnosticada em pacientes com DM, reiterando a necessidade do
diagnostico precoce de DPN para implementacdo de estratégias preventivas e
reconhecimento de pacientes com alto risco de ulceracdo nos pés (CASELLINI et al.,
2013; SHIVAPRASAD, et al., 2018).

As vérias técnicas de teste de funcdo sudomotora sao variavelmente sensiveis
e especificas para a deteccéo de neuropatia distal de fibras finas (VINIK, NEVORET,
CASELLINI, 2015). No entanto, agora permanecem subutilizadas na pratica clinica
devido a falta de disponibilidade, inconsisténcia de resultados e demandas técnicas
dos testes, sendo alguns tediosos, de dificil execu¢cdo e demorados (CASELLINI et
al., 2013; LAURIA, et al., 2017).

2.3 Exames diagndsticos para neuropatias periféricas

Para a realizacdo do diagnostico das Neuropatias Periféricas deve-se atentar
inicialmente para a historia clinica e o exame fisico. O diagnostico diferencial das
neuropatias € importante e evita a solicitagdo de exames complementares
desnecessarios. Os antecedentes pessoais, 0s tratamentos prévios e atuais, e a
histéria social também séo importantes (KRAYCHETE; SAKATA, 2011).

O diagnostico sindromico, na maioria das vezes, nao traz grande dificuldade.
J& o diagnostico etioldgico assume um desafio em cerca de 20% a 30% dos casos,
mesmo aos mais experientes especialistas (VALLAT; MAGY, 2005). Portanto, dentre
as Neuropatias Periféricas conhecidas, a Sindrome da Neuropatia de Fibras Finas tem
sido um enigma para os profissionais, devido ao contraste inexplicavel entre dor nas
extremidades e uma escassez de achados neuroldgicos e eletrofisiol6gicos que
possam detectd-la com fidedignidade (HOITSMA, et al., 2004; TERKELSEN et al.,
2017).

Embora multiplas causas de degeneracdo das fibras nervosas pequenas

tenham sido relatadas, incluindo através de mutacdes genéticas, a causa da
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neuropatia das fibras pequenas permanece desconhecida em até 50% dos casos
(TERKELSEN et al., 2017). A apresentacao clinica tipica da neuropatia de pequenas
fibras é a de uma polineuropatia simétrica dependente do comprimento associada a
sintomas sensoriais ou autonémicos. Mais raramente, a apresentacdo clinica é
caracterizada por sintomas ndo dependentes do comprimento, focais ou multifocais
(ZENG, ALONGKRONRUSMEE, RIJN, 2017).

Pelo exame fisico geral, algumas hipéteses diagnodsticas podem ser sugeridas.
E importante pesquisar deformacdes articulares e desvios de coluna, além de
hipertrofias de raizes lombossacrais. As Ulceras plantares sdo caracteristicas de
neuropatias carenciais, alcodlicas ou diabéticas; a presenca de purpuras ou necrose
dos dedos sugere vasculite; e despigmentacdo, sarcoidose ou hanseniase
(KRAYCHETE; SAKATA, 2011).

Para a avaliacdo da dor neuropética deve-se ter atencdo para a localizagao,
qualidade e intensidade da dor, com a identificagcdo dos sintomas e sinais positivos e
negativos. A dor neuropatica pode ser espontanea ou provocada. A dor espontanea
normalmente mostra-se como uma “queimacao”, intermitente ou paroxistica e inclui
disestesias, ja a dor provocada (hiperalgesia ou alodinia) ocorre apds estimulo
térmico, quimico ou mecanico (KRAYCHETE, GOZZANI, KRAYCHETE, 2008). E
necessario avaliar o sistema motor, sensitivo e autondmico, assim como a
sensibilidade tactil, térmica (calor e frio) e vibratéria deve ser pesquisada com
instrumentos simples (KRAYCHETE; SAKATA, 2011).

Além disso, inumeros instrumentos foram desenvolvidos para a avaliagdo da
dor neuropdtica. Dentre eles estdo aqueles que foram validados para dores
neuropaticas em geral, como a Leeds Assessment of Neuropathic Symptoms and
Signs Pain Scale e sua versao autoaplicavel (self-administered LANNS), o Douleur
Neuropathique 4 Questions (DN4), o Neuropathic Pain Questionnaire e sua versao
mais curta (NPQ-short form), o painDetect e o ID-Pain. Esses sdo os mais utilizados
internacionalmente por apresentarem um ponto de corte, o que 0s torna instrumentos
mais objetivos. Os demais instrumentos sdo a Neuropathic Pain Scale, a Pain Quality
Assessment Scale e o Neuropathic Pain Symptom Inventory. Os instrumentos
traduzidos e validados para o portugués sdo a Leeds Assessment of Neuropathic
Symptoms and Signs Pain Scale, o Douleur Neuropathique 4 Questions e
o Neuropathic Pain Symptom Inventory. (BENNETT et al., 2007; ECKELI, TEIXEIRA,
GOUVEA, 2016).
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Exames bioquimicos podem ser usados para rastrear neuropatia de fibras finas,
incluindo condi¢cdes que variam de fibras finas exclusivamente a neuropatias com
envolvimento combinado de fibras pequenas e grandes. Os exames laboratoriais de
triagem sdo aqueles recomendados para polineuropatia simétrica distal (ENGLAND,
et al, 2009). Nos exames deve-se investigar dismetabolismo de glicose; funcéo renal,
tireoidiana e hepatica; deficiéncia de vitaminas; doenca hematoldgica e outras causas
(taxa de sedimentacéo de eritrécitos, hemograma completo, IgM, IgA, 1gG); triagem
bioquimica na neuropatia definitiva de fibras finas (desenvolvimento agudo ou
subagudo de disfuncdo autondmica, doenga autoimune ou do tecido conjuntivo,
Sindrome de Sjogren); infeccdes; doencas do intestino; porfiria; neurotoxinas e
causas hereditarias (MYGLAND, 2007; TERKELSEN et al., 2017).

Dentre os diagnésticos utilizados para a deteccdo das Neuropatias Periféricas
em geral, podem ser destacados o exame a beira leito com anamnese e exame fisico
especificos, exames laboratoriais; Teste Sensitivo-quantitativo  (QST);
Eletroneuromiografia (ENMG); Exames do Sistema Nervoso Autonémico ou Testes de
Reflexo Cardiovascular; Teste do limiar de percepcéo; Biopsia de pele; Biopsia de
nervo sural; Potenciais estimuladores evocados por laser; Microneurography C - fibra
de gravacao; Resposta simpatica da pele (SSR); Teste quantitativo do reflexo axional
sudomotor (QSART); teste de termorregulacédo do suor (TST) e o método silastic de
impressao na pele; Testes de temperatura vasomotora da pele; Fluxometria Laser
Doppler e a Cintilografia com Metaiodobenzilguanidina (1231 - MIBG) (FELIX;
OLIVEIRA, 2010; GUIMARAES:; SILVEIRA, 2008; DEVIGILI et al., 2008; HOITSMA,
et al., 2004;).

Os testes de diagndstico para identificar neuropatia de fibras finas incluem
biépsia de pele, testes sensoriais quantitativos e autonémicos. Testes adicionais,
como o0s que medem pequenos potenciais evocados relacionados a fibras e
microscopia confocal da coérnea, podem contribuir para um melhor entendimento
dessas neuropatias. Os marcadores bioquimicos também podem ajudar na triagem
de pacientes quanto a presenca de neuropatia de fibras pequenas e avaliar a
progressao da doenca (TERKELSEN et al., 2017).

Apesar dos avan¢os em nossa compreensao do NFF, suas caracteristicas e
histéria natural apresentam varias dificuldades para o desenvolvimento de uma
classificacdo que ird capturar todos os aspectos do transtorno. Primeiro, 0 curso da

neuropatia pode mudar com o tempo; em segundo lugar, embora os critérios de
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diagnéstico tenham sido estabelecidos para NFF dependente de comprimento
simétrico, nenhum critério esta disponivel para mononeuropatias focais ou multifocais
de pequenas fibras, ou para a apresentacdo ganglionar ndo dependente de
comprimento; em terceiro, varios dos testes usados para identificar NFF s&o
demorados, requerem conhecimentos especificos e sdo limitados a configuracdes
especializadas (TERKELSEN et al., 2017). Finalmente, a perda de pequenas fibras
também pode ocorrer em condi¢cdes que geralmente ndo sdo consideradas como
tendo as caracteristicas essenciais da neuropatia periférica, por exemplo, fibromialgia
(LAWSON et al., 2018), sindrome de Ehlers-Danlos (CAZZATO, 2016) e doenca de
Parkinson (SIEPMANN, PENZLIN, ILLIGENS, REICHMANN, 2017).

2.4 Exames diagndésticos para neuropatias periféricas de fibras finas

Embora a maioria das instituicbes tenha desenvolvido diferentes protocolos
para os testes de fibras finas, os testes confirmatérios de NFF podem ser
grosseiramente divididos em dois subtipos: (A) testes para avaliar fibras finas
somaticas (sensoriais), como o Teste termorregulador do suor (TST); potenciais
evocados por calor de contato (CHEPS); e teste sensorial quantitativo QST); e (B)
testes para avaliar a funcéo das fibras autonémicas, como o Teste quantitativo de
reflexo axonal sudomotor (QSART); Testes de funcdo cardiovaga; Respostas
simpaticas da pele (SSR) e o Teste de enrugamento da pele (GONDIN et al., 2018).
A Biopsia de Pele (caso avalie inervagdo das glandulas sudoriparas) e a Microscopia
Confocal de Cornea (a cOrnea € densamente inervada por fibras trigeminais sensoriais
e autondmicas) sao indicados para a deteccdo de ambas as lesées (CHEN et al.,
2015).

A analise imunohistoquimica da densidade das fibras nervosas
intraepidérmicas (IENFD) de uma biopsia de pele certamente é uma ferramenta Util
para identificar NFF. Uma reducéo na densidade dessas pequenas fibras tornou-se
um “padrao ouro” para o diagnostico de NFF (LAURIA et al., 2010), principalmente as
lesbes de fibras finas comprimento-dependentes. A inervacdo intraepidérmica
apresenta redugdo em pacientes com NFF, levando a hiperexcitabilidade dos
neurbnios sensoriais do ganglio da raiz dorsal ou dos nociceptores periféricos

restantes, tendo a dor como um sintoma chave (KARL et al., 2019).
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A IENFD foi o marcador mais utilizado nas andlises de biopsia de pele nos
estudos dessa revisdo. Um artigo dinamarqués (KARLSSON, MLLLER, JENSEN,
NYENGAARD, 2013) comparou duas formas de analise da biopsia de pele:
comprimentos e densidade de fibras nervosas, além dos inchacos axonais; e
demonstrou que a estimativa do comprimento € tao eficaz quanto a densidade na
diferenciacdo de NFF e normais, apesar dessas variaveis fornecem informacdes
guantitativas diferentes. A estimativa do comprimento da fibra nervosa exije mais
tempo e equipamento adicional, comparado ao IENFD, mas utilizados em conjunto
podem melhorar a eficiéncia no diagnostico do NFF. Um outro estudo, realizado na
Itdlia (PROVITERA et al., 2018), demonstrou que a razao/propor¢cao de IENFD da
perna para a coxa representa uma ferramenta valiosa no diagnaostico diferencial entre
ganglionopatia sensorial por fibras finas (SFSG) e neuropatias periféricas de fibras
finas (NFF) comprimento-dependente. O estudo demonstrou que a média da razdo da
IENFD da perna / coxa foi significativamente maior nos pacientes com SFSG em
comparacao aos pacientes com NFF comprimento-dependente.

Os estudos mostram que todas as quatro formas de analise de Biopsia de Pele
demonstradas nesta revisdo sdo capazes de detectar Neuropatia Periférica de Fibras
Finas. Apesar de sua eficacia comprovada, um estudo desenvolvido nos Estados
Unidos comparou a sensibilidade da bidpsia de pele para o diagnostico de neuropatia
sensorial de fibras finas em pacientes sino-americanos e chineses ndo americanos,
usando os valores de referéncia normativos mundiais de IENFD em segmento distal
(JIN, CHENG, CHEN, ZHOU, 2018). A IENFD do grupo de individuos chineses
americanos foi menor do que no grupo dos chineses ndo americanos. Diante disso, o
estudo sugere que as diferencas étnicas influenciam nos resultados da avaliacédo da
IENFD na perna distal. Outro estudo recente propds um parametro auxiliar para
melhorar a eficiéncia do diagnéstico de bidpsia de pele (PISCOSQUITO et al., 2020).
Eles mediram a distancia entre IENFs consecutivos e demosntraram que a distribuigdo
espacial irregular € uma caracteristica intrinseca do NFF e que precede a perda real
do nervo, sugerindo a presenca de um trecho da epiderme desnervada maior que 350
um, sendo um parédmetro capaz de aumentar a eficiéncia diagnéstica da bidpsia de
pele.

O segundo teste diagndstico mais explicitado nesta revisédo foi 0 microscopia
confocal da cérnea (CCM). O uso dessa ferramenta para a avaliacdo de neuropatia

tem crescido consideravelmente na ultima década e vem sendo apresentada como
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uma abordagem alternativa para quantificar fibras finas in vivo (KALTENIECE et al.,
2017). A cornea € densamente inervada por fibras trigeminais sensoriais e
autondémicas (fibras C e Ad) e a microscopia confocal da cOrnea também surgiu como
uma nova ferramenta diagndstica nao invasiva para avaliar a neuropatia de fibras
fiboras em varias condi¢cdes de saude (GONDIN et al.,, 2018). Quatro parametros
princiapais da CCM foram avaliados de forma quantitativa: 1. densidade de fibra
nervosa da cornea (CNFD); 2. densidade do ramo do nervo corneano (CNBD); 3.
comprimento da fibra nervosa cornea (CNFL) - o comprimento total de todos fibras; e
4. tortuosidade da fibra nervosa da cérnea (CNFT). CNFD e CNFL sao analisados
para refletir a degeneracdo geral das fibras nervosas, enquanto o CNBD reflete a
regeneracao das fibras nervosas (TAVAKOLI et al., 2012).

Em um estudo na Alemanha (ZIEGLER et al., 2014), medidas de CCM e IENFD
foram comparadas entre si e também associadas a medidas neurofisiolégicas,
estudos de conducao nervosa (NCS), teste sensorial quantitativos (QST) e testes de
func@o autonémica cardiovascular (AFTs). Neste estudo, o CNFD foi o parametro mais
sensivel entre as seis medidas da CCM estudadas. O estudo mostrou que CCM e
IENFD detectam perda de fibras finas no diabetes diagnosticado recentemente, mas
nem todos os individuos demonstraram alteracbes nos dois testes. Em alguns
individuos, a perda de comprimento da fibra nervosa da cornea pode até ser a primeira
evidéncia de polineuropatia sensoério-motora diabética (PSD) subclinica. Em 2018,
também no Reino Unido, foi publicado um estudo de coorte que comparou a CCM
com a técnica do Laser Doppler imager flare (LDIFLARE) em individuos com
hipotireoidismo (HT) recém-diagnosticado, antes e apds o tratamento adequado
(SHARMA, TOBIN, VAS, RAYMAN, 2018). Os resultados mostraram que esses
métodos sdo sensiveis e avaliam o envolvimento neural precoce, bem como se
relacionam a gravidade da deficiéncia, conforme indicado pelos niveis séricos de TSH.

Em 2017, foi publicado um estudo no Canada (Blackmore and Siddiq, 2017)
com o intuito de avaliar a sensibilidade e a especificidade de testes diagndsticos
disponiveis para NFF. O diagnéstico foi baseado em sintomas, exame neurologico
detalhado que incluiu o teste de picada de agulha (PP) e resultados anormais em pelo
menos uma modalidade de teste — QSART, QST e HRV. ApGs a comparacao dos
testes 0 QST foi mais sensivel para deteccdo de NFF com o teste de dor e de calor,
tendo maior sensibilidade do que resfriamento. Apesar disso, o0 estudo sugere para se

ter um diagnaostico definitivo, 0 exame neurologico, QSART e QST alterados devem
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estar alterados. Um estudo desenvolvido na Alemanha testou 0 QST e comparou com
a Biopsia de Pele (UCEYLER et al., 2018). Em controles saudaveis, a inervacédo da
pele teve uma correlagéo positiva com limiares sensoriais, enquanto esta correlacao
foi perdida em pacientes PNP e NFF. O estudo também demonstrou que QST néo fez
distingdo entre neuropatias dolorosas e indolores. Outros estudos tém demostrando
gue o QST é um teste bastante utilizado, mas que sozinho ndo é capaz de concluir
um diagnostico de NFF (TERKELSEN et al., 2017). Um estudo recente comparou
varios testes diagnésticos para NFF. O QST teve a sensibilidade de 72% e
especificidade de 39%, quando utilizado sozinho, mas teve sua eficacia aumentada
guando utilizado em conjunto com ESC, LEP e Biopsia de Pele, melhorando a
sensibilidade e especificidade do diagnostico para 90% e 87%, respectivamente
(FABRY et al., 2020).

Ha véarios anos o teste de limiar de temperatura (TTT), determinag&o de limiar
de percepcao e dor ao calor e frio, tem sido defendida como uma possivel ferramenta
para diagnosticar neuropatia de fibras finas (NFF) (Hoitsma et al., 2004). Contudo, o
longo tempo para a realizacéo e a falta de padronizacéo sdo as principais limitacdes
encontradas para esse tipo de teste. Em um estudo nos Paises Baixos (Bakkers et al.,
2015), o Teste de Limiar de Temperatura foi estudado com a finalidade de propor um
protocolo ideal no diagnéstico de NFF. Os pacientes foram diagnosticados
previamente através de Biopsia de pele, avaliando IENFD. Por local, o TTT foi
realizado de acordo com o método de limites (dependente do tempo de reacédo: apertar
um botdo quando mudar a temperatura ou dor é sentida) e o método dos niveis (tempo
de reacao independente: por estimulo, respondendo se uma temperatura mais quente
ou mais fria é detectada). A combinacdo de limiares de sensacdo de calor e frio,
usando o método de niveis em pés e maos, mostrou boa sensibilidade e
especificidade, pois classificou 89% dos pacientes corretamente, em comparagdo com
o protocolo de teste original, que também inclui o0 método de avaliacao de limites. O
estudo entéo afirma que, ao aplicar esta combinacéo, o tempo necessario para TTT
pode ser reduzido, além de manter a precisdo do diagnostico, otimizando o teste.
Contudo, ainda necessita de uma padronizagao internacional.

A comparacédo entre os diferentes métodos (niveis versus limites) foi descrito
em outros estudos (HOITSMA et al., 2005; BAKKERS et al., 2013; BAKKERS et al.,
2015). Uma preferéncia pelo método de niveis foi sugerida porque nenhum efeito da

taxa de mudanca de temperatura de estimulo € visto, e a aplicabilidade é possivel
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mesmo em individuos que sédo dificeis de examinar, como sujeitos com deficiéncia
cognitiva e criancas (DEFRIN, PICK, PERETZ, CARMELI, 2004; HOEIJMAKERS et
al., 2012).

Testes que avaliam a funcdo autondmica através da sudorese foram
explicitados nesta revisdo. O teste Sudoscan foi desenvolvido para fornecer uma
medicdo nao invasiva, rapida, simples e quantitativa da funcdo do suor (CALVET et
al., 2012). Além disso, € endossado pela American Autonomic Society (AAS) para a
avaliagdo da fungdo sudomotora em NFF (NOVAK, 2017). Um estudo feito nos
Estados Unidos (CASELLINI et al., 2013) mostrou que individuos diabéticos com
neuropatia tiveram ESCs significativamente piores nos pés e maos que os individuos
com DM, mas sem neuropatia e controles saudaveis. As ESCs se correlacionaram
significativamente com as medidas clinicas (NIS-LL), somaticas (QST) e autondbmicas
(QAFT) de neuropatia e com os escores de dor.

Cinco anos depois foram publicados dois estudos, também na Franca, para
testar a eficacia diagnostica do Sudoscan para NFF. O primeiro avaliou o
envolvimento distal de fibras finas autonémicas na Polineuropatia amilodotica familiar
(FAP) devido a varias mutagdes da transtirretina (TTR) (LEFAUCHEUR et al., 2018).
O estudo demonstrou que as medidas da ESC estdao bem correlacionadas com a
gravidade do TTR-FAP e podem fornecer um marcador precoce da doenca. O
segundo estudo francés supra citado foi o Unico desta revisdo que teve a Biopsia de
pele como teste de referéncia (DUCHESNE et al., 2018). As medidas ESC foram
comparadas com densidade de fibra nervosa autbnoma da glandula sudoripara
(SGNFD) e a IENFD em pacientes com polineuropatia. ESC foi mais fortemente
correlacionado com SGNFD do que com IENFD, mas nos pés, ESC foi reduzido tanto
em pacientes com SGNFD anormal, como em IENFD anormal. O estudo demosntrou
gue ESC é um método de valor potencial para avaliar a funcdo sudomotora, que é
uma das partes mais acessiveis do sistema nervoso autbnomo.

Outros estudos encontrados corroboram com os achados dessa revisédo sobre
0 Sudoscan. Usando o Michigan Neuropathy Screening Instrument (MNSI) como
referéncia, ESC com valores anormais em maos ou pés teve uma sensibilidade de
97% e valor preditivo positivo de 87% para detectar neuropatia em pacientes com
diabetes ha mais de cinco anos, e sensibilidade de 91%, e o valor preditivo positivo
foi de 88% no grupo de diabeticos recentemente diagnosticados (CARBAJAL-
RAMIREZ et al., 2019). Um estudo recente feito na Bulgéaria, mostrou que a assimetria
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de resultados de sudorese dos pés, detectado pelo Sudoscan, provou ser um novo
discriminador e preditor para pacientes diabéticos com pé diabético (GATEV et al.,
2020). Podendo ser considerado um marcador de dano precoce no protocolo de
avaliagcdo de neuropatia.

Outro teste que também avalia a sudorese como marcador € o Neuropad®,
teste comercializado facilmente que mede a producéo de suor com base na mudanca
de cor de um composto de cobalto Il de azul para rosa e representa um teste clinico
pratico para disfungdo sudomotora na neuropatia periférica diabética (PAPANAS et
al., 2007). Um estudo realizado nos Paises Baixos (DATEMA et al., 2012) mostrou
gue o Neuropad tem alta sensibilidade, se mostrando melhor que o Teste de
enrugamento de pele (WISW), que tem sensibilidade e especificidade moderadas.
Contudo, a combinacdo dos dois testes pode ser util, pois quando ambos séo
anormais, o diagnostico NFF € altamente provavel, aumentando a especificidade da
combinacdo para 97%. No ano seguinte foi publicado, também no Reino Unido
(PONIRAKIS et al., 2015), um estudo que demonstrou que a eficacia diagnostica do
Neuropad pode ser consideravelmente aprimorada wusando Sudometrics,
particularmente na avaliacdo do NFF e deteccéo de disfuncdo autonémica. Em um
estudo colombiano, o Neuropad apresentou um desempenho adequado como
ferramenta de triagem para neuropatia autondmica cardiovascular (CAN) em
pacientes latino-americanos com DM 2, sendo 70,1% a sensibilidade do Neuropad®
para qualquer grau de CAN, mas ligeiramente maior para os testes de respiracao
profunda e Valsalva do que para a posicdo deitada e em pé (MENDIVIL et al., 2016).

Nesta revisdo os CHEPs foram demonstrados em um estudo feito nos Paises
Baixos com o objetivo de estabelecer valores normais de CHEPs e sua aplicabilidade
em pacientes com NFF. O estudo teve como teste de referéncia a biopsia de pele por
meio da avaliacdo da IENFD, demonstrando que os CHEPs foram anormais em
73,8% dos pacientes. A pesquisa mostrou que houve um aumento de 9-16% na
laténcia por centimetro de altura com o aumento da idade, sendo as amplitudes
maiores nas mulheres do que nos homens, diminuindo (17-71%) com o
envelhecimento (LAGERBURG et al., 2015). Dessa forma, o estudo estabeleceu
valores normais, confiabilidade e aplicabilidade clinica dos CHEPs em NFF, sendo
proposto como uma ferramenta adicional ndo invasiva no diagnostico de NFF. Apesar

disso, os estudos mostram que a utilizacdo dos potenciais evocados nociceptivos,
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juntamente com a bidpsia de pele, melhoram o diagndstico de neuropatias dolorosas
(CASANOVA-MOLLA, GRAU-JUNYENT, MORALES, VALLS-SOLE, 2011).

Os potenciais evocados nociceptivos calor de contato (CHEPS) e a laser (LEPS)
tém demonstrado sensibilidade e especificidade adequadas para serem de uso clinico
no diagndstico diferencial de dor neuropatica, em condi¢gbes envolvendo Ad de fibras
C e vias espinotalamo-corticais (GARCIA-LARREA, HAGIWARA, 2019). De acordo
com as diretrizes emitidas pela Federacao Internacional de Neurofisiologia Clinica e
Grupo de interesse especial em dor neuropatica da International Association for the
Study of Pain (IASP), LEPs sao a técnica neurofisiolégica facil e confiavel para avaliar
fibras nociceptivas (HAANPAA et al., 2011). Pulsos de calor radiante gerados a laser
ativam seletivamente nociceptores mecanotérmicos A delta e C, e evocam sensacfes
de picada de agulha e potenciais cerebrais (LEPs), ambos relacionados a ativacdo de
fibras finas mielinizadas de A delta (TRUINI, GALEOTTI, CRUCCU, GARCIA-
LARREA, 2007).

Na Italia foi feito um estudo clinico, neurofisiolégico e de bidpsia de pele, no
gual foram coletadas faixas normativas de LEP corrigidas por idade. Nos participantes
saudaveis, a idade influenciou fortemente os intervalos normativos para todas as
variaveis LEP. Em relacdo aos achados da biopsia de pele, LEPs apresentou 78% de
sensibilidade e 81% de especificidade no diagnéstico de Neuropatia diabética de
fibras finas. Diante dos dados, a pesquisa demonstra a precisdo diagnostica do LEP
e prop0e esta técnica como uma alternativa menos invasiva a biopsia de pele para o
diagnéstico de pequenas fibras diabéticas neuropatia.

O segundo foi um estudo francés que comparou o valor diagndéstico de cinco
testes neurofisiologicos em pacientes com NFF clinicamente definido ou possivel
relacionado a varias condi¢des clinicas (LEFAUCHEUR et al., 2015). O LEP foi o teste
mais sensivel (alterado em 79% dos pacientes com pelo menos um teste anormal),
seguido por ESC, usando Sudoscan (®) dispositivo (61%), limiares de deteccao de
calor (WDT) (55%), respostas simpaticas da pele (SSR) (41%) e limiares de deteccdo
de frio (CDT) (32%). O estudo concluiu que a combinacdo de LEP, avaliando fibras
sensoriais A-delta, WDT, avaliando fibras C sensoriais, e ESC, avaliando fibras C
autonbmicas parece uma abordagem relevante para o diagnostico de SFN.
Recentemente, na Franca, foi realizado um estudo semelhante comparando seis
métodos diagnodsticos para fibras finas nervosas sensoriais e autondmicas: biopsia de

pele, QST, sistema de medicdo quantitativa do suor (Q-Sweat), LEP, ESC e Testes



32

autonémicos cardiovasculares (Fabry et al., 2020). O estudo mostrou que a
combinacéo de bidpsia de pele, LEP, QST e ESC tem uma sensibilidade de 90% e
uma especificidade de 87%, descrevendo os beneficios da combinacéo de bidpsia de
pele, ESC, LEP e QST no diagnostico de NFF.

A partir da analise desses estudos, pode-se inferir que a biopsia de pele, em
todas as suas formas de analise, mostra-se reconhecidamente superior aos demais
testes, primeiro por ter sido escolhida como o principal teste de referéncia para avaliar
a eficacia diagnoéstica dos demais testes; e segundo porque demonstrou ser capaz de
diagnosticar NFF de forma quantitativa e objetiva, sendo a andlise da densidade das
fibras nervosas intraépidérmicas a mais elegivel pelos estudos. Contudo, a biopsia de
pele tem como desvantagem ser um procedimento invasivo e estatico, por ser in vitro.
Nesse aspecto, a Microscopia Confocal de Cérnea se coloca como um teste superior
e alternativo a Biopsia de Pele por ser um teste ndo invasivo, de alta reprodutibilidade,
dindmico e feito in vivo, sendo a densidade de fibra nervosa da cérnea, o parametro
mais sensivel. Além disso, apresentou uma correlacdo significativa com a analise da
Densidade das fibras intraépidérmicas e também foi escolhido como teste de
referéncia de outros estudos.

Tanto a CCM como a Biopsia de Pele foram associadas a medidas
neurofisiolégicas, estudos de conducdo nervosa e testes de funcdo autonémica
cardiovascular. Os estudos propéem o Teste Sensorial Quantitativo, Potencial
Evocado a Laser e a Condutancia Eletroquimica da pele pelo Sudoscan como
ferramentas alternativas menos invasivas a IENFD, por serem mais sensiveis quando
comparados a outros testes. Contudo, se forem usados em conjunto ou em
combinacgao com outros testes como o Teste quantitativo de reflexo axonal sudomotor,
Potenciais evocados por calor de contato e Testes de Limiares térmicos, apresentam
a sensibilidade e especificidade do diagndstico aumentadas.

O Neuropad foi sugerido como teste de triagem sensivel e reprodutivel para
avaliacdo das fibras finas autonémicas na Neuropatia Diabética, e ainda teve sua
eficacia melhorada com o uso em conjunto do Sudometrics e Teste de Enrrugamento.
De acordo com os estudos, os testes da avaliacdo da funcado autonémica cardiaca
nao tiveram corregao significativa com os demais testes, portanto, devem ser feitos

de forma adicional.
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2.5 Vermelho de Alizarina S (VAS)

O vermelho de Alizarina (1,2-dihidroxiantraquinona-3-sulfonato de sédio —
VAS), também chamado de carmina alizarina ou alizarina S, faz parte do grupo dos
corantes hidroxiantraquinonas, disponivel comercialmente em forma de pd cristalino
monossodico, mohidratado de coloracdo amarelo alaranjado, facilmente solivel em
agua e etanol, transformando-se em uma solucdo amarelada, mas que se torna
insolével em alguns solventes organicos, principalmente o éter (SANTOS-JUNIOR,
2001). Esse produto é resultante do aquecimento do 1,2—dihidroxiantraquinona (ALZ)
com trés partes de acido sufarico fumegante por varias horas em temperatura de 100
— 150°C, seguido de neutralizagdo, com hidroxido de célcio, convertido a sal de sddio
com carbonato de sédio e evaporado até secar (WELCHER, 1948 apud SANTOS-
JUNIOR, 2001).

Em 1915, Atack descobriu que o VAS poderia ser usado para detectar aluminio
na presenca dos demais metais e relatou que a substancia, em meio acido, possui
coloracdo amarela, e em meio basico, a cor purpura. Essa coloracao pode ainda variar
a depender das substancias que possam reagir com sua composi¢ao, assumindo
colora¢des como verde ou rosa (ATACK, 1915 apud SANTOS-JUNIOR, 2001).

Desde entdo os estudos sobre o VAS foram desenvolvidos, entre eles o de
Owens e Yoe (1960), que compararam 0 uso de corantes derivados de 1,4-
dihidroxiantraquinona e derivados de quinizarina como forma de indicadores metalicos
de Th com EDTA. De acordo com a andlise, chegaram a conclusdo que o VAS
proporciona uma boa titulacdo na faixa de pH entre 2,2 a 3,4, porém os derivados de
quinizarina apresentaram um pH mais elevado que o VAS.

Parissakis e Kontoyannakos (1963) indicaram um método espectrofotométrico
apropriado para determinacdo de fluoreto através da reacdo de ions fluoreto com o
complexo colorido de Zr-VAS e concluiram que esse complexo é estavel em
determinadas faixas de pH. Saxena e colaboradores (1994) realizaram um estudo
mais detalhado em relacao a utilizacao e imobilizacdo do VAS sobre a resina Amberlite
XAD-2, resultando na sintese de uma resina quelante, bem como na sua aplicagéo na
pré-concentracédo de Pb (II), Cd(ll), Zn(ll), Ni(ll), empregando a espectrometria de
absorcdo atdbmica em chama. Os autores mostraram que 0s quatro metais foram
determinados de forma quantitativa e demonstraram a eficiéncia da resina estudada

sobre outras resinas quelantes.
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O reagente VAS também foi empregado em outros procedimentos analiticos e
diversas metodologias de pesquisa, tais como catalizadores, andlise de suas
propriedades fisicas e em estudos voltamétricos (SANTOS-JUNIOR, 2001). Estela e
colaboradores (1992) desenvolveram uma metodologia para determinacao cinética de
Mn pelo seu efeito catalitico, sobre a oxidagdo de VAS, por peréxido de hidrogénio.
Abd el Wahed e colaboradores (1998) determinaram potenciometricamente
parametros termodinamicos que caracterizam a formacéo de complexos divalentes de
Mn, Fe, Co, Ni e Cu com VAS. Em 1999, Mouchrek Filho e colaboradores utilizaram o
VAS como agende modificador de eletrodos em analise voltamétrica de cobre.

Santos Junior (2002) estudou as condicbes de separacdo e pré-concentracao
de Mn, Cu e Zn utilizando uma metodologia de extracao liquido-soélido, para posterior
determinagcdo de Mn, Cu e Zn em amostras salinas, nas quais o reagente 1,2-
dihidroxiantraquinona3-sulfonato de sédio, vermelho de alizarina S (VAS), é usado
como agente complexante e a resina ndo-ibnica Amberlite XAD-7, como suporte
solido.

O reagente vermelho de alizarina S ja esta sendo utilizado em testes
diagnosticos para determinar Neuropatias Periféricas, conforme descrito em tépico
anterior no Teste do Suor de Termorregulacdo (TST). Pode-se observar, através de
varios estudos, que o VAS é utilizado como reagente colorimétrico e empregado em

propositos analiticos de forma satisfatoria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver e avaliar o efeito de membranas poliméricas de alginato de sédio
contendo vermelho de alizarina (VAS) e carbonato de sodio (CS) no auxilio do

diagndstico de neuropatias periféricas.

3.2 Especificos

e Desenvolver membranas poliméricas de alginato de sodio contendo VAS e
CS;

e Caracterizar as membranas poliméricas obtidas por meio de analises fisico-
guimicas, espectroscopicas;

e Avaliar o potencial de irritabilidade por métodos ex-vivo;

e Realizar um ensaio clinico piloto para avaliar o potencial diagnostico das
membranas poliméricas em trés grupos: pacientes diabéticos sem
neuropatias, pacientes diabéticos com neuropatias periféricas e pessoas que
nao apresentam a patologia;

e Avaliar a reacao colorimétrica da membrana através de registros fotograficos.



CAPITULO 1lI

DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE
ADESIVO DERMICO CONTENDO VERMELHO
DE ALIZARINA COMO TESTE RAPIDO NO
AUXILIO AO DIAGNOSTICO DE NEUROPATIA
DIABETICA
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4 INTRODUCAO

As polineuropatias ocorrem por uma degeneracdo primaria das fibras nervosas
periféricas, como acontecem nas neuropatias hereditarias, ou estédo relacionadas a
condicbes clinicas sistémicas, a exemplo do diabetes mellitus. Podem ser
extremamentes debilitantes, provocando alteracbes sensitivas, motora e
autondmicas, que a depender da severidade, acabam por comprometer a qualidade
de vida dos individuos acometidos. A abordagem diagndstica mais utilizada para a
deteccdo das neuropatias periféricas incluem anamnese, exame fisico neurolégico e
testes diagndsticos especificos, tais como a eletroneuromiografia, bidpsia de nervo e
de pele e testes qua avaliam a fungao das fibras nervosas.

As neuropatias de fibras grossas sdo bem avaliadas através da
eletroneuromiogafia. Por outro lado, as neuropatias de fibras finas requerem testes
mais sofisticados, uma vez que as fibras finas sao quase “invisiveis” aos estudos de
conducdo nervosa convencional (SIEPMANN, PENZLIN, ILLIGENS, REICHMANN,
2017; TERKELSEN et al., 2017).

As principais manifestac¢des clinicas das neuropatias periféricas de fibras finas
(NFF) sdo queimacdo nos peés, alteracdo da sensibilidade térmica e dolorosa e
alteracbes autondmicas. Um dos procedimentos clinicos mais utilizados para o
diagnostico de NFF séo os testes que avaliam a fungcdo sudomotora dos pacientes,
como, por exemplo, o TST. Os pacientes neuropatas apresentam a sudorese
comprometida e a partir dessa condicdo pode ser realizado o diagnostico de
neuropatias periféricas de fibras finas (ILLIGENS, 2008; FLORES, et al., 2015;
SHIVAPRASAD et al., 2018).

Alguns testes que envolvem a avaliagao da atividade sudomotora, como o TST,
apresentam limitagbes, como o alto custo, longo tempo de exame, complexidade,
necessidade de ambiente especifico e isolado, além do fato de ser bastante
desconfortavel para o paciente. Nesse contexto, o desenvolvimento de uma
alternativa tecnoldgica, utilizando o mesmo composto — Vermelho de alizarina (VAS),
gue propde analisar uma nova forma diagndéstica com mais rapidez e conforto aos
pacientes, torna-se necessario. No caso do produto desenvolvido, a reacao
colorimétrica acontece quando o suor do individuo reage com a membrana de
carbonato de sodio e esta, em seguida, reage a membrana do VAS, proporcionando

a alteracdo da cor, indicando alteragdo ou n&o na sudorese. Seguindo esse
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pressuposto, o desenvolvimento de membranas poliméricas de alginato de sdédio
contendo VAS e CS podem apresentar-se como um produto promissor para 0

diagnoéstico de neuropatias periféricas.

4.1 Material e Métodos

4.1.1 Preparo das membranas de vermelho de alizarina S e carbonato de sédio

As membranas de alginato de sédio contendo VAS (Memb/VAS) e as
membranas de alginato de sédio contendo CS (Memb/CS) da SIGMA foram obtidas
através do método de casting, o qual consiste em verter dispersdes aquosas de
polimeros em suportes adequados, como, por exemplo, superficies de polietileno ou
placas de Petri (NUNES et al., 2016). Para a obtengdo das Memb/VAS, inicialmente,
uma solucao de alginato de sédio (1,5 % p/v) foi preparada sob temperatura de 35 —
40 °C. Em seguida, 0,1 g de vermelho de alizarina S (VAS) e 0,1 g de glicerol (agente
plastificante) foram adicionados a solucao de alginato. A solucédo obtida foi mantida
sob agitacdo magnética constante (400 rpm), em temperatura ambiente, durante 24
horas. Apds decorrido o tempo de agitacao, a solucdo das membranas foi vertida em
placas de Petri de plastico estéril de poliestireno de 5 cm de diametro que foram
submetidas a secagem em capela de fluxo laminar, sob temperatura ambiente,
durante 72 horas. Apds a completa secagem, as membranas obtidas foram retiradas
das placas, cortadas em formato quadrado com area de 4 cm? (2 cm x 2 cm) para a
Memb/VAS e 5 cm? (2,5 cm x 2,5 cm) para a Memb/CS, acondicionadas em
embalagens plasticas devidamente seladas e armazenadas em dessecador para
evitar a presenca de umidade. As Memb/CS foram obtidas seguindo a mesma
metodologia, com a adi¢cao de 0,1 g de carbonato de sodio (CS) a solugéo de alginato
ao invés do VAS.

4.1.2 Reacao das Memb/CS e Memb/VAS com suor

As Memb/VAS e Memb/CS foram colocadas em conjunto (sobrepostas) com o
auxilio de plastico adesivo dérmico hospitalar de alta aderéncia. Para a realizacéo do
teste de deteccdo de neuropatias periféricas, as membranas foram aplicadas na

regido do antepé de um dos pés dos pacientes. Na medida que ocorre a liberacédo do
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suor do pé dos pacientes ocorre uma reacao que promove a mudanca de cor (reacéo
colorimétrica) das membranas. Portanto, apds a aplicacdo, as membranas podem
reagir com o suor, promovendo a mudanca de cor de forma mais intensa ou menos

intensa.

4.1.3 Determinacdo do pH das membranas

As andlises do pH das Memb/VAS, Memb/CS, bem como das membranas apos
a reacdo colorimétrica (suor + Memb/CS + Memb/VAS), foram realizadas em pHmetro
Marte® modelo MB-10. O equipamento foi previamente calibrado com solu¢ao tampéao
padrédo pH 4 e 7. As medidas foram determinadas em triplicata (n = 3), sob temperatura

ambiente e com as membranas imersas em recipientes contendo agua.

4.1.4 Analises por calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As analises por DSC do VAS livre, CS livre, membranas de alginato (branco),
Memb/VAS e Memb/CS foram realizadas em uma faixa de temperatura de 20 - 400
°C, utilizando um equipamento DSC-60 shimadzu®, sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (100 mL.min"t) e razdo de aquecimento de 10 °C.min1. Antes das andlises,
aproximadamente 3 mg das amostras em p6 e pequenos fragmentos das membranas
foram prensadas em capsulas de aluminio. O DSC-60 foi previamente calibrado com

indio metalico padrao (pureza = 99%).

4.1.5 Avaliagéo do intumescimento das membranas

A capacidade de intumescimento das Memb/VAS e Memb/CS foi avaliada pela
técnica de imersdo (HASANI-SADRABADI et al.,, 2011). As membranas foram
colocadas em conjunto (sobrepostas), com auxilio de um adesivo hospitalar, e, em
seguida, foram divididas em dois grupos: A e B. As membranas do grupo A foram
imersas em 5 mL de 4gua e as do grupo B em 5 mL de uma solucéo de suor artificial
(NaCl 0,5 g/L; CH4N20 0,1 g/L; H20 QSP) (CASTRO, 2008). Ambos os meios foram
previamente submetidos a ultrassom sonicador por 30 minutos e filtrados em filtros de
membrana (PTFE — 0,45 pum) antes dos ensaios. Para determinar o grau de

intumescimento, as membranas foram inicialmente pesadas (tempo 0) e imersas nos
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recipientes contendo os meios, em diferentes intervalos de tempo: 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40 e 45 minutos. ApOs cada tempo, as membranas foram removidas do meio,
colocadas em papel filtro para retirar o excesso de liquido e pesadas novamente. Os
ensaios foram realizados em triplicata (n = 3) e sob temperatura ambiente. A
capacidade de intumescimento das membranas foi determinada de acordo com a
equacdo 1 (LIMA, 2017).

I=(Pu-—Ps)

* 100 Eq. (1)
Ps 1

onde | € a capacidade de intumescimento das membranas, Pu (peso umido) é o peso
da amostra ap6s o tempo de imersdo no meio e Ps (peso seco) € o peso inicial da

amostra.

4.1.6 Avaliacao da irritabilidade das membranas em modelo HET-CAM

O potencial das Memb/VAS e Memb/CS em provocar irritagdo foi avaliado pela
técnica de HET-CAM (LUEPKE, 1985). Ovos de galinha fertilizados foram incubados
por 8 dias sob temperatura de 37 — 38 °C. Em seguida, as cascas dos ovos foram
abertas e a membrana interna foi removida cuidadosamente sem causar danos a
membrana cério-alantdide (CAM). Fragmentos das Memb/VAS e Memb/CS, com area
de 1 cm?, foram aplicadas na CAM. Uma solucdo aquosa de NaOH 1N (300 pL) foi
utilizada como controle positivo e solucdo salina (NaCl 0,9%; 300 pL), como controle
negativo. Apos a aplicacdo, a CAM foi observada por 5 minutos (300 segundos),
determinando o tempo de ocorréncia de hemorragia, lise vascular e coagulagédo. Os
ensaios foram realizados em triplicata (n = 3). O potencial ou indice de irritagédo foi
determinado de acordo com a equacao 2 (LUEPKE, 1985; BATISTA-DUHARTE et al.,
2016).

Onde, IS (irritation score) € o indice de irritacdo das amostras, sH € o tempo
em segundos da hemorragia, sL é o tempo em segundos da lise e sC é o tempo em

segundos da coagulacéo.

301 — sH 301 — sL 301 —5C
g=|301=sH |, |301=sL |, [301=-sC | Eq. (2):
300 ’ 300 / 300 9 4@
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4.1.7 Andlise das membranas por espectrofotometria de absor¢cdo na regido do

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdao na regidao do infravermelho das Memb/VAS,
membranas apos a reacdo colorimétrica (suor + Memb/CS + Memb/VAS) e das
membranas que ndo reagiram com o suor, foram obtidos na regido entre 4000 - 400
cm?, em um equipamento FTIR Shimadzu® modelo IR Prestige-21, equipado com
aparato de sistema de reflexdo total atenuada (ATR). As analises foram realizadas

sob temperatura ambiente.

4.1.8 Estudo piloto

Foi realizado um estudo piloto, de maio a junho de 2018, com académicos da
Universidade Federal de Sergipe (UFS), para testar a reagcdo colorimétrica da
membrana contendo VAS e o tempo que essa reagdo aconteceria. Os individuos
foram convidados aleatoriamente para participar da pesquisa. Foram testados 54
académicos e aplicado o DN4 (Douleur neuropathique 4 questions) (ANEXO 1) para a
exclusao de dor neuropética, avaliando a reacao em individuos sem comprometimento
da sudorese. Um examinador aplicava a membrana e o questionario e o outro
fotografava as membranas apos a aplicacdo. O tempo de reacdo também foi avaliado
para verificar 0 tempo necessario (em minutos) para a execucdo do teste. Apos a
retirada das membranas, estas eram colocadas em uma caixa de luz controlada e
fotografadas em um fundo branco. As imagens foram analisadas por um terceiro
examinador, que utilizou a ferramenta ImageJ® para avaliar a intensidade da

coloracdo em pixels pelo software de analise de imagens.

4.1.9 Metodologia da aplicacdo das membranas em ensaio clinico

Apoés as etapas de desenvolvimento e caracterizacdo das membranas, um
ensaio clinico duplo cego foi realizado com 60 voluntarios divididos em trés grupos (1,
2 e 3). No grupo 1 foram avaliados 20 individuos ndo diabéticos e sem neuropatias.
No grupo 2 foram avaliados 20 individuos diabéticos e sem neuropatias. No grupo 3
foram avaliados 20 individuos diabéticos e com neuropatias. Essa selecéo foi feita de
forma aleatéria durante os atendimentos, respeitando o fluxo do consultério. Os

individuos foram submetidos a anamnese, exame fisico e eletroneuromiografia, sendo
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comprovadamente portadores de neuropatias periféricas ou ndo (pacientes controle),
através de outros exames. Os individuos submetidos ao ensaio foram avaliados no
Laboratério de Neurofisiologia Clinica do Centro de Saude Professor José Augusto
Barreto, apds a assinatura do Termo de Consentimento Livre e esclarecido (TCLE)
(APENDICE A). Esse estudo foi autorizado pela Clinica de Neurofisiologia
(APENDICE B) e pela Universidade Federal de Sergipe (UFS) e aprovado no Comité
de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de
Sergipe (CAAE: 82894118.1.0000.5546) (ANEXO II). Foi feito também o Depdsito de
Patente do produto no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) (ANEXO I11).

Para a aplicacdo do produto durante o ensaio clinico os participantes foram
convidados a permanecer sentados e retirarem o0s calgcados. Os pés foram
previamente limpos com alcool 70%. Em seguida, foram aplicadas as Memb/VAS e
Memb/CS - sobrepostas — na regido do antepé de um dos pés, com o auxilio de
plastico adesivo hospitalar préprio para ser aderido a pele. Decorrido os 15 minutos,
as membranas foram retiradas dos pés dos participantes e avaliadas
macroscopicamente para estudo clinico e analise diagnoéstica. O registro fotografico
das membranas foi realizado por uma camera digital (Cyber-shot 5.1MP — SONY®),
posicionada a 20 cm da membrana, perpendicularmente a sua superficie adesivada,
em um fundo branco localizado dentro de uma caixa de iluminacdo controlada
(conforme esquema abaixo). Em seguida, as imagens foram digitalizadas no formato

JPG e analisadas quanto a intensidade das cores pelo software de analise de imagens

ImageJ®.
Figura 1. Processo de registro fotografico das membranas.
Cakeadi Fotografia
; X das membranas
DN4 Reagio colorimétrica iluminagdo
ou nio controlada
My ;
e . g B _l_. - |
T
~ ,"(‘p ;
e
A% 15 minutos

’ IMAG EJ
Membranasde CS Aplicagdo i 2
eVAS sobrepostas 1o antepé Quanificayko. dn reagio

a adestvadas colorimétrica no software ImageJ®

Fonte: elaboragéo propria.
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4.1.10 Protocolo do ensaio clinico

Se tratou de um ensaio clinico, duplo cego, ndo randomizado, com grupo
controle. A coleta de dados ocorreu nos periodos entre agosto e outubro de 2018, e
entre novembro de 2019 e fevereiro de 2020. Foram estudados individuos portadores
de neuropatias periféricas associadas ao diabetes mellitus, provenientes de todo
estado de Sergipe. Todos os individuos que chegavam ao consultério para realizar a
eletroneurografia (ENG) de membros inferiores foram convidados a participar do
estudo. ApdOs a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
procedeu-se a aplicacdo da membrana. O participante foi orientado a recolocar o
calcado e permanecer com o pé no chao por 15 minutos (durante o periodo de espera
outro pesquisador aplicava o questiondrio). O instrumento de coleta utilizado foi um
guestionario francés, traduzido e validado em portugués chamado DN4 (Douleur
neuropathique 4 questions). Este constitui-se em um instrumento confiavel no cenario
clinico, priorizando um diagndéstico preciso e facilitando a distingdo entre dor
neuropética e nociceptiva (SANTOS et al., 2011).

Ao final do experimento, a membrana foi retirada e colada em um fundo branco,
dentro da caixa iluminada, sendo fotografada logo em seguida. ApGs essa etapa 0s
individuos foram encaminhados ao laboratério para a realizacdo de testes
diagndsticos por outro examinador (neurologista/neurofisiologista), que nao tinha o
conhecimento dos resultados dos testes anteriores com a membrana. Os
participantes foram submetidos a testes eletrofisiologicos através de
eletroneuromiografia (ENG), que tem sido utilizado comumente em ensaios clinicos
de neuropatia diabética humana, com base na facilidade de quantificacdo,
reprodutibilidade e sensibilidade e especificidade aceitdveis (DYCK, et al., 2010).
Neste momento também foi captado o Periodo Silent, chamado de periodo de siléncio
cutaneo (PSC), que se constitui em um reflexo nociceptivo protetor inibitério, e sua
aferéncia consiste em fibras nervosas A-delta (UMAY, et al., 2012). Foi verificado
também o Reflexo Cutdneo Simpatico, que € frequentemente usado no diagndstico
do comprometimento funcional das fibras simpaticas sudomotoras pés-ganglionares
ndo mielinizadas nas neuropatias periféricas (KUCERA, GOLDENBERG, KURCA,
2004; SHINDO et al., 2017). Além destes, foi feita a medi¢do da variacdo do Intervalo
R-R, que avalia a funcdo cardiovascular e é o teste mais utilizado para avaliar o

suprimento nervoso autbnomo ao coragdo (SENE, 2017).
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Foram incluidos no estudo os individuos atendidos na Clinica de Neurologia e
Eletrofisiologia com encaminhamento para realizar Eletroneurografia de Membros
Inferiores. Foram excluidos, em contrapartida, individuos com marcapasso ou alguma
outra impossibilidade para a realizagcdo da eletroneurografia. Além disso, foram
excluidos individuos com Hiperidrose e Hiperqueratinose, ou que fizessem uso de
medicamentos que alteram a sudorese.

Como limitacdes do estudo podemos destacar a amostra por coveniéncia, o

ndmero pequeno de participantes e a auséncia de comparagao com o “padrao ouro”.

4.1.10.1 A avaliacao do periodo de siléncio cutaneo (PSC)

A avaliagdo do periodo de siléncio cutaneo (PSC) foi realizada nos membros
inferiores dos participantes com base na estimulagdo do nervo sural. Os eletrodos de
captacao ativa (E1) foram colocados no musculo tibial anterior, enquanto o eletrodo
de referéncia (E2) foi colocado 2 cm proximal aos eletrodos ativos. Estimulos elétricos
foram aplicados no tercgo distal da perna do paciente, lateral ao maléolo externo, com
pulsos de onda quadrada de 0,5 ms de duracéo, na intensidade de 66-80 mA (de 14
vezes acima do limiar de sensibilidade) e na frequéncia de 3 Hz. Foi solicitado aos
indivpiduos que fizessem um esforco maximo de dorso-flexdo do pé, enquanto os
estimulos elétricos eram competentes. Cinco gravagdes foram obtidas em intervalos
de 30s. Os filtros foram ajustados em 5 Hz - 10 KHz, a duracdo da varredura foi de
250 ms e a sensibilidade foi de 500 uV / divisdo. Foram feitos registros com tracados
simples, nao retificados, e como laténcias dos registros obtidos, foram demarcadas. A
laténcia inicial foi definida como o ponto final da atividade muscular. A laténcia final foi
definida como o ponto em que a atividade muscular foi retomada (ONAL et al., 2010).

4.1.10.2 Avaliacao da variacdo do intervalo RR (VIRR)

A obtencéo da VIRR foi realizada com equipamento de eletroneuromiografia
(Vinking Quest). O registro foi obtido apoés o periodo de repouso, com paciente
sentado em ambiente com temperatura e ruidos controlados. Foi pedido ao paciente
gue permanecesse em repouso. Eletrodos de captacao foram colocados no dorso de
ambas as méos e o eletrodo terra no antebraco. Durante 90 segundos foi registrado
tracados de eletrocardiograma (ECG), sendo que o primeiro complexo QRS foi obtido

e os demais foram captados e avaliados em milissegundos a partir do primeiro QRS.
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O programa automaticamente calcula os intervalos entre o primeiro complexo QRS e
os demais, e fornece dados de intervalo minimo, maximo, relacdo MAX/MIN e
percentual da variacao do intervalo entre as ondas Rs dos complexos QRS (ALTUN
et al., 2008).

4.1.10.3 A avaliacao do reflexo cutaneo simpatico (SSR)

O eletrodo de registro ativo foi colocado em regido plantar e o eletrodo de
referéncia na regido dorsal do pé. O eletrodo terra foi colocado no pulso. Cinco
estimulos elétricos consecutivos com Intensidade de 20 mA e duracao de 0,2 mseg
foram aplicados ao nervo tibial contralateral no maleolo. O intervalo dos estimulos foi
superior a 7 segundos. Banda a passagem foi definida entre 2 e 5.000 Hz. A
velocidade de varredura foi de 300-500 mseg / div, a sensibilidade foi 200-500 micV /
div. A laténcia SSR foi medida desde o inicio do estimulo até o pico negativo dos
potenciais de acdo. A amplitude SSR foi medida do pico positivo ao pico negativo
(ALTUN et al., 2008).

A partir do resultado dos exames, anamnese e exame fisico dos participantes,
eles foram classificados entre: normais, diabéticos sem neuropatia e diabéticos com
neuropatia. Os exames também foram usados como testes comparativos entre si e
seus resultados comparados a reacao colrimétrica da membrana contendo VAS e CS,

através do software Image J.

4.1.10.4 Andlise Estatistica

A disperséo dos dados do Image J foi analisada pelos testes de Mann-Whitney,
com poés-teste de Dunn. A variacdo das médias pela escala de cor foi demonstrada
pelo grafico Heatmap nos trés grupos estudados. A comparacéo entre os testes de
variaveis numéricas utilizados nos trés grupos foi feita pela Correlagdo de Spearman-

r.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo das membranas

O VAS e CS apresentaram caracteristicas adequadas para a producdo de
membranas com alginato de sddio, por ser atoxico, biodegradavel, de baixo custo, e
também por terem sido englobados na matriz polimérica. Esse polimero demonstra
propriedades mecanicas reconhecidamente apropriadas para a formacdo de
peliculas/filmes, principalmente com a adicdo de agentes plastificantes. Além disso, é
também biodegradavel e atoxico, podendo ser utilizado para varias aplicagdes
farmacéuticas (BILGAINYA; KHAN; MANN, 2010; NETO et al., 2017). As Memb/VAS
e Memb/CS exibiram caracteristicas macroscopicas homogéneas e deposicao
uniforme do VAS e CS, respectivamente.

As membranas foram preparadas por meio da técnica de casting e, ap0s serem
vertidas em placas de Petri, foram secas sob temperatura ambiente, removidas das
placas com o auxilio de uma pinca de metal e em seguida as caracteristicas
organolépticas foram analisadas. As Memb/VAS e Memb/CS foram embaladas,
identificadas e armazenadas em dessecador. As Memb/VAS apresentaram uma
coloracdo amarelo-alaranjado, caracteristica do VAS na forma livre em p0, enquanto
gue as Memb/CS exibiram coloracao transparente (Figura 2). Ambas demonstraram
flexibilidade, sem odor e superficie lisa, sem a presenca de grumos ou ranhuras, que

sdo caracteristicas satisfatorias para membranas poliméricas (LIMA, 2017).

Figura 1 - Memb/VAS (a) (area = 4 cm?) e Memb/CS (b) (area = 5 cm?), obtidas apds a secagem e
corte.

(2)

Fonte: elaboracao prépria.
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5.2 Reacédo quimica das membranas com o suor e avaliagdo do pH

Apos a preparacdo, a Memb/VAS foi colocada em contato com a Memb/CS
com o auxilio de um adesivo dérmico hospitalar que garante boa adesdo das
membranas a pele. Essas duas membranas em contato, com a auséncia de suor, ndo
sofrem reacdo quimica e, assim, ndo ha mudanca de cor. As duas membranas séo
aplicadas em um dos pés dos voluntarios, obedecendo a seguinte ordem de aplicacao:
Pé (Antepé) — Memb/CS — Memb/VAS. Na medida que o pé do individuo comeca a
suar, a agua presente no suor reage com a Memb/CS, provocando a hidrolise basica
do Na2COgs, sofrida pelo anion carbonato. A reacéo de hidratagdo desse composto se
da pela capacidade do ion carbonato de ser protonado em meio aquoso. Essa reacao
forma bicarbonato de sédio, excesso de hidroxilas (OH") e sddio (Na*).

Com a reacéo de hidratacdo do Na2COs, a Memb/CS que estd em contato com
a Memb/VAS reage com esta, provocando a mudanca de cor (reacao colorimétrica)
do VAS (amarelo-alaranjado para roxo escuro). A mudanca de cor do VAS ocorre
devido ao aumento do pH das membranas ocasionado pela hidratacdo do Na2COs3
(liberagéo de OH’). Com o aumento de pH, ocorre a desprotonacéo das hidroxilas do
anel fendlico da molécula do VAS, resultando na forma¢do de um composto de cor
roxo escuro. A coloracao roxo do VAS desprotonado ja foi descrita e elucidada por
Kumar et al. (2017), que realizou a desprotonacdo desse composto utilizando ions
fluoreto (F°). As reacdes descritas em nosso estudo estao presentes na Figura 3.
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Figura 2 - Reacdo colorimétrica das Memb/CS e Memb/VAS apés a reacdo com suor. Reagéo 1:
hidrolise basica do Na».COs provocada pela reagéo com o suor. Reagéo 2: desprotonagdo do VAS
ocasionando a mudanca de cor das Memb/VAS de amarelo-alaranjado para roxo escuro.

Reacdo 1: H,0 +Na,CO; <> NaHCO;+ OH +Na~

9] o 0 Na*
| o | “
A e NP Bl AN T T O
Reaciio 2: | |[ | o — L T J| I clL
S h” - a.._;,«,-_-_:-.a . o8 L:'i"‘_-'".# H.th P '____._-;;’ e -
0 OH ! EEH
VAS
Desprotonaciio

lo-alaranjado; pH= 8
(cor amarelo-alaranjado; p ) (Excesso de OH)

WAS desprotonado
(cor roxo escuro; pH = 12.07)

Fonte: elaboragéo prépria.

A reacao colorimétrica ocorre na Memb/VAS, apo0s a reacdo com o Na2COs,
tornando-se roxa, indicando reacdo quimica. As duas membranas devem ser
aplicadas nos pacientes em conjunto, ou seja, na sequéncia. A Memb/CS reage com
0 suor e em seguida reage com a Memb/VAS, proporcionando a mudanca de cor, que
€ o indicativo da reacdo quimica colorimétrica. Através dessa reacdo, é possivel
perceber alteracBes na sudorese e a possibilidade de neuropatia nos pacientes. E
importante ressaltar que a Memb/CS, quando reage com o suor, continua transparente
e, assim, ndo demonstra a reacdo colorimétrica, mas ao reagir com 0 suor entra em
contato com a Memb/VAS, acontecendo a reacdo. Por essas razdes, as duas
membranas devem ser aplicadas em conjunto nos pacientes.

O pH é de grande importancia nessa reacao, pois a alteracdo no valor de pH
proporciona a mudanca de cor. O VAS com pH entre 3,5 — 9,4 apresenta uma

coloracdo amarelo-alaranjado. Porém, com valor de pH = 12, essa molécula adquire
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a coloracgéo roxo escuro (SABNIS, 2007; SINGH; BHARATI, 2014). As membranas
gue obtiveram reacao colorimétrica (suor + Memb/CS + Memb/VAS) apresentaram
valor de pH de 12,07 + 0,03 e mudanca de cor para roxo, como descrito na literatura.
Os valores de pH das Memb/VAS, Memb/CS e das membranas que reagiram com 0
suor (mudancga de cor) estado presentes na Tabela 1.

Tabela 1 - Valor de pH das Memb/VAS, Memb/CS e das membranas ap0s a rea¢éo colorimétrica.

Valor de pH Média + Desvio padrao (n=3)

8,01
Memb/VAS 8,02 8,00 £ 0,01
8,00

10,01
Memb/CS 10,09 10,07 + 0,05
10,12
12,07
Membranas ap0s reacao 12,05 12,07 £ 0,03
12,12

Fonte: elaborag&o propria.

5.3 Andlises das membranas por DSC

A técnica de DSC nas andlises de membranas foi utilizada para avaliar os
eventos térmicos e a interacdo entre 0s compostos com a matriz polimérica apés o
processo de obtencdo. As curvas de DSC do VAS, CS, membranas de alginato,
Memb/VAS e Memb/CS estao apresentadas na Figura 4. O VAS demonstrou um pico
endotérmico em 283,88 °C (278,62 — 287,70 °C), o qual corresponde ao ponto de
fusdo dessa molécula (ponto de fusdo > 250 °C) (SABNIS, 2007). O CS apresentou
um pico endotérmico em 90,25 °C (53,97 — 110,40 °C), caracteristico da fusdo desse
composto. A curva de DSC da membrana de alginato exibiu um evento térmico em
torno de 69,70 °C (37,28 — 94,75 °C), que esta relacionado com a perda de agua. Além
disso, a curva apresentou um evento exotérmico em 240,13 °C (228,60 — 253,30 °C)
associado a degradacao térmica e eliminacéo de material carbonaceo desse polimero
(SMITHA; SRIDHAR; KHAN, 2005; NETO et al., 2017).
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Figura 3 - Curvas de DSC do VAS, CS, membrana de alginato, Memb/VAS e Memb/CS.
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Fonte: elaboragéo proépria.

Na curva de DSC da Memb/VAS, o pico endotérmico do VAS foi englobado
completamente, indicando interagdo entre VAS e o polimero utilizado para o preparo
das membranas (alginato de sddio). Adicionalmente, a Memb/VAS demonstrou um
evento endotérmico relacionado a perda de agua e um evento exotérmico referente a
degradacdo do alginato. A curva de DSC da Memb/CS também apresentou a auséncia
do pico endotérmico correspondente ao ponto de fusédo do CS e os eventos de perda
de agua e degradacado do alginato. Os resultados obtidos com as analises por DSC
sugerem a interacdo entre o VAS e CS, com o alginato de soédio, possibilitando a

formacéao de membranas poliméricas de alginato de sédio contendo esses compostos.

5.4 Capacidade intumescimento das membranas

O intumescimento de membranas poliméricas pode ser relatado como o
aumento do volume/peso do polimero que as constitui, devido a absorcdo de um
determinado solvente (SHAH; PARADKAR, 2007; LIMA, 2017). Esse processo esta

relacionado com a entrada do solvente na matriz por capilaridade ou difusdo. As
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membranas desenvolvidas para esse estudo utilizam o alginato de s6dio como matriz
polimérica. O alginato apresenta grande capacidade de intumescimento devido a
hidratacédo dos seus grupos hidrofilicos. Dessa forma, a soluc&o utilizada como meio
penetra na estrutura do polimero, preenchendo os espacos vazios entre as cadeias
poliméricas. O equilibrio € atingido quando a pressao osmotica se iguala as forcas de
ligacdo que mantém a estabilidade do polimero (PASPARAKIS; BOUROPOULOS,
2006; BAHRAMI; AKBARI; EFTEKHARI-SIS, 2019).

Além do potencial de intumescimento, as membranas ndo podem apresentar
rapida degradacao no meio. Com isso, as Memb/VAS e Memb/CS devem apresentar
capacidade de intumescimento e resisténcia a degradacdo no meio, pois precisam
absorver o suor liberado pelos pacientes e, assim, apresentar a reacao colorimétrica
para avaliacdo da possibilidade de neuropatia periférica. A capacidade de
intumescimento da Memb/VAS e Memb/CS foi avaliada em dois meios: agua, que é o
solvente universal, e em uma solucéo artificial de suor, a qual simula o suor liberado
pelos pacientes, possibilitando a reacdo entre a Memb/CS e a Memb/VAS. E
importante ressaltar que o ensaio foi realizado com as duas membranas em contato,
com auxilio de adesivo hospitalar, para simular a aplicagdo nos pacientes.

De acordo com a Figura 5, as membranas exibiram aumento na porcentagem
de intumescimento, devido ao aumento de peso a partir do tempo que foram imersas
nos meios. As membranas apresentaram intumescimento maximo em 5 minutos, com
ganho de massa de 345,68 % e 262,59 % em agua e suor, respectivamente. De 5 a
45 minutos, a porcentagem de intumescimento decaiu para 196,11 % e 177,59 % em
agua e suor, respectivamente. O potencial de intumescimento em agua foi maior do
gue no suor artificial, pois a presenca dos sais como o NaCl diminuem a entrada de

agua na matriz polimérica.
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Figura 4 - Perfil de intumescimento das membranas em agua e suor artificial. Os resultados foram
expressos de acordo com a média * desvio padrdo (n = 3) das andlises.
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Fonte: elaborag&o propria.

Os resultados demonstram que as membranas em contato com o adesivo
apresentam capacidade de intumescimento em agua e suor. E importante ressaltar
que, durante todo o experimento (45 minutos), as membranas néo foram degradadas
no meio. Além disso, em 15 minutos de experimento, a porcentagem de
intumescimento foi de 240,31% e 203,23% em agua e suor, respectivamente. As
membranas foram aplicadas em um dos pés do pacientes durante 15 minutos para
realizacdo do ensaio clinico para avaliar a presenca neuropatia periférica. Portanto,
esse tempo é adequado para que os pacientes liberem suor sem degradar a
membrana. Ademais, caso seja necessario, a membrana pode ser aplicada pelo

menos até os 45 minutos, uma vez que nesse tempo ndo foram degradadas e
apresentaram potencial de intumescimento.
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5.5 Ensaio de HET-CAM

A CAM é uma membrana embrionéria altamente vascularizada formada pela
fusdo da parede alantéide com o coérion, que responde a lesdes de maneira
semelhante ao tecido subcutaneo. Os ensaios na CAM de ovos de galinha fertilizados
sdo uma metodologia utilizada em estudos para avaliar o potencial de irritacdo de
substancias e formulagdes na pele e/ou mucosas (LUEPKE, 1985; BENDER et al.,
2011; BATISTA-DUHARTE et al., 2016). Dessa forma, o teste de HET-CAM ¢é de
grande importancia para avaliar se as Memb/VAS e Memb/CS apresentam potencial
de irritabilidade no local que serdo aplicadas nos pacientes (antepé de um dos pés)
durante a realizacao de ensaio clinico.

O potencial ou indice de irritacdo (IS) das membranas avaliadas foi calculado
pela equacéo 2, a qual foi desenvolvida por Luepke (1985). Se o IS apresentar valor
entre 0 — 0,9, a formulacao € classificada como néo irritante, entre 1 — 4,9 levemente
irritante, entre 5 — 8,9 moderadamente irritante e entre 9 — 21 altamente irritante. O
calculo do IS baseia-se na substituicdo dos valores de tempo (segundos) de
hemorragia, lise e coagulacdo dos vasos na equacao. Caso ndo aconteca nenhum
desses trés fenbmenos, considera-se 0 IS como 0 (LUEPKE, 1985). Solu¢cédo de NaOH
1N foi utilizada como controle positivo, pois é altamente irritante para a CAM e para a
pele. A solucéo salina foi utilizada como controle negativo, pois ndo provoca irritagao
(LUEPKE, 1985; BENDER et al., 2011; BATISTA-DUHARTE et al., 2016).

NaOH 1N apresentou IS de 15,22 + 0,47, confirmando a sua caracteristica
altamente irritante provocando hemorragia, lise e coagulacdo na CAM, enquanto que
a solucéo salina apresentou IS de 0. Assim como a salina, as Memb/VAS e Memb/CS
também apresentaram IS de 0, devido a auséncia de hemorragia, lise ou coagulacao
(Figura 6). E importante ressaltar que as Memb/VAS e Memb/CS utilizam o alginato
de sodio como matriz polimérica, o qual é um polimero biodegradavel, atéxico e que
nao provoca irritacdo (BILGAINYA; KHAN; MANN, 2010). Esses resultados
demonstram que as Memb/VAS e Memb/CS néo apresentam potencial de irritacéo e,
dessa forma, podem ser aplicadas em pacientes para a realizacdo de ensaios clinicos

para diagnostico de neuropatia periférica.
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Figura 5 - Ensaio de HET-CAM das membranas. (a) NaOH 1N, (b) solu¢do salina, (c) Memb/CS e (d)
Memb/VAS.
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Fonte: elaborag&o propria.

5.6 Andlises das membranas por FTIR-ATR

As Memb/VAS, as membranas que ndo apresentaram reacéo colorimétrica e
as membranas que apresentaram reac¢ao colorimétrica foram analisadas por FTIR-
ATR para a identificacdo e avaliagdo de mudanca nas bandas de absor¢céao dos grupos
funcionais das membranas e do indicador colorimétrico (VAS). Os espectros de FTIR-
ATR das membranas estdo presentes na Figura 7. O espectro de FTIR-ATR da
Memb/VAS apresentou uma banda de absor¢céo proeminente dos grupos hidroxila (O—
H) em 3389 cm, que estdo presentes tanto no VAS (posicdes 1 e 2 do 1° anel
aromatico) e no alginato de soédio (associacdo polimérica), além de bandas de
absorcdo em 2958 e 2874 cm, as quais correspondem a presenca de carbonos

alifaticos (C—H alongamento de vibragéo). Em 1597 cm foi identificada uma banda
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de absorcao correspondente a vibragbes de C=C em anéis aroméaticos, uma vez que,
dois anéis aromaticos estdo presentes na molécula de VAS. Em 1497 e 1220 cm™?
foram identificadas duas bandas de absorcdo de deformacdo axial referente a
grupamentos C—O de &cidos carboxilicos, que estdo presentes na molécula de
alginato de sédio. A banda de absorcdo em 1037 cm™ é a mais intensa da Memb/VAS
e corresponde a vibracfes de grupos sulfoxidos (S=0O alongamento de vibragéo), os
guais estdo presentes na molécula do VAS, com o objetivo de aumentar a solubilidade
desse composto (SANTOS-JUNIOR, 2001). A banda em 933 cm? se refere a
impressao digital da molécula.

A membranas que ndo apresentaram reacdo colorimétrica demonstraram
bandas de absorcdo semelhantes a Memb/VAS, uma vez que essa molécula néo
sofreu nenhuma modificacdo quimica em sua estrutura. Nas membranas que nao
apresentaram reacgao, algumas bandas foram mais intensas do que as de VAS pura,
como por exemplo as bandas de absorcdo dos grupos hidroxila (O—H) e de acidos
carboxilicos (C-0), devido a maior quantidade de alginato de sodio na associacao
entre as Memb/CS e Memb/VAS. No espectro dessa membrana também esta
presente a banda relacionada a impressao digital do VAS.

As membranas que apresentaram reacao colorimétrica apresentaram banda de
absorcédo dos grupamentos hidroxilas (O—H) menos intensas do que as membranas
analisadas anteriormente. Essa condi¢cdo esta relacionada com a desprotonacao da
molécula do VAS, na qual as hidroxilas tornaram-se oxigénio com pares de elétrons
livres (O’). Nas membranas que apresentaram reagao, as bandas de absorcdo em
2958 e 2874 cm (carbonos alifaticos) apresentaram menor intensidade. Além disso,
apos a reacdo as membranas demonstraram uma banda de absorcéo intensa em
1580 cm, a qual esta relacionada com vibragGes de nlcleos aromaticos em que o
anel esta ligado a atomos com pares de elétrons livres. Essa banda corresponde a
formacao de grupos O~ decorrentes da desprotonacéo do VAS ap0s a reagdo (suor +
Memb/CS + Memb/VAS). A banda da impresséo digital observada em 933 cm™ no
espectro da Memb/VAS néo estd presente no espectro das membranas que
apresentaram reacao colorimétrica, devido a modificagdo na estrutura dessa
molécula. No entanto, demonstrou pequenas bandas em 850 cm™ que estdo
relacionadas com o grupo carbonato (—-CO3%>) (TALEB; ALKAHTANI; MOHAMED,
2015), o qual esta relacionado com a reacdo das membranas com suor. Essas

mudancas nas bandas de absorcdo das membranas apdés a reagcao colorimétrica
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identificadas por FTIR-ATR corroboram com as reacfes quimicas apresentadas pelas

membranas apds a reacdo com o suor.

Figura 6- Espectros de FTIR-ATR das Memb/VAS, membranas que ndo apresentaram e membranas
gue apresentaram reacao colorimétrica.
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Fonte: elaboragéo propria.

5.7 Estudo Piloto

O estudo piloto foi realizado previamente com 54 académicos da Universidade
Federal de Sergipe (UFS), entre 16 e 34 anos, 66% eram mulheres. Todos eles
apresentaram auséncia de dor neuropatica pelo questionario DN4. Destes, 90%
apresentaram reacao colorimérica da membrana acima de 40%, quanto a coloracéo
guantificada em pixels, apds a sudorese pelo software ImageJ®. O tempo estimado
para a reacdo da membrana e realizacdo do teste foi de 15 min e a partir desse tempo
houve poucas mudancas na coloragdo. Dessa forma, para a otimizagcéo do tempo do
teste, sem interferir no resultado, considerando também esse dado, esse tempo foi

considerado o ideal.
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5.8 Ensaio clinico e andlise da quantificagcdo da reacdo colorimétrica (mudanca
de cor) das membranas ap0s aplicacdo nos individuos

O ensaio clinico foi realizado com voluntarios divididos em trés grupos:
individuos sem diabetes e sem neuropatia (grupo 1), individuos diabéticos e sem
neuropatia (grupo 2), e o grupo de diabéticos com neuropatia (grupo 3). Apés a
retirada das membranas do antepé dos individuos, elas foram avaliadas
macroscopicamente para o estudo clinico e analise diagnéstica. Além disso, as
membranas foram fotografadas para analises quanto a coloragédo apresentada apoés a
sudorese no software ImageJ®, que permite 0 acompanhamento quantitativo da
coloracdo das membranas por um método de analise nao-invasivo.

Macroscopicamente, as membranas, apdés os 15 minutos de aplicacao,
apresentaram coloracédo arroxeada por completo ou quase por completo, ou seja,
toda, ou quase toda area da membrana aplicada com reacéo colorimétrica, indicando
nao positivo para neuropatia periférica, pois sugere sudorese satisfatéria. Em
contrapartida, as que apresentaram areas isoladas na coloracdo arroxeada ou
auséncia da coloracgdo, isto é, mantendo a coloracdo amarelo-alaranjado padréo,

indicariam resultado positivo, pois sugere sudorese comprometida (Figura 8).

Figura 7 - Representacdo das membranas que apresentaram reacao colorimétrica apds aplicacédo (a)
e as gque ndo apresentaram reacdo colorimétrica apos aplicagéo (b).

Fonte: elaboragédo propria.
A mudanca de cor da Memb/VAS de amarelo-alaranjado para roxo escuro
(coloracdo arroxeada) acontece devido a reacdo do suor dos pacientes com a
membrana. Os individuos que ndo tém neuropatia periférica apresentam capacidade

de sudorese sem comprometimentos e, assim, as membranas aplicadas durante os
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15 minutos irdo exibir reacéo colorimétrica completa ou pelo menos mais da metade
da membrana apresentara reacdo. Por outro lado, os individuos que apresentam
neuropatia periférica demonstram sudorese comprometida, ou seja, ndo apresentam
capacidade de liberar suor ou suam minimamente pelos pés, indicando lesdo nos
nervos que inervam as glandulas sudoriparas. Dessa forma, as membranas nao irdo
exibir reacdo colorimétrica ou pouca reacdo, pois ndo se tornam completamente
arroxeadas, apenas pequenas areas.

Apos a aplicagdo das membranas nos grupos 1 e 2, constituidos de individuos
sem neuropatias (diabéticos ou ndo), macroscopicamente, as membranas exibiram
reacdo colorimétrica intensa, com toda ou praticamente toda area da membrana
apresentando reacao colorimétrica de amarelo-alaranjado para roxo, principalmente
no grupo 1. Por outro lado, as membranas aplicadas nos pacientes do grupo 3
(pacientes com neuropatia periférica confirmada), macroscopicamente, as
membranas exibiram pouca ou nenhuma reacao colorimétrica.

Como explicado anteriormente, a reacédo depende da sudorese dos individuos.
Contudo, alguns podem suar mais que outros, ou seja, o nivel de liberagdo de suor
pode variar. Portanto, nos grupos 1 e 2, apesar de todas as membranas aplicadas
apresentarem mudanca de cor, o nivel e intensidade da coloracdo foram diferentes,
principalmente no grupo 2. No grupo 3, as membranas ndo apresentaram reacdo ou
exibiram pouca reacéo, indicando baixa sudorese dos pacientes, que é indicativo de
neuropatia por lesdo de fibras autondbmicas. Porém, mesmo com pouca reagdo, a
intensidade da coloragdo entre as membranas avaliadas foi diferente. Por esse
motivo, as membranas nao foram avaliadas apenas macroscopicamente. Apos a
aplicacdo nos participantes, as membranas foram fotografadas e analisadas no
software ImageJ®, que possibilita uma quantificacdo rapida, segura e eficaz do nivel
de mudanca de cor (reacao colorimétrica) apos a reacao.

Para a quantificacdo da reacdo colorimétrica que ocorreu ou nao nhas
membranas aplicadas, inicialmente, analisou-se a quantidade de pixels de uma
Memb/VAS que ndo apresentou nenhuma reacdo, ou seja, uma Memb/VAS néo
aplicada nos pacientes foi fotografada e o valor médio de pixels foi utilizado como
controle. A Memb/VAS controle apresentou uma média de pixels de 79,377 + 0,12.
Esse valor médio de pixels corresponde a 100% da membrana com coloragédo
amarelo-alaranjado, isto €, sem nenhuma reacao colorimétrica e 0% da membrana

com coloracao arroxeada.



A medida que as membranas apresentam reacdo colorimétrica, ou seja,
reagem com o suor, mudando a coloragcao para roxo escuro, o valor médio de pixels
diminui. Quanto mais roxa as membranas ficarem apos os 15 minutos de aplicacao,
menor o valor de pixels da membranas. Esse valor encontrado é convertido para
porcentagem, de acordo com valor da Memb/VAS controle. Essa conversao para
porcentagem é de grande importancia para determinar uma faixa na qual seré possivel
detectar a possibilidade da presenca ou auséncia de neuropatias nos pacientes.

As membranas aplicadas nos voluntarios dos grupos 1 e 2, 0s quais nao
apresentam neuropatias pela Eletroneurografia (ENG), demonstraram uma média de
porcentagem de reacao colorimétrica de amarelo-alaranjado para arroxeado acima de
40% (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados dos testes realizados durante o ensaio clinico nos trés grupos estudados.

Idade (anos) 56,2+15,4 62,5+13,0 63,3+17,6 0,2889
Amplitude ldade (anos 31-89 32-84 21-89 -
Masculino 9 9 9 -
Feminino 11 11 11

Médiaxd.p. 1,95+1,46 1,80+1,54 5,10+1,552

114,8+9,4°
147,5+14,5

103,149,742
143,3+13,0

126,1+10,5°
164,6+19,1?

Laténcia Inicial (ms)
Laténcia Final (ms)

p<0,01
<0,001

Presente 13 13 2 -
Ausente 7 7 18 -
ENG
SEM PNP 100% 100% 0% -
COM PNP 0% 0% 100% -
(INTERVALORR
MIM (bpm) 63,3+10,1 69,0+14,0 71,3+12,2 0,6705
MAX (bpm) 76,3+11,2 78,8+15,1 78,0+13,6 0,8306
MAX/MIN 1,21+0,14 1,14+0,08 1,10+0,122 p<0,001
VIRR (%) 18,8+11,4 13,8+7,3 9,5+11,72 E<O,001
% 53,4+11,52 39,9+12,0P 27,4+13,0°¢ p<0,01
Faixa extrapolada 50-70 35-50 0-35

Fonte: elaboracédo prépria.
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Por outro lado, as membranas aplicadas nos pacientes do grupo 3, 0s quais
antes do ensaio clinico ja foram comprovados com a presenca de neuropatias,
demonstraram a média de porcentagem de reacdo colorimétrica de amarelo-
alaranjado para arroxeado bem abaixo dos 40%. Um estudo recente, feito na Bulgaria,
mostrou que a assimetria de resultados de sudorese dos pés, detectado pelo
Sudoscan, provou ser um novo discriminador e preditor para pacientes diabéticos com
pé diabético, pois a assimetria de pés detectada pelo Sudoscan nesses pacientes foi
significativamente maior (19,6%), em comparagdo com aqueles com apenas
neuropatia diabética (7,9%) e em comparagcdo com o grupo com diabetes recém-
diagnosticado (7,44%) e o grupo com controle (2,5%) (GATEV et al., 2020). Desse
modo, a quantificacdo do suor se constitui como um marcador de dano precoce no
protocolo de avaliagdo de neuropatia.

Os individuos foram pareados por sexo e idade, sendo a maioria do sexo
feminimo. A Tabela 2 mostra um comparativo entre os testes utilizados nos trés grupos
estudados, demonstrando concordancia com o0s resultados prévios da
eletroneurografia (ENG), como estudo de conducgéo, e da analise colorimétrica da
membrana pelo Image J. O estudo de conducdo avaliou a presenca de neuropatias
de fibras grossas, tendo o diagndstico de polineuropatia (PNP). Entdo, o grupo de
diabéticos com neuropatia, demonstrou sinais de comprometimento de fibras
nervosas de grosso calibre (PNP), podendo ser precedidas de comprometimento de
fibras finas. Assim, pode-se observar que o grupo controle teve ENG normal e o grupo
de diabéticos sem neuropatia demonstra ENG normal, indicando que ndo havia
degeneracéao de fibras nervosas de grosso calibre.

O questionario DN4, que demonstra presenca de sinais e sintomas sugestivos
de dor neuropatica, esteve sugestivo de dor neuropdtica apenas no grupo de
diabéticos com neuropatia, tendo uma média de pontuacdo superior a 5. O DN4
constitui-se em um instrumento bastante utilizado no cenério clinico, facilitando a
distincdo entre dor neuropatica e nociceptiva (SANTOS et al.,, 2011), a partir da
pontuacdo 4 € considerado dor neuropética. Os resultados do estudo de validacdo da
versdao em portugués demonstraram sensibilidade de 100% e especificidade de
93,2%, sendo também capaz de identificar pacientes com dor neuropatica a fim de
obter informacfes sobre os sinais e sintomas atualmente apresentados, tempo da
doenca e exames diagndsticos ja utilizados (ECKELI, TEIXEIRA, GOUVEIA, 2016).
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Em relagdo ao reflexo cutdneo simpético (SSR), ele esta relacionado a
atividade das fibras finas simpaticas, que inervam glandulas sudoripara. A sua
auséncia sugere neuropatia de fibras finas. Observamos que a maioria dos individuos
do grupo de diabéticos com neuropatia demonstram auséncia de SSR. Esses dados
sdo apoiados por achados recentes de estudos que demosntraram que o0 SSR
anormal tem associacdo com historia de ulceracdo do pé em pacientes com
polineuropatia diabética (GERAWARAPONG, 2015).

Foi observado ainda que a taxa de variancia do intervalo RR demonstra
significativa reducdo no grupo de diabéticos com neuropatia, tendo um média abaixo
de 10%, sugerindo a presenca de neuropatia autondémica cardiaca (um tipo de
neuropatia de fibras finas). O grupo de diabéticos sem neuropatia demonstra valores
menores que o grupo controle, porém nao estatisticamente significativo. A oscilacdo
entre batimentos sinusais sucessivos ou intervalos RR, denominada variabilidade da
frequéncia cardiaca, € um marcador importante da funcdo autonémica do coracéo
(RIBEIRO et al.,, 2018). A disfuncdo autondmica cardiaca € uma complicacéo
frequente, mas subdiagnosticada, do diabetes tipo 2, que esta associada a arritmia,
infarto do miocardio e morte slbita, acarretando um risco de mortalidade
aproximadamente cinco vezes maior (MASER et al., 2003). A perda da variagcéo da
frequéncia cardiaca é uma das primeiras manifestacdes desse processo (SHAH et al.,
2019).

O Periodo de Siléncio Cutaneo (PSC) é um teste utilizado para avaliar as fibras
nervosas aferentes relacionadas a dor, portanto fibras finas. Ele foi realizado em
membros inferiores apenas e medidas as laténcias de inicio e final. Foi demonstrado
na tabela 2 que em relacéo a laténcia de inicio houve um prolongamento nos grupos
de diabéticos sem neuropatia e com neuropatia, sendo que neste Ultimo o aumento
da laténcia foi maior. Em relagéo a laténcia final do CSP observamos que apenas o
grupo de diabéticos com neuropatia demonstrou prolongamento. Este periodo de
inatividade elétrica, chamado de periodo de siléncio, € examinado nas extremidades
apos estimulagcéao nervosa durante a contracdo voluntaria (KIMURA,1989; ISHIKAWA
et al., 2001). Estudos afirmam que essa ferramenta pode ser um método util para a
deteccdo precoce de neuropatia diabética de fibras finas (YAMAN, et al., 2007
KOYTAK et al, 2011; KAMEL, et al, 2015).

De acordo com os resultados de quantificacdo da reacdo colorimétrica das

membranas fotografadas apos o ensaio clinico através do ImageJ®, € possivel
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estimar a presenga ou auséncia de neuropatias periféricas (Figura 9). Inicialmente, foi
possivel observar um menor nimero de pixels nos pacientes diabéticos neuropatas
ou nao, comparado ao grupo saudavel (Figura 9A). Essa diferenca foi melhor
visualizada ao separarmos o0s grupos diabéticos com e sem neuropatia (Figura 9B).
No grupo de diabéticos com neuropatia, os pixels sofrem pouca alteragdo. Nos
diabéticos sem neuropatia e no grupo dos individuos saudaveis essa alteracdo é mais
perceptivel, principalmente no grupo dos saudaveis, que apresenta sudorese mais
intensa, reducado do numero de pixels alaranjados e aumento do numero de pixels
arroxeados. Estudo realizado nos Estados Unidos, que corrobora com estes
resultados, mostrou que individuos diabéticos com neuropatia tiveram resultados do
teste Sudoscan significativamente piores nos pés e maos que os individuos com
diabetes sem neuropatia e controles saudaveis (CASELLINI et al., 2013).

Para melhor visualizar esses dados foi construido um Heatmap com as
variac6es do numero de pixel em relacdo as medianas, com os 3 grupos (Figura 9C).
O Heatmap representa a mediana dos percentis do ImageJ através da converséao de
cores. A cor laranja representa a menor conversao e o roxo uma maior conversao.
Como descrito anteriormente, foi observado que a maioria dos pacientes com
neuropatia apresentam pouca mudanca da cor. De fato, a mediana do grupo com
neuropatia foi 1.91 vezes menor que 0 grupo controle e 1,45 vezes menor que no
grupo com diabetes; além disso, foi observado que o grupo diabético apresenta uma
mediana 1,3 menor que o grupo saudavel. Assim, o grupo de diabéticos sem
neuropatia apresenta uma reducdo da sudorese em relagdo ao grupo saudavel. Esse
dado chama a atencéo para a importancia de se ter um protocolo com teste de triagem

para neuropatia nos servi¢cos de atencéo a saude para esse publico especifico.
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Figura 8 - Demonstracdo da reacdo colorimétrica pelo software Image J. A Figura A representa a
mediana dos valores dos grupos de diabéticos, comparados com os grupos saudaveis pela dispersao
dos dados por gréafico de violino e as diferencas foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney. A Figura
B representa a mediana dos valores dos trés grupos por gréafico de violino e as diferencas estatisticas
foram calculadas pelo teste multiplo de Dunn’s. A figura C representa a variagdo dessas médias pela
escala de cor, pelo grafico Heatmap nos trés grupos estudados.
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Fonte: elaboracao prépria.

Para verificar se esse teste € capaz de separar os grupos foi realizado a
CURVA ROC com os valores do Image J entre os grupos com diabetes, diabetes com
neuropatia e saudaveis (Figura 10). A melhor curva foi obtida comparando o grupo

Diabéticos com neuropatia com o grupo saudavel, foi observada uma area sobre a
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curva de 0,9388 com sensibilidade de 89% e especificiadade de 95%, com cut-off <
39,95% (Figura 10A). Esse teste também foi capaz de separar os pacientes diabéticos
dos saudaveis (Figura 10B). Destacando que o teste apresentou uma sensibilidade
de 70% e especificidade de 65% em um cut-off abaixo de 34,59%, para separar
pacientes diabéticos com e sem neuropatia (Figura 10C).

Figura 9 - Curva ROC realizada com os dados do ImageJ, demonstrando a sensibilidade e
especificidade do teste a partir da comparacdo entre 0os grupos Diabéticos com neuropatia e saudaveis
(A), Diabéticos e Saudaveis (B), e Diabéticos com e sem neuropatia.

A C

- Curva Roc comparando diabético com
Curva Roc comparando paciente S p .

- . . diabético com neuropatia
diabético com neuropatia com saudavel

100 AUC 0.7675 p< 0.003¢
Sensitivity 70%
Specificity 65%
80 AUC 0.9388 p< 0.001 Likelihood ratio 2
Sensitivity 89% . cut-off < 34,59
o Specificity 95% <
< 604 Likelihood ratio 17,78 £
= cut-off < 39,69 2
2 @
= <
S 404 @
%]
204
0 a T T T T
0 0 20 40 60 80 100
0 2‘0 4‘0 6‘0 8‘0 100 100% - Specificity%
100% - Specificity%
Curva Roc comparando paciente diabético
com saudavel
100
AUC 0.8125 p= 0.0007
Sensitivity 85%
80 Specificity 75%
Likelihood ratio 3.4
° cut-off <50,61
=N
> 607
2
k7]
3 40
n
204
0¥ T T T T

0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%

Fonte: elaboragéo propria.

De acordo com os resultados do teste proposto, se apds a aplicacao as
membranas apresentarem uma reacao colorimétrica de 0 - 40%, os individuos
apresentam possibilidade de ter neuropatias periféricas, pois demonstram uma
sudorese comprometida, uma vez que a membrana reagiu fracamente. Se apés a

aplicacdo as membranas apresentarem uma reacao colorimétrica de 40 - 100%, os
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individuos apresentam possibilidade reduzida de terem neuropatias periféricas de
fibras finas, demonstrando a sudorese esperada, que possibilita a reacdo colorimétrica
nas membranas. Apesar dos diabéticos sem neuropatia ndo apresentarem reacao
média abaixo dos 40%, seus valores se mostraram inferiores a porcentagem de
reacdo dos individuos sem diabetes, inclusive alguns dos pacientes apresentaram
reacdes inferiores ao padrao estabelecido.

Esses dados podem ser explicados porque a disfuncédo nervosa da fibra fina
ocorre no inicio do curso da Neuropatia Diabética (DPN), frequentemente
assintomética e dificil de diagnosticar com testes tradicionais de funcdo e conducéo
nervosa (SAID, 2007). Consequentemente, identificar DPN pode ser dificil nos
estagios iniciais da neuropatia (VINIK et al., 2008) e essa pode ser a explicacédo da
diferenca de porcentagem de reacdo colorimétrica entre os grupos saudaveis e
diabéticos sem neuropatia. Um estudo feito na india mostrou que a disfuncéo
sudomotora € altamente prevalente em pacientes com DM tipo 2, especialmente
naqueles com DPN. Varios fatores relacionados ao diabetes, como duracdo da
doenca e niveis de hemoglibina glicada foram associados a valores mais baixos de
Condutancia Eletroquimica da Pele (ESC), indicando uma associacdo entre
hiperglicemia crénica e a funcédo sudomotora (SHIVAPRASAD et al., 2018).

Além disso, para melhor entender as diversas formas de diagndstico para
neuropatia de fibras finas utilizadas nesse estudo, um mapa de correlagcéo entre testes
de variaveis numéricas nos trés grupos foi construido (Figura 11). Ao nosso saber,
ainda ndo havia sido descrito uma analise de correlacdo entre todos esses testes. Foi
observado que todos apresentam correlagcdes significativas entre si. A cor arroxeada
indica correlacéo positiva entre os testes, a cor alaranjada indica correlacéo negativa.
A intensidade da cor indica a forca da correlagédo, quanto mais intensa seja para o
roxo ou para o laranja mais forte é a correlagdo, os valores das correlagbes estdo

descritos no Quadro 1.
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Figura 10 - Mapa de correlacdo de Spearman-r entre os testes de varidveis numéricas utilizados nos
trés grupos (Controle, Diabéticos e Diabéticos com neuropatia).
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Fonte: elaboragédo propria.
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Quadro 1 - Valores da correlagdo entre os testes variaveis numéricas utilizados nos trés grupos
(Controle, Diabéticos e Diabéticos com neuropatia). Correlacdo de Spearman (*< 0.05 **< 0.01 ***<

0.001).
DN4
Laténcia Inicial do Laténcia Inicial
PSC 0,412%* do PSC
Laténcia Final do | 0,295* 0,618*** Laténcia
PSC Final do PSC
MAX/MIN 0,473%** -0,373%** -0,306* MAX/MIN
VIRR -0,445 *** | -0,322* -0,324* 0,939*** VIRR
Imaged -0,489*** -0,581 *** -0,418*** 0,505*** | 0,475%**

Fonte: elaboracao propria.
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Nesse sentido, ainda foi calculada a curva ROC para cada um dos métodos
utilizados na HEATMAP de correlacdo (Figura 14), comparando individuos com
diabetes e neuropatia e individuos saudéaveis (Tabela 3). Foi observado que os testes
DN4 e Image J (reagdo colorimétrica da membrana) apresentaram as maiores areas
abaixo da curva, mostrando a alta forca desses diagnésticos em separar doentes e
saudaveis. Essa correlacdo entre DN4 e Image J mostra a forca em que a dor
neuropética esta relacionada a alterac6es da sudorese. Em contrapartida, o teste de
Laténcia Final do PSC apresentou menor area abaixo da curva. Apesar das diferencas
entre as forcas dos testes diagndésticos pela curva ROC, todos aqueles utilizados no
estudo foram significativos, estatisticamente, para diagnosticar neuropatia de fibras

finas.

Tabela 3 - Demonstracdo das areas abaixo da curva ROC dos testes entre os grupos de Diabéticos
com Neuropatia e Individuos saudaveis.

Teste Area abaixo da curva Valor de P
DN4 0.964 <0.0001
Laténcia Inicial do PSC  0.903 <0.0001
Laténcia Final do PSC  0.790 0.0017
MAX/MIN 0.846 0.0002
VIRR 0.818 0.0006
ImageJ 0.939 <0.0001

Fonte: elaboragéo prépria.

De acordo com o mapa de correlacdo, o DN4 demonstra uma moderada
correlacdo positiva com a laténcia inicial do PCS. Isto significa que quanto maior a
pontuacdo do DN4 maior a laténcia inicial do PCS. O DN4 é um escore que associa
sintomas e sinais de exame fisico que quanto maior a pontuagcdo maior a chance do
individuo ter dor neuropética, dessa forma, os individuos que pontuam igual ou maior
gue 4 tém dor neuropatica (AHO, MUSTONEN, KALSO, HARNO, 2019). O DN4 tem
sido amplamente utilizado em varios estudos de NP com diferentes etiologias (ATTAL
et al., 2018). A dor neuropatica € causada por disfungcdo das fibras nervosas
sensitivas, principalmente fibras finas A delta e tipo C (JENSEN et al., 2011). O PCS
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€ um reflexo nociceptivo, no qual ha uma interrupcdo momentanea da atividade
muscular voluntaria apés um vigoroso estimulo elétrico no nervo cutaneo periférico
(KOFLER, LEIS, VALLS-SOLE, 2019). Este periodo de siléncio elétrico muscular é
denominado de PCS. O inicio da cessacado da atividade muscular é laténcia de inicio
e o retorno da atividade muscular seria a laténcia final do PSC (ONAL et al., 2010).
Este reflexo tem a via aferente composta por fibras finas. Portanto, na vigéncia de
neuropatia de fibras finas pode haver um prolongamento das laténcias do PSC. Neste
caso, de fato, foi observado que quanto maior a pontuagédo do DN4 maior a laténcia
inicial do PSC. Ambos sugerindo presenca de neuropatia de fibras finas somaticas
distais.

O DN4 ainda demonstrou uma moderada correlacdo negativa com imagem J,
0 que significa que quanto maior a pontuacdo do DN4, menor sudorese. A
interpretacao deste resultado faz sentido tendo em vista que ambos os dados sugerem
gue ha uma alteracdo da funcéo das fibras finas. O DN4 elevado sugere haver dor
neuropatica, portanto disfuncao de fibras finas e reducéo da sudorese sugere reducao
da atividade de fibras finas simpaticas que inervam as glandulas sudoriparas. O DN4
demonstrou também uma moderada correlacao negativa com a variancia do intervalo
RR (VIRR), isto significa que quanto maior a pontuagdo do DN4, menor a VIRR. A
reducdo da VIRR sugere presenca de neuropatia autonémica cardiaca (ON et al.,
2009), ou seja, comprometimento de fibras finas autondémicas cardiacas. Portanto, o
aumento da pontuacdo do DN4 e a reducdo da VIRR sugerem a presenca de
neuropatia de fibras finas. No primeiro caso de fibras finas sométicas e no segundo
de fibras finas autonémicas cardiaca.

Foi detectada uma moderada correlacdo positiva entre Imagem J e VIRR. Isto
demonstra que aqueles que apresentaram menor sudorese também apresentaram
menor VIRR. Podemos interpretar que ambos os métodos sugerem neuropatia de
fibras finas, sendo a membrana indicativa de neuropatia de fibras finas autonémicas
distais e VIRR neuropatia de fibras finas autonémica cardiaca. Este dado é
interessante pois ambos os métodos avaliam fibras finas autondémicas, porém uma
avalia fibras distais e outra fibras cardiacas. No caso dessa alteracdo em individuos
diabéticos, acredita-se que a hiperglicemia esteja associada a sinalizacdo anormal de
neurdnios autbnomos via acumulo de produtos finais de glicacdo avancgada, ativagéao
da via do poliol e atrofia induzida por isquemia das fibras nervosas autonémicas que

inervam o tecido cardiaco e vascular (GAEDE et al., 1999).
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O ‘image J’' também se correlacionou moderadamente com a laténcia inicial do
PSC, porém desta vez de forma inversa. Os dois métodos avaliam fibras finas distais,
porém enquanto o Imagem J avalia fibras finas autonémicas, o PSC avalia fibras finas
sométicas. Estes dois métodos se complementam quando queremos avaliar
comprometimento de fibras finas somaticas e autondmicas. Além disso, a correlacao
mais forte apresentada foi a de VIRR com Max/min (0,9399), ambos os testes feitos
durante a avaliacao de neuropatia autonémica cardiaca.

De uma forma geral foi detectada a correlagcdo entre os métodos, podendo-se
inferir que todos os testes utilizados no estudo séo Uteis para a avaliagdo de
neuropatias de fibras finas. Uns avaliam fibras finas somaticas distais enquanto outros
avaliam fibras finais autonémicas. Alguns autores tém ressaltado a importancia de
associar métodos diferentes para melhorar a acuracia diagnéstica de neuropatias de
fibras finas (BLACKMORE; SIDDIQ, 2017; FABRY et al.,, 2020). Além disso, a
presenca de neuropatia autonémica cardiaca implica em riscos de morte em pacientes
diabéticos. Portanto, a pesquisa de neuropatia autonémica cardiaca deveria ser

sempre valorizada para a instituicdo de medidas preventivas.

5.9 Concluséao

O desenvolvimento de membranas poliméricas de alginato de sodio contendo
VAS e CS apresentou-se como um produto promissor para o diagnostico de
neuropatias periféricas. O VAS e o CS apresentaram caracteristicas adequadas para
a produgcdo de membranas com alginato de sodio, por serem atodxicos,
biodegradaveis, de baixo custo, e também por terem sido englobados na matriz
polimérica. Os resultados apresentados e discutidos com a caracterizacdo das
membranas, bem como com a realizagdo do ensaio clinico forneceram informacdes
gue possibilitam o uso das membranas desenvolvidas para o auxilio do diagndstico
de neuropatias periféricas de fibras finas.

As analises por DSC demonstraram a interacdo do VAS e CS com o alginato
de sddio, possibilitando a formacdo das membranas poliméricas. O ensaio de
intumescimento evidenciou a capacidade das membranas em reagir com 0 suor,
possibilitando a reacdo colorimétrica, que evidencia a presenca ou auséncia de
neuropatias. Além disso, esse ensaio demonstrou que o tempo de 15 minutos pode

ser utilizado para o diagnostico. Analises por FTIR-ATR exibiram mudancas nas
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bandas de absor¢do das membranas apos a reacao colorimétrica que corroboraram
com as reacdes quimicas apresentadas pelas membranas ap0s a rea¢cdo com o0 suor.
A avaliacao da irritabilidade pelo ensaio de HET-CAM demonstrou que as membranas
nao tém potencial de irritacdo da pele, pois ndo apresentaram hemorragia, lise ou
coagulacéo.

A partir do ensaio clinico foi observado que as duas membranas obtidas
(Memb/VAS e Memb/CS) apresentaram aspectos satisfatérios e devem ser aplicadas
em contato uma com a outra, envoltas de adesivo hospitalar que garanta boa adesao
a pele. A faixa de reacéo colorimétrica de 0 - 40%, quantificada pelo Image J, sugere
gue os individuos apresentem possibilidade de exibirem neuropatias periféricas, visto
gue a sudorese comprometida ndo possibilitou a mudanca de cor da membrana ou
possibilitou apenas uma pequena modificacao.

Além disso, a analise da curva ROC mostrou que os valores do Image J tiveram
maiores areas abaixo da curva, mostrando sua for¢a diagndéstica em separar doentes
e saudaveis.Tanto os resultados do ImageJ®, quanto os estudos de conducéo,
tiveram correlacdo com os testes comparativos para diagnostico de neuropatia
periférica de fibras finas aplicados durante o ensaio clinico, inclusive com sinais de
severidade da neuropatia, reforcando a qualidade do teste desenvolvido a partir das
membranas.

Os resultados apresentados e discutidos com a caracterizacdo das
membranas, bem como com a realizagdo do ensaio clinico forneceram informacdes
gue possibilitam a utilizacdo das membranas desenvolvidas para o auxilio do
diagnéstico de neuropatias periféricas de fibras finas com um teste rapido, prético e

facilmente reprodutivel.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento das membranas poliméricas de alginato de sédio deste
estudo apresentou-se como um produto Util para o diagnéstico de neuropatias
periféricas. A quantificagcdo da reacao colorimétrica por meio do software ImageJ®
permitiu mensurar o percentual de reacdo, atestando as alteracbes no padrdo de
sudorese, indicando presenca de neuropatia de fibras finas. As analises da curva ROC
demonstraram a forca desse teste em separar doentes e saudaveis.

Com os resultados apresentados e discutidos com a caracterizagdo das
membranas, bem como com a realizac¢do do ensaio, pode-se inferir que o produto em
guestéao foi preparado, caracterizado e avaliado quanto ao seu efeito diagnostico para
evidenciar a presenca de neuropatias. Trata-se de um produto biodegradavel, de
baixo custo, de facil aplicacdo e eficaz para auxiliar no diagnéstico rapido de
neuropatias periféricas sem apresentar desconforto aos pacientes, diferenciando-se
dos demais testes existentes.

O produto desenvolvido nessa pesquisa pode ser considerado promissor, pois
além de contribuir para a pratica clinica, possui uma relevancia social, no sentido de
poder tornar-se publico e acessivel, devido ao baixo custo e capacidade de
reprodutibilidade, podendo assim, futuramente, ser aplicado em consultérios de
neurologistas e endocrinologistas, bem como por profissionais da estratégia de saude
da familia, como um teste de triagem para os individuos com diabetes mellitus,
identificando precocemente sinais de neuropatia, reduzindo as complicacdes
comumente apresentadas por essa condi¢cdo ainda tdo vigente.

Contudo, torna-se necesséario a continuidade de ensaios clinicos, com o
objetivo de avaliar um maior nimero de pacientes para a obtencdo de dados mais
robustos, que garantam a total eficacia e seguranca da utilizacdo dessas membranas
poliméricas, buscando entender também a eficacia desse teste para a pesquisa de
neuropatia autondmica cardiaca, considerada uma neuropatia de fibras finas bastante
grave.

Além disso, deve-se levar em consideracao o desenvolvimento de ferramentas
para auxiliar no diagnostico e praticidade da utilizacdo desse produto, como por
exemplo o desenvolvimento de um aplicativo para smartphones que possibilite a
rapida quantificacdo da reacdo colorimétrica apos a captura da fotografia das

membranas. Tudo isso deve ser realizado por meio de parcerias e planejamentos
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concretos, com o intuito de otimizar a utilizacdo desse produto farmacéutico oportuno
e vantajoso para o diagnostico de neuropatias periféricas.

Para reduzir os fatores limitantes da producdo e reprodutibilidade desse
produto, o estudo em questdo tem perspectivas para sua continuidade através de
duas teses de doutorado, uma delas com o objetivo de desenvolver um aplicativo, que
englobe as funcbes do image J, conseguindo quantificar em tempo real a reacéo
colorimétrica da membrana. E com o objetivo de ampliar o ensaio clinico e aprimorar
as questdes relacionadas a producao, reprodutibilidade e insercdo do teste no

mercado farmacéutico.
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ANEXO A - Douleur neuropathique 4 questions (DN4)

Nome do paciente: Data: / /

Queixa:

Por favor, complete este questionario marcando a resposta de cada item das questdes abaixo.

Questdes SiM NAO

1. A dor que seu paciente sente tem uma ou mais das seguintes caracteristicas?

1 Frio doloroso? O O
2 Queimacao? D O
3 Chogue elétrico? ) O O
2. A dor estd associada a um ou mais dos seguintes sintomas na mesma area’?
4  Formigamento? D O
5 Agulhada e affinetada? O Il
6 Adormecimento? O O
7 Coceira? O O
EXAME DO PACIENTE
3. Ador estd localizada em uma 4rea em que o exame fisico pode revelar uma
ou mais das seguintes caracteristicas?
8 Hipoestesia ao toque? D D
3 Hipoestesia a uma picada de aguiha? I:] I:l
4. Na érea dolorosa, a dor pode ser causada ou aumentada por:
10 toque por um pincel? D D

RESULTADO: 1 ponito para cada SIM/ 0 ponto para cada NAO -

Se o TOTAL DE SIM for igual ou maior que 4, o teste é positivo para DOR NEUROPATICA
(sensibilidade 82,9% e especificidade 89,9%)

Referéncia Bibliografica: 1. Bouhassira D, Attal N, Alcharr H et al. Comparison of pain syndromes associated with nervous or somatic lesions and develapment of a new
pathic pain di i i ire (DN4). Pain 2005; 114{1-2}: 29-36

@/r Dor e Inflamacéo



ANEXO B - Parecer Consubstanciado do CEP

UFS - UNIVERSIDADE ) Plataforma
FEDERAL DE SERGIPE %wﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE MEMBRANA PARA AUXiLIO NO
DIAGNOSTICO DE NEUROPATIA PERIFERICA DE FIBRAS FINAS

Pesquisador: Déborah Danielle Tertuliano Marinho e Albuquergue

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 5258941186.1.0000.5546

Instituigao Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.557.622

Apresentagao do Projeto:

O Projeto pretende estudar a hipdtese de que a membrana de alizarina avalie com sucesso a fungéo
sudomotora e autonomica de membros inferiores, indicando assim a presenga ou

auséncia da neuropatia periférica de fibras finas em individuos normais e doentes.

Objetivo da Pesquisa:

- Avaliar o efeito diagnostico das membranas de vermelho de alizarina (VAS) e carbonato de sédio (CS), em
pacientes com Neuropatias Periféricas.

Objetivos Secundarios:

- Desenvolver uma membrana contendo o reagente colorimétrico vermelho de alizarina (VAS) e carbonato
de sddio (CS).- Realizar revis@o sistematica sobre as formas diagnosticas para neuropatias periféricas de
fibras finas.- Testar quantidades distintas de Vermelho de alizarina (VAS) e carbonato de sddio (CS) na
preparagao das membranas a fim de obter a quantidade suficiente do reagente para diagnosticar as
alteragdes de sudorese em pacientes com neuropatias.- Caracterizar fisico-quimicamente a membrana
desenvolvida utilizando métodos termoanaliticos, microscopicos e espectroscdpicos.- |dentificar sinais e
sintomas atualmente apresentados, tempo da doenga e exames diagndsticos ja utilizados antes da

aplicagao do teste diagndstico.- Comparar a agdo diagndstica da membrana de Vermelho de

Enderego: Rua Claudio Batista s/in”

Bairro:  Sanatdrio CEP: 49.080-110
UF: 3E Municipio: ARACAJU
Telefone: (79)3194-7208 E-mail: cephu@ufs.br
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alizarina (VAS) e carbonato de sodio (CS) em trés grupos: pacientes diabéticos sem neuropatias, pacientes
diabéticos com neuropatias periféricas e pessoas que nao apresentam a patologia.- Comparar os resultados
dos testes das membranas de Vermelho de alizarina (VAS) e carbonato de sédio (CS), com os resultados de
Eletroneuromiografia, Instrumento Validado para Dor Neuropatica (DN4), Neuropathy

Disability Scale (ND3) e o Perlodo Silent.- Avaliar a reagdo colorimétrica através de registros fotograficos,
utilizando o Image J.- Verificar a sensibilidade, especificidade, precisao, valor preditivo positivo e valor

preditive negativo do teste com membrana de Vermelho de alizarina (VAS) e carbonato de sadio (CS).

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Apresentados.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa contara com individuos atendidos na Clinica de Meurologia e Eletrofisiologia do Centro de
Saude.Prof. Dr. José Augusto Barreto com suspeita de Neuropatias Periféricas de Membros Inferiores. A
populagao inicial sera composta por individuos sem neuropatias, para analisar o comportamento padrao de
agdo da membrana. Na segunda Etapa a populagdo sera composta por todos os pacientes atendidos na
Clinica de Neurclogia e Eletrofisiclogia do referido Centro de Sadde, no perlodo de Fevereiro 2 Maio de
2018 com suspeita de Neuropatias Periféricas de Membros Inferiores diabéticos e nao diabéticos e com
controles sadios selecionados aleatoriamente. Os participantes ser8o submetidos 4 anamnese e exame
fisico e eletroneuromiografia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Adequados, no entanto, o orgamento nao apresenta a especificagao do custeio.

Recomendagodes:
Recomendamos sempre especificar o custeio por itens.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

MNao se aplicam.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Rua Claudio Batista sin®

Bairre: Sanatdrio CEP: 49.060-110
UF: SE Municipio: ARACAJU
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 26/03/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1067021.pdf 10:54:07
Cronograma cronogramaz2_comite.pdf 26/03/2018 |Déborah Danielle Aceito

10:51:14 | Tertuliano Marinho e
Albuguergue
Projeto Detalhado /| projeto2_comite. pdf 26/03/2018 |Deéborah Danielle Aceito
Brochura 10:49:25 | Tertuliano Marinho e
Investigador Albuquergue
TCLE / Termos de | TCLEZ_comite.pdf 26/03/2018 |Deéborah Danielle Aceito
Assentimento / 10:48:43 | Tertuliano Marinho e
Justificativa de Albuquergue
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de_rosto_neuropatias001.pdf 29/01/2018 |Déborah Danielle Aceito
16:31:04 | Tertuliano Marinho
Outros termo_de_anuencia.jpg 26/01/2018 |Déborah Danielle Aceito
19:48:56 | Tertuliano Marinho

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreclagdo da CONEP:
Nao
ARACAJU, 09 de Abril de 2018
Assinado por:
Anita Herminia Oliveira Souza
(Coordenador)
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ANEXO C - Pedido Nacional de Registro de Patente

INSTITUTO
NACIONAL

‘ DA PROPRIEDADE

INDUSTRIAL

870190102435
11012019 4ug

29409161909435790

Pedido nacional de Inveng¢ao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicao de Invencao e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2019 021432 5

Depositante 1 de 1

Mome ou Razdo Social:
Tipo de Pessoa:
CPFICNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagao Juridica:
Enderego:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIFE
Pessoa Juridica

13031547000104

Brasileira

Instituicdo de Ensino e Pesquisa

Cidade Universitaria,"Prof. José Alolsio de Campos”, Bairro Rosa
Elze
Sao Cristovao

SE
49100000
Brasil

(79) 3194-6865

cinttec.ufs@gmail.com

PETICIONAMENTO gtz soiicitago foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 11/10/2019 as

ELETRONICO

Petigao 8T0190102435, de 11/10¢2019, pag. 1/26

14:48, Peticao 870190102435
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Dados do Pedido

MNatureza Patente: 10 - Patente de Invengao (Pl)

Titulo da Invengio ou Modelo de MEMBRANAS POLIMERICAS CONTENDO INDICADOR

Utilidade (54): COLORIMETRICO PARA AUXILIAR O DIAGNOSTICO DE

NEUROPATIAS PERIFERICAS
Resumo: O presente pedido de patente de invengao consiste de membranas

poliméricas de alginato de sddio contendo vermelho de alizarina S e
carbonato de sadio destinadas a auxiliar no diagnastico de
neuropatias periféricas de fibras finas, com conforto aos pacientes
que necessitam de diagnostico rapido e menos doloroso. Trata-se de
um produto de baixo custo e sobretudo, mais confortavel ao paciente
do que os testes existentes atualmente, podendo ser comercializado
por empresas do setor farmacéutico.

PETICIONAMENTO g5 solicitagso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletranico em 11/10/2019 as
ELETRONICO 14:48, Peticao 870190102435

Petigio 870190102435, de 11/10/2019, pag. 226



Dados do Inventor (72)
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Inventor 1 de 9

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagao Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 9

MNome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagao Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 9

ADRIANO ANTUNES DE SOUZA ARAUJO
53134948400

Brasileira

Professor do ensino superior

Av. Melicio Machado, Cond. Maria Rezende Machado, 4000, Casa

08, Lote 21, Aracaju-SE Bairro: Aruana
ARACAJU

SE
49000-000
BRASIL

DEBORAH DANIELLE TERTULIANC MARINHO E ALBUQUERQUE
05240828474

Brasileira

Doutorando

Av. Oceanica, 2261, BL A — 102 Bairro: Coroa do Meio

ARACAJU

SE

49035-695

BRASIL

PETICIONAMENTO
ELETRONICO

Petigio 870190102435, de 11/10/2019, pag. 326

Esta solicitagio foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 11/100/2019 as
14:48, Peticao 870190102435



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagao Fisica:
Enderecgo:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 4 de 9

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagao Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 5 de 9

91

BRUNO DOS SANTOS LIMA

04472511550

Brasileira

Doutorando

Rua Abdon Pinto Monteiro, 578, Itabaiana-SE Bairro: Rotary
ITABAIANA

SE

49506-195

BRASIL

MARIA JOSELI MELO DE JESUS

04893339583

Brasileira

Mestrando

Rua Rafael de Aguiar 1430, bloco caxagos, apartamento: 402.
Bairro: Pereira Lobo

ARACAJU

SE

49050-660

BRASIL

PETICIONAMENTO  gst5 solicitacao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 11/10/2019 as

ELETRONICO

Petigio 870190102435, de 11/10/2019, pag. 426

14:48, Peticao 870190102435



Nome: EDUARDO LUIS DE AQUINO NEVES
CPF: 51783053534
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagao Fisica: Professor do ensino superior
Enderego: Rua; José Oliva Nascimento. N 84. Ap 804 Bairro: Jardins
Cidade: ARCAJU
Estado: SE
CEP: 49025-730
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:

Email:

Inventor 6 de 9

Nome: IGOR ARAUJO SANTOS TRINDADE
CPF: 06304828535
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagao Fisica: Estudante de Graduagao
Enderego: Rua Anatélio Garcia Moreno, 24 Bairro: Industrial
Cidade: ARACAJU
Estado: SE
CEP: 49065-100
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:
Email:

Inventor 7 de 9

PETICIONAMENTO  gsta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 11/10/2019 as
ELETRONICO 14:48, Petigao 870190102435

Petigio 870190102435, de 11/10/2019, pag. 526
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Nome: CAIO DE ALCANTARA CAMPOS
CPF: 03215053527
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagao Fisica: Mestrando
Enderego: Av. Oceanica, 2261, Condominio Barramares, bloco C, apto 204
Bairro: Coroa do Meio
Cidade: ARACAJU
Estado: SE
CEP: 49035-655
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:

Email:

Inventor 8 de 9

Nome: DAYANNE VALERIA SOARES SANTANA
CPF: 03448708550
Nacionalidade: Brasileira
Qualificagao Fisica: Estudante de Graduagao
Enderego: Rua 24 de outubro n° 108 Bairro: Palestina
Cidade: ARACAJU
Estado: SE
CEP: 49060-670
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:

Email:

Inventor 9 de 9

PETICIONAMENTO  gsta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 11/10/2019 as
ELETRONICO 14:48, Petigao 870190102435

Petigio 870190102435, de 11/10/2019, pag. 626



Nome:
CPF:
Nacionalidade:

Qualificagao Fisica:

94

PAULA SANTOS NUNES
01009865528
Brasileira

Professor do ensino superior

Enderego: Avenida Melicio Machado, 4000, casa 21, condominio Maria
Rezende Machado Bairro: Aruana
Cidade: ARACAJU
Estado: SE
CEP: 49037-440
Pais: BRASIL
Telefone:
Fax:
Email:
Documentos anexados
Tipo Anexo MNome
Comprovante de pagamento de GRU 200 comprovante pagamento.pdf
Reivindicagao Reivindicagoes.pdf
Resumo Resumo.pdf
Relatorio Descritivo Relatorio Descritivo.pdf

Acesso ao Patrimfnio Genético

Declaragao Megativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencao
nao foi obtido em decorréncia de acesso 4 amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou n@o se aplica.

Declaragio de veracidade

EDecIaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sao completas e

verdadeiras.

PETICIONAMENTO 5 solicitagso foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletranico em 11/10/2019 as
ELETRONICO 14:48, Peticao 870190102435
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SIAFI2015-COCUMERTC-CORSULTA-CONDCC (CONSULTA LCOCUMENTC)

30/09/19 11::t1 USUARIC : ARISSCN
CATA ENISSAO : 27Set19 TIPC OB: B9 RUNERO : 2019CEB0496S
UG/GESTAC EMITENTE: 154050 / 15267 - FUNCACAC UNIVERSIDADE FECERAL DE SERGIPE
BANCC : 001 AGENCIA : 3611 CONTA CCRRENTE : 957380632
FAVORECIDO : 00000000/0001-91 - BANCO DO BRASIL EA
BANCC : 001 AGENCIA : 3611 CONTA CCRRENTE : FATURA
COCUMERTO ORICEN : 154050/15267/2019RF001015  SIST. ORIGEN : GESTACCCME
KUMERO BANCARIC : 004652845-9 PROCESSC : 23113.052478/2018-61
VALCR - 70,00
IDENT. TRANSFER. - LISTA FATURA: 20191F000582
CBSERVACAO DATA SAQUE BACEN: 27/08/1%

LICUIDAGS0 DO PROCESSC 052478/2019-61, FAT. 25409161809435790, PAGAMENTIC DA GR
U ANEXA, QOM VENCIMENTO EN 01/10/2019, CCRRESPONDENTE AC CEFG6SITO DE PATENIE,
FATRIMENIO 257342. CEFINICA EM 20 ANCS.

QONTINUA ...
FF1-AJUDA PF3.S5AI PF4~ESPELHO PF6-DETALHA 1ISTA PFI2-RETORNA
SIAFI2019-COCUMENTC-CONSULTA-CONDCC (CONSULTA LOCUMENTC)
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01 401003 201SNE000161400 44913581
70,00
02 531115 201SNEO000161 213120400 44913581
00000000000151 70,00
03 561602 E100000000400C
70,00
LARCADC POR : 42061121500 - ABEL SMITH UG : 154050 27Setl8 15:49
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171
REIVINDICACOES

MEMBRANAS POLIMERICAS, caracterizada por conter matriz polimérica

constituida de alginato de sodio e glicerol.

MEMBRANAS POLIMERICAS de acordo com a reivindicacio 1,
caracterizada por conter indicador colorimétrico e outro reagente quimico,
sendo o indicador vermelho de alizarina S e o regente carbonato de sodio.
MEMBRANAS POLIMERICAS CONTENDO VERMELHO DE ALIZARINA
S e CARBONATO DE SODIO de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizada
por diagnostico rapido de neuropatias periféricas de fibras finas através de
reacao colorimétrica.

MEMBRANAS POLIMERICAS CONTENDO VERMELHO DE ALIZARINA
S e CARBONATO DE SODIO de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizada
por diagnosticar neuropatias periféricas atraves da reagio com o suor
proporcionando mudanca de cor de amarelo-alaranjado para roxo.
MEMBRANAS POLIMERICAS CONTENDO VERMELHO DE ALIZARINA
S ¢ CARBONATO DE SODIO, caracterizada por ser aplicada
preferencialmente no antepé dos pacientes, em conjunto (sobrepostas), com
auxilio de adesivo hospitalar aderente.

MEMBRANAS POLIMERICAS CONTENDO VERMELHO DE ALIZARINA
S ¢ CARBONATO DE SODIO de acordo com a reivindicagao 5, caracterizada
por ser aplicada no antepé dos pacientes, durante 10 - 20 minutos, para
diagnosticar a possibilidade de neuropatias periféricas com conforto, eficicia ¢

rapidez.

NS0102435, de 117102019, pig. 1026
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11
RESUMO

MEMBRANAS POLIMERICAS CONTENDO INDICADOR
COLORIMETRICO PARA AUXILIAR O DIAGNOSTICO DE NEUROPATIAS
PERIFERICAS

O preserze padido de patenss de imvencdo comsiste de membramys polimenicas de
alginato de sodio contendo vermelho de alizarina S e carbonato de sodo destmadas a
ailiar no diagnostico de neurcpatias penféricas de fbrs fnas, com conforto 205
pacientes que necessitam de diagnostico rapido e menos doloroso. Tra-s2 de um
produzo de bamxo custo e sobremudo, mais confortavel ao paciente do que o5 testss
existentes anmlmente, podendo ser comercializado por empresas do setor famaceusico.

Peticho AT01 00100401, S 1 UIO2005 pig 1126
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

!

- -
FLUENDO CRESCIT
Q O @

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
Pro-Reitoria de Pés-Graduacao e Pesquisa-POSGRAP

Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias da Salde-PPGCS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé, cidadao brasileiro, em pleno exercicio dos
seus direitos, esta sendo convidado a participar da pesquisa de Tese de Doutorado em Ciéncias da Saude
intitulada Desenvolvimento e avaliagdo de membrana contendo alizarina como teste rapido no auxilio ao
diagndstico de neuropatia diabética, da pesquisadora Deborah Danielle Tertuliano Marinho, orientanda do
professor Dr. Adriano Antunes de Souza Araujo e do professor Dr. Eduardo Luis de Aquino Neves.

O seu consentimento, em particular, se dara apds ter sido informado (a) pelo pesquisador, de que a pesquisa
se justifica pela necessidade de avaliarmos a resposta diagndstica da membrana de colageno-acido contendo
vermelho de alizarina S (1,2 — Dihidroxiantraquinona-3-sulfonato de sédio — VAS) enquanto inova¢éo no campo
dos testes diagndsticos, observando a relagéo entre os sintomas apresentados e a resposta ao teste. Terd como
objetivo geral avaliar o efeito diagndstico da membrana de colageno-acido contendo vermelho de alizarina S (1,2
— Dihidroxiantraquinona-3-sulfonato de sodio — VAS) em pacientes com Neuropatias Periféricas. Os dados serdo
coletados através de uma entrevista estruturada com pacientes normais, diagnosticados e com suspeita de
Neuropatias Periféricas. Serdo coletados dados também através de imagens das membranas do entrevistado,
através de cameras fotograficas. Serdo coletados dados ainda através da eletroneuromiografia para os suspeitos
e diagnosticados com neuropatias periféricas. A participacao é voluntaria, estando ciente dos riscos e beneficios
dessa pesquisa:

RISCOS: caso o entrevistado sinta-se constrangido com o fato de ser entrevistado por uma pessoa estranha ou
em responder determinadas questdes, ele tera a liberdade de desistir ou responder apenas o que se sinta bem, a
qualquer momento, sem risco de qualquer penalizagdo. Os componentes quimicos que constituem a membrana
apresentam efeitos adversos pouco notificados para a pele e sdo classificados como ndo perigosos pela ABNT
NBR 14725-2. Além disso, as concentragdes de cada componente na formulagdo sdo muito baixas. Existe ainda
a possibilidade de um possivel desconforto ao exame da eletroneuromiografia, por ser um exame invasivo.
BENFICIOS: o beneficio maior da pesquisa diz respeito & contribuicdo cientifica para entender o processo de
inovacgédo diagndstica das Neuropatias Periféricas de Fibras Finas. Outro possivel beneficio é o conhecimento que
servira de base para reflex@o e construcao de ferramentas em saude mais efetivas e adequadas a realidade local,
melhorando a qualidade da avaliacdo e do atendimento prestado. Apesar do desconforto, existe o beneficio direto
da eletroneuromiografia, que é o diagndstico mais preciso.

Sera garantida a confidencialidade do nome do entrevistado no resultado final. Ao término da pesquisa o
entrevistado tera livre acesso ao contetido, podendo discutir os dados, com o pesquisador. Caso sinta necessidade
de contatar o pesquisador durante e/ou ap0ds a coleta de dados, podera fazé-lo no endereco: Avenida Oceénica,
2261, Aracaju-SE, pelo telefone (79) 3024-0805, ou por e-mail: deborahdani5@yahoo.com.br. Caso queira contatar
o Comité de Etica em Pesquisa da UFS: Hospital Universitario - Rua Claudio Batista s/n — Prédio do Centro de
Pesquisas Biomédicas — Bairro Sanatério CEP: 49060-100, Aracaju/SE, e-mail: cephu@ufs.br Fone: 3194-1708.

Aracaju, de de

Participante Pesquisador
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APENDICE B - Termo de Anuéncia

Declaramos para os devidos fins que concordamos em receber Déborah Danielle
Tertuliano Marinho, doutoranda do Programa de Pé6s-Graduagdo em Ciéncias da
Saude (PPCCS), da Saude da Universidade Federal de Sergipe (UFS), facultando-
lhe o uso das instalagdes do Centro Eletroneuromiografico (CEMG) situada a Av.
Goncalo Prado Rollemberg, 211 - Sala 507 - S&o José - Aracaju/SE, para
desenvolver a pesquisa intitulada “DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE
MEMBRANA PARA AUXILIO NO DIAGNOSTICO DE NEUROPATIA PERIFERICA
DE FIBRAS FINAS” sob a orientagdo do Professor Doutor Adriano Antunes de
Souza Araujo, ap6és a aprovacgdo da referida pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP/UFS). .
Declaramos conhecer e cumprir as resolugbes éticas brasileiras, em especial a
resolugéo 466/2012/CNS. Estamos cientes dos objetivos do presente projeto e de
seu compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos sujeitos da pesquisa.

Aracaju, (7~ dejﬁﬂ de 2018.
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