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Lima MMF. Estudo experimental da esclerose combinada subaguda de medula.
Botucatu 2015. 64p. Tese (Doutorado em Bases Gerais da Cirurgia) —
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

RESUMO

A deficiéncia de vitamina B12 no ser humano, frequentemente associada
a deficiéncia de fator intrinseco, produzido no estdbmago, leva a multiplas
alteracdes neuroldgicas e hematolégicas. A mais conhecida alteragcdo do
sistema nervoso central € a desmielinizacdo e degeneracdo dos fasciculos
gracil e cuneiforme da medula cervical. Este trabalho teve por objetivo tentar
obter um modelo experimental da afeccdo, através da gastrectomia total em
ratos.

Animais foram gastrectomizados, submetidos a suplementacéo
polivitaminica via oral, e 2 a 3 meses depois submetidos a estudos de
conducdo nervosa, com estimulos elétricos na extremidade da cauda, e
captacdo de potenciais elétricos em 3 pontos, com distancias iguais entre si:
proximo ao anus (potencial caudal), regido inferior da coluna (potencial lombar)
e regido da protuberancia cervical (potencial cortical). A velocidade de
conducao pela regido inferior da medula espinhal foi denominada segmento V1,
pela regido toracica alta e cervical até o cortex, segmento V2. Apos obtencdes
de registros de boa qualidade técnica em 15 gastrectomizados, os segmentos
V1 e V2 foram comparados com dados de 20 controles pelo teste “t” de Student
para amostras independentes, andlise de variancia (ANOVA) e teste de
comparacdo multipla de Tukey. Os animais gastrectomizados apresentaram
reducgdes de velocidades estatisticamente significativas para o segmento V2.

Os autores pensam ter conseguido modelo experimental da afeccdo em
ratos, o que abre amplas perspectivas para testes terapéuticos em laboratorio,

com possibilidades para beneficios futuros ao homem.

PALAVRAS CHAVE: esclerose combinada subaguda da medula, gastrectomia

experimental, ratos, vitamina B12



Lima MMF. Experimental model of the subacute combined sclerosis of the
spinal cord. Botucatu, 2015. 64p. Thesis (PhD in Surgery) — Botucatu Medical
School, UNESP.

SUMMARY

The B12 Vitamin deficiency in man, often associated with deficiency of
intrinsic factor produced in the stomach, leading to several neurological and
hematological disturbances. The best known alteration of the central nervous
system is the demyelination and degeneration of the gracilis and cuneiform
fascicles in the cervical spinal cord. This study aimed to try an experimental
model of the disease, through total gastrectomy in rats.

Animals were gastrectomized, submitted to oral polivitaminic
supplementation, and 2-3 months later underwent nerve conduction studies.
Electrical stimulation was done on the tail end, and electrical potentials were
obtained at 3 points with equal distances from each other: near the anus (tail
potential), lower spinal cord (lumbar potential) and the region of cervical spinal
cord (cortical potential). The conduction velocity of the lower region of the spinal
cord segment was named V1, the high spinal cord to the cortex was named V2
segment. After good quality records from 15 gastrectomized animals, the V1
and V2 segments were compared with data from 20 controls by the "t" Student
test for independent samples, analysis of variance (ANOVA) and Tukey's
multiple comparison test. Gastrectomized animals presented statistically
significant reductions in the velocities for the V2 segment.

The authors think they have obtained an experimental model of the
disease in rats, which opens up broad prospects for therapeutic tests in the

laboratory, with possibilities for future benefits to the man.

KEY WORDS: experimental gastrectomy, rats, subacute combined

degeneration of the spinal cord, vitamin B12
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Vitamina B12 é coenzima de grande interesse clinico para o homem e
diferentes animais (Battersby, 1994).

Apos ser liberada dos alimentos por protedlise, a Vitamina B12 liga-se
preferencialmente a proteina R (ou haptocorrina), proteina com peso molecular
de 150 kd presente na saliva e no suco gastrico. O suco gastrico também
possui 0 Fator Intrinseco, glicoproteina com peso molecular de 45 kd,
produzido pelo reticulo endoplasmatico das células parietais do estdmago.
Comparando-se a afinidade da Vitamina B12 pela proteina R e pelo Fator
Intrinseco, a afinidade pela proteina R € 50 vezes maior em pH 2, e 3 vezes
maior, em pH 8. Assim, a proteina R € a proteina ligante preferencial apds a
liberacdo da Vitamina B12 dos alimentos (Antony, 2005). O conteudo gastrico,
com o complexo Vitamina B12 — Proteina R, e Fator Intrinseco, descem para a
segunda parte do duodeno, onde as proteases pancreaticas degradam a
Proteina R, mas ndo o Fator Intrinseco. Desta forma a Vitamina B12 é
transferida para o Fator Intrinseco, em evento fisioldégico, que dura cerca de 10
minutos. O Fator Intrinseco contém outro sitio de ligacdo, para os Receptores
das células do ileo, localizados nas microvilosidades das células mucosas do
ileo terminal. Estes receptores se acoplam ao complexo Fator Intrinseco-
Vitamina B12, em processo calcio-dependente. Desta forma, a Vitamina B12
ganha a corrente sanguinea, ligada a Transcobalamina-ll, através da qual
chega aos tecidos-alvo. A dissociacédo da Transcobalamina-Il ocorre dentro dos
lisossomos, em pH acido. A Transcobalamina-Il € degradada, e a Vitamina B12
é reduzida e convertida em suas formas ativas de Coenzimas intracelulares:

metilmalonil Coenzima-A mutase, que atua no ciclo de Krebs para
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transformacdo de metilmalonil Coenzima-A em Succinil Co-A e metionina
sintetase, que catalisa transferéncia de radicais metil da metil-cobalamina para
homocisteina para formar metionina. Estas duas coenzimas ativas da Vitamina
B12 sdo criticas para a biosintese de DNA, RNA e outras proteinas, em
mecanismos de interacdo com o folato, e estdo envolvidas na patogénese das
complicacBes hematoldgicas e neuroldgicas da caréncia de B12 (Antony, 1991;
Battersby, 1994; Antony, 2005).

Deficiéncia de Vitamina B12 leva a complexo quadro clinico no homem e
em diferentes animais. O reconhecimento da associacdo entre anemia
perniciosa e degeneracdo combinada subaguda de medula espinhal foi feito no
final do século XIX, por Lichtheim, Putnam e Dana (citados por Lanska, 2010).
A descoberta do Fator Intrinseco e as observa¢des de melhora clinica com o
uso de extratos de figado, na primeira metade do século XX, e a sintese da
molécula de cianocobalamina por Hodgkin, em 1955, foram fatos marcantes na
histéria da afeccao (Lanska, 2010).

Caréncia de vitamina B12, no homem, leva a anemia megaloblastica e a
sindromes neurolégicas, embora com frequéncia o quadro hematolégico ou o
quadro neuroldgico ocorram isoladamente (Zittoun, 2001; Antony, 2005). A
esclerose combinada subaguda de medula tem este nome porque os pacientes
com caréncia de B12 desenvolvem quadro de polineuropatia periférica
sensitiva associada a evidéncias clinicas de comprometimento dos feixes
longos da medula espinhal, fasciculos gracil e cuneiforme (funiculo posterior) e,

eventualmente, via cortico-espinhal.
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O quadro neurolégico pode incluir atrofia Optica, ataxia cerebelar,
polineuropatia de fibras mielinicas grossas, deméncia ou psicose (Kumar,
2004; Tripathi et al., 2010). Pode ocorrer comprometimento do funiculo lateral
da medula, com liberacdo piramidal (Maamar et al., 2006). Estudos de imagem
mostram desmielinizacdo cordonal posterior da medula espinhal cérvico-
toracica (Maamar et al., 2006). Dentre 47 pacientes com estudos de imagem
por ressonancia magnética, aumento de sinal nha medula espinhal foi visto em
21, e atrofia de medula espinhal em 6 (Misra et al., 2007). O aumento de sinal
em T-2, na regido cervical, com o “sinal do V invertido”, é tipico da afeccéo
(Mankad et al., 2010). Quadros atipicos e mais raros incluem mielite transversa
(Vanconcellos et al., 2002), sinal de Lhermitte (Teive et al., 2009), paralisia de
corda vocal (Green et al., 2011), hipotensao ortostatica, incontinéncia urinaria
ou fecal (Antony, 2005), nivel sensitivo, ou mesmo broncoespasmo
(Puntambekar et al., 2009).

Recentemente foi descrita tendéncia a ataques isquémicos transitorios,
possivelmente por hiperhomocisteinemia, em paciente com anemia perniciosa
(Bougteba et al., 2009).

Anemia perniciosa é a causa mais comum de caréncia de Vitamina B12
(Alderuccio et al.,, 2002). Gastrite cronica autoimune € caracterizada por
infiltrados mononucleares na mucosa e submucosa do corpo e fundo gastricos,
associados a atrofia de células parietais. E doenca mediada por linfocitos T —
CD4, com pouca ou nenhuma participacao de linfécitos CD8 ou B (Silva et al.,
1998; Suri-Payer et al., 2001). Anticorpos anti-células parietais podem estar

presentes em endocrinopatias ou mesmo em pequena porcentagem da
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populacdo normal, entretanto anticorpos anti-Fator intrinseco sdo mais
especificos, pois raramente estdo presentes em outros distarbios autoimunes

ou em pessoas normais (Fairbanks et al., 1983).

Estudos em animais

Estudos experimentais de anemia macrocitica comecaram a ser
realizados, no rato, a partir de 1950 (Plum, 1950), e em guinea pig, a partir de
1956 (Slungaard et al., 19564, b). Em 1952, inducdo de caréncia de Vitamina C
em macacos levou a megaloblastose, pelas interacfes bioquimicas desta
vitamina com folatos e Vitamina B12 (May et al., 1952). O sangue periférico
destes animais apresentou leucopenia, moderada trombocitopenia e
hipersegmentacdo de granuldcitos (Sundberg et al., 1952), similares aos
achados de caréncia de B12 no homem. Em 1973 foi obtido modelo
experimental de degeneracdo combinada subaguda de medula, em ratos, pela
injecdo de acido carboxilico 1-aminociclopentano (Gandy et al., 1973).

Em 1971 foi descrita fémea do macaco gibdo apresentando anemia
megaloblastica, com quadro clinico de diarréia e anemia, com achados
hematoldgicos tipicos da doenca, que reverteram com a reposicao de Vitamina
B12 (Yoshimitsu et al., 1971).

Modelos experimentais de caréncia de B12 foram obtidos em morcegos,
com emprego do Oxido nitrico (Van der Westhuyzen et al., 1982; Metz et al.,
1993)

A microflora de ruminantes sintetiza Vitamina B12 na presenca de

cobalto. Deficiéncia dietética de cobalto leva a diminuicdo da Vitamina B12 no
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plasma, com inapeténcia, perda de peso e anemia, eventualmente com
alteracbes degenerativas no sistema nervoso central, musculo cardiaco e
musculo esquelético (Maltin et al., 1983). No musculo estriado esquelético de
carneiros foram demonstradas alteraces mitocondriais pela histoquimica e
microscopia eletronica (Maltin et al., 1983). Foi desenvolvido modelo
experimental em ratos com gastrectomia total proporcionando déficit de
vitamina B12 - cobalamina (Scalabrino et al., 1990)

Atualmente ha numerosos modelos de gastrite autoimune experimental
em camundongos, que podem ser divididos em linfopénicos (Ahmed et al.,
1981; Sakaguchi et al., 1989), ndo linfopénicos (Claeys et al., 1997; Scarff et
al., 1997; Greenwood et al., 2001), transgénicos (McHugh et al., 2001) ou
espontaneos (Alderuccio et al., 1998).

A medula Ossea pode reagir a injurias primarias como neoplasias
hematoldgicas, ou secundariamente, por metastases, distlrbios autoimunes ou
infeccdes crbnicas. Encontramos poucas publicacbes em que foi atribuida
importancia a distribuicdo de fibras reticulinicas no estroma (Bauermeister,
1971; Naeim, 1994; Foucar, 1995; Bain et al., 1996).

A esclerose combinada subaguda de medula € sindrome neurolégica
frequente em nosso meio com a caréncia de B12 adquiridas de diversos modos
(Weir et al.,1999) podendo resultar em quadro de polineuropatia periférica
sensitiva associada a evidéncias clinicas de comprometimento dos feixes
longos da medula espinhal, fasciculos gracil e cuneiforme (funiculo posterior) e,

eventualmente, via cortico-espinhal.
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Que seja de nosso conhecimento, ainda nao foi desenvolvido um modelo
experimental da doenca incluindo avaliacbes do funiculo posterior da medula

por potenciais evocados sbmato-sensoriais, Nnosso objetivo neste trabalho.
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Relevancia do estudo

Ao longo dos ultimos 20 anos, a Proponente deste trabalho examinou
varios pacientes humanos com hipétese diagnéstica de esclerose combinada
subaguda de medula. Atualmente, a Disciplina de Neurologia Clinica possui
modernos equipamentos para obtencbes de potenciais evocados,
possibilitando a proposicao desta pesquisa.

Neste trabalho pretendemos desenvolver modelo experimental em ratos,
com estudos de potenciais evocados sdmato-sensoriais, que poderao confirmar
diagnésticos de esclerose combinada subaguda de medula. A partir desta
pesquisa, poderdo surgir novas possibilidades de estudos da patogénese da

doenca, e possibilidades de novas terapéuticas.
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Induzir esclerose combinada subaguda de medula espinhal em ratos

através da gastrectomia total.

Apoés estudos normativos de potenciais evocados sémato-sensoriais

em ratos, utilizar o método para diagnostico da afeccao.
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Ap0Os aprovacdo pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Botucatu, foram utilizados 35 animais, ratos Wistar
adultos jovens, de ambos os sexos, pesando entre 250 e 300 gramas,
mantidos vivos em cativeiro, no Biotério Central, com agua e racdo ad libitum.

O procedimento anestésico seguiu a padronizacdo de anestesia geral
para ratos em nossos laboratorios, com injecdo intramuscular Unica de uma
mistura de Ketamina - 10%, 1 ml / kg de peso + Xilazina - 10 %, 0,4 ml / kg de
peso. Durante anestesia, todos os animais foram posicionados em decubito
dorsal, para estudos normativos de conducdo nervosa motora, e potenciais
evocados sdmato-sensoriais (PESS). Grupo |, 20 animais, divididos em 2 sub-
grupos, IA: normais — 10 ; IB: grupo sham — 10. Grupo II, 15 animais

submetidos a gastrectomias totais.

Procedimentos eletroneuromiograficos (ENMG) realizados em todos os

animais

Conducéao motora — Eletrodos de superficie na face plantar (G1) e dorsal (G2)
do pé, com terra interposto entre catodo do estimulador e G1. Foram aplicados
estimulos elétricos supra-maximos de 0,2 mSeg de duracdo, sobre o nervo
ciatico, na regido distal da perna e proximal da coxa, para obtencdo dos
potenciais de acdo musculares compostos. Foram utilizados bases de tempo
de 1 mSeg/cm, sensibilidades de 2 mV/cm e filtros com banda passante de 20
a 3000 hz. O critério de inclusdo para obtencdo de potenciais evocados foi
velocidade de conducé&o motora do nervo ciatico e/ou nervo caudal distal maior

ou igual a 40 m/s.
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Potenciais evocados

Primeiro procedimento: estimulos elétricos na posicdo de 2 centimetros
proximais ao final da cauda, com captacdo por eletrodos de superficie ou
monopolares, na regido proximal da cauda (préximo ao anus) — canal 1, e com
eletrodos de superficie ou monopolares na regido da medula espinhal — canal 2.

Segundo procedimento: estimulos elétricos na mesma posicdo acima
descrita, eletrodos captadores no cortex cerebral (canais 1 e 2). Foram
utilizados bases de tempo de 2 mSeg/cm, sensibilidades de 20 uV/cm e filtros
com banda passante de 20 a 3000 hz. Foram obtidas promediacfes até a
perfeita identificacdo dos potenciais, pelo examinador. Os tracados obtidos
foram superpostos para marcacdes de laténcias.

No final os dados foram tabulados para andlises de laténcias e
velocidades para potencial do nervo caudal, potencial medular e potenciais
corticais (PESS).

A figura 1 ilustra as técnicas utilizadas para obtencdo dos potenciais,
inicialmente com marcacgfes de distancias iguais entre 0s segmentos a serem

estudados:
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Potencial

Potencial _ caudal
cortical W HE]

lombar

Figura 1 — Ponto de estimulo elétrico (seta preta), e captacdes a distancias iguais, do
potencial caudal (seta branca grande), potencial medular (seta branca pequena) e
potencial cortical (seta amarela, zero da fita métrica, na regido da proeminéncia
occipital). As divisbes de distancias pelos tempos de propagacao irdo possibilitar
célculos das velocidades nos segmentos V1 e V2.
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Figura 2 — Estimulador elétrico, com distancia entre catodo e anodo de 0,5 cm (E.E.),
eletrodos de superficie (ao centro) e eletrodos monopolares de agulha (sobre a gase),
que foram utilizados para obtencdes dos potenciais caudais e da medula espinhal.
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Figura 3 - A obtencéo de todos os potenciais foi realizada com bolsa de agua quente
sob a cauda (branca, na figura), para evitar interferéncia do resfriamento da cauda nos
resultados.
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Figura 4 — Arranjo dos eletrodos para obtencdo dos potenciais corticais, com
referéncias ndo cefélicas (eletrodos G2 na face palmar dos membros anteriores,
aderidos com pasta condutora). Canal 1: eletrodo ativo (G1) na proeminéncia occipital,
em relacdo a G2 (membro direito); Canal 2: eletrodo ativo (G1) na proeminéncia
occipital, em relacao a G2 (membro esquerdo). Demais eletrodos (préximos aos olhos)
como fios terra.

Esses procedimentos ENMG tém por objetivo viabilizar o célculo da
velocidade de propagacao dos impulsos nervosos no trajeto anatémico final da
cauda, até a medula espinhal lombar (segmento V1) e no trajeto medula

espinhal toracica, medula cervical e chegada ao cortex (segmento V2).

Grupo 1B — 10 animais, do grupo sham. Durante o mesmo procedimento
anestésico acima descrito, foi feita incisdo mediana no abdémen, longitudinal,
de aproximadamente 5 cm, abertura da cavidade abdominal, em seguida

sutura (sem gastrectomia).
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Grupo Il - Durante o mesmo procedimento anestésico ja descrito, foi feita
incisdo mediana no abdémen, longitudinal, de aproximadamente 5 cm, abertura
da cavidade abdominal, em seguida os demais procedimentos para a

gastrectomia total, descritos a sequir:

Figura 5 — Inicio do procedimento cirdrgico. A — Incisdo abdominal mediana
longitudinal; B — Exposicdo das visceras; C — Identificacdo da transicdo estbmago-
duodeno, e ligadura em duas regides, para que 0 suco gastrico ndo caia sobre as
visceras; D e E: sec¢do distal do estdmago, com coto proximal do duodeno ja ligado.
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Figura 6 — Procedimentos cirdrgicos. A — Identificagdo dos principais vasos para
ligaduras; B — Exposicdo do eséfago distal e regido da cardia; C — Clampeamento
suave do es6fago distal, com prote¢do de borracha sobre as extremidades da pinca;
D: seccdo distal do es6fago e retirada do estbmago.
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Figura 7 — Procedimentos cirurgicos. A — Apresentagéo do eséfago — mais claro - (por
tr4s) a regido proximal do duodeno — mais escuro - (pela frente); B — Sutura da parede
posterior do es6fago distal no duodeno, delicada, sem penetrar no limen duodenal; C
— A linha amarela indica o local em que é feita incisédo na parede do duodeno, que vai
se comunicar com o esodfago. A regido do eséfago pingada (seta branca) sera suturada
a parede do duodeno (seta preta); D: Término da sutura. Forgcando-se suavemente a
sonda nasogastrica percebe-se que o limen esté pérvio (seta branca).
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Figura 8 — Procedimentos cirurgicos. A e B — Movimentagcdo da sonda nasogastrica,
indicando ampla permeabilidade da regido suturada; C — Sutura da parede abdominal,
D: Periodo p6s-operatério imediato.

As técnicas de obtencéo dos potenciais foram similares nos trés grupos.
Todos os exames ENMG foram realizados em equipamento Nihon-Kohden
modelo Neuropack II.

Para evitar desnutricdo apoOs gastrectomia, foi adicionado complexo
vitaminico a ra¢ao ad libitum dos animais (1 comprimido de Supradyn-Roche,
para cada 100 gramas de racdo). Objetivando modelo experimental cronico,
considerando-se a vida média dos ratos de nosso Laboratério entre 2 a 2 anos
e meio, os procedimentos ENMG foram realizados 2 a 3 meses apoés
gastrectomia (2 meses / 24, equivaleriam a 70 meses / 840; ou seja,

aproximadamente 6 anos da vida de um adulto normal que viver 70 anos).
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O estudo estatistico das velocidades dos segmentos V1 e V2 entre os
grupos IA (controles) e IB (grupo sham) foi realizado pelo teste “t” de Student
para amostras independentes. Numa segunda etapa, a comparacdo entre 0s
trés grupos foi realizada por anélise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste

de comparacao multipla de Tukey.



Resultados 34

IV — RESULTADOS
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GRUPO |

GRUPO IA. Neste grupo os potenciais do nervo caudal foram facilmente
obtidos, como onda bi ou trifasica, com grande eletronegatividade. Os
potenciais espinhais foram de menores amplitudes, porém facilmente
identifichAveis. Os potenciais corticais foram de mais dificil obtencao,
aparecendo como onda eletronegativa, registravel na proeminéncia occipital.
As figuras 9 e 10 ilustram exemplos de potenciais normais do Grupo IA:
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Figura 9 — Potencial caudal (2.68 mSeg), potencial espinhal (4.92 mSeg) e potencial
cortical (13 mSeg).
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Figura 10 — Potencial caudal (2.72 mSeg), potencial espinhal (5.12 mSeg) e potencial
cortical (12.2 mSeg).
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A tabela 1 resume os valores de laténcias dos potenciais caudais,

espinhais e corticais, e das velocidades de conducdo segmentares, dos 10

animais do Grupo IA.

Tabela 1 — Valores médios dos potenciais caudais (Pcaudal), potenciais lombares
(Plombar), da subtracdo entre ambos os tempos (PL — Pcaudal), e divisdo da distancia
(Dist) pelo tempo para obtencdo das velocidades (Veloc) no segmento V1. ldem,
subtracdo das laténcias dos potenciais corticais menos lombares, divisdo da distancia
(Dist) pelo tempo (PC — PL) para obtencéo das velocidades (Veloc) no segmento V2

Controles
(Grupo 1A) Pcaudal Plombar PL-PC Dist Veloc Pcortical PC-PL Dist Veloc
1 2,68 4,92 2,24 110 49,1 13 8,08 110 13,6
2 2,96 5,32 2,36 120 50,8 11,7 6,38 120 18,8
3 2,76 5,48 2,72 110 404 12,4 6,92 110 15,8
4 2,36 4,68 2,32 100 43,1 13 8,32 100 12
5 2,72 5,12 24 110 45,8 12,2 7,1 110 154
6 2,88 5,3 2,42 100 413 12,1 6,8 100 14,7
7 3,15 5,55 2,4 110 45,8 12 6,45 110 17
8 2,61 5,22 2,61 110 42,1 11,6 6,38 110 17,2
9 2,91 5,35 2,44 100 40,9 12,5 7,15 100 13,9
10 2,7 5,25 2,55 100 39,2 12 6,75 100 14,8
Média 2,773 5,219 2,446 107 43,85 12,25 7,033 107 15,32
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GRUPO IB. Devido a grande dificuldade na obtencéo dos potenciais espinhais no
Grupo IA, no Grupo IB passaram a ser obtidos preferencialmente com eletrodos
monopolares (de agulha), que possibilitaram maiores amplitudes. As figuras 11 e

12 ilustram exemplos de potenciais caudais e espinhais do Grupo IB.
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Figura 11 — Potencial caudal (2.40 mSeg), potencial espinhal (6.04mSeg).
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Figura 12 — Potencial caudal (2.81 mSeg), potencial espinhal (6.12 mSeg).
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As figuras 13 e 14 ilustram exemplos de potenciais corticais do Grupo IB:
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Figura 13 — Potencial cortical em 13.1 mSeg (inicio em 12 mSeg, final em 14 mSeg —

inicio e fim indicados por setas).
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Figura 14 — Potencial cortical em 13.4 mSeg.
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A tabela 2 resume os valores de laténcias dos potenciais caudais,
espinhais e corticais, e das velocidades de conducdo segmentares, dos 10
animais do Grupo IB.

Tabela 2 — Valores médios dos potenciais caudais (Pcaudal), potenciais lombares
(Plombar), da subtracdo entre ambos os tempos (PL — Pcaudal), e divisdo da distancia
(Dist) pelo tempo para obtencdo das velocidades (Veloc) no segmento V1. ldem,
subtracdo das laténcias dos potenciais corticais menos lombares, divisdo da distancia
(Dist) pelo tempo (PC — PL) para obtencéo das velocidades (Veloc) no segmento V2

Grupo IB

(sham) Pcaudal Plombar PL-PC Dist Veloc Pcortical Pcort-PL Dist Veloc
1 3,16 5,08 1,92 110 57,3 13,0 7,9 110,0 13,9
2 3,52 5,84 2,32 120 51,7 13,1 7,3 120,0 16,5
3 2,48 4,59 2,11 120 56,9 12,5 7,9 120,0 15,2
4 2,81 6,12 3,31 120 36,3 13,5 7,4 120,0 16,3
5 2,40 6,04 3,64 120 33,0 13,4 7,4 120,0 16,3
6 2,80 5,90 31 110 35,5 13,0 7,1 110,0 15,5
7 2,55 5,50 2,95 120 40,7 13,2 7,7 120,0 15,6
8 2,91 5,70 2,79 120 43,0 13,3 7,6 120,0 15,8
9 2,74 5,80 3,06 120 39,2 13,4 7,6 120,0 15,8
10 2,60 5,90 3,3 120 36,4 13,5 7,6 120,0 15,8

Média 2,80 5,65 2,85 118 43,0 13,2 17,8 118,0 14,2
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GRUPO I

A gastrectomia levou a grande mortalidade dos animais nas primeiras 3
a 4 semanas apos o procedimento. Membros da equipe e funcionarios do
Laboratério Experimental calculam que neste grupo morreram mais de 30
animais, de modo que estudos finalizados sé foram possiveis em 15.

Os dados dos grupo IA e IB permitiram inferir laténcias anormais de
potenciais corticais, aquelas com valores superiores a 14 milisegundos. A
maior anormalidade foi a ndo obtencdo dos potenciais corticais, que ocorreu
em 5 animais. Potenciais corticais com laténcias maiores que 15 milisegundos
foram observados em 3 animais. Assim, potenciais corticais anormais incidiram
em pelo menos 8/ 15 animais (53.3%).

A seguir, sdo fornecidos exemplos de alteracées dos potenciais corticais:
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Figura 15 — Animal 9, do Grupo Il. Potencial cortical anormal, com provavel inicio em
14 mSegq, final em 17 mSeg — setas (laténcia em 15.3 — 15.5 mSeg). A alteragéo
cortical coexiste com potenciais caudais e espinhais normais.
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Figura 16 — Animal 10, do Grupo Il. Potencial cortical anormal, ausente. N&o foi
possivel sua obtengcdo com duas séries de 200 promediagcbes cada. A alteracado
cortical coexiste com potenciais caudais e espinhais normais.
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Figura 17 — Animal 11, do Grupo Il. Potencial cortical anormal, ausente. N&o foi
possivel sua obtengdo com duas séries de 200 promediagbes cada. A alteracado
cortical coexiste com potenciais caudais e espinhais normais.



A tabela 3 resume os valores de laténcias dos potenciais caudais,

espinhais e corticais, e das velocidades de conducdo segmentares, dos 15

animais do Grupo Il

Tabela 3 — Valores médios dos potenciais caudais (Pcaudal), potenciais lombares
(Plombar), da subtracdo entre ambos os tempos (PL — Pcaudal), e divisdo da distancia
(Dist) pelo tempo para obtencdo das velocidades (Veloc) no segmento V1. ldem,
subtracdo das laténcias dos potenciais corticais menos lombares, divisdo da distancia
(Dist) pelo tempo (PC — PL) para obtencdo das velocidades (Veloc) no segmento V2.

Em azul, valores anormais. n.o. = potenciais néo obtidos
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Grupo Il

(Gastrectomia) Pcaudal Plombar PL-PC Dist Veloc Pcortical Pcort-PL  Dist  Veloc
1 2,68 4,92 2,24 110 49,11 13,0 8,08 110 13,61
2 2,96 5,32 2,36 110 46,61 12,6 7,28 110 15,10
3 2,76 5,48 2,72 110 40,44 12,4 6.92 110 15,89
4 2,36 4,68 2,32 110 47,41 14,0 9.32 110 11,80
5 2,84 5,76 2,92 110 37,67 12,7 6,94 110 15,80
6 2,84 5,64 2,80 120 42,86 12,1 6,50 120 18,40
7 3,12 6,24 3,12 120 38,46 12,0 5,76 120 20,83
8 2,60 5,68 3,08 120 38,96 15,4 9,72 120 12,34
9 3,08 5,24 2,16 110 50,93 15,3 10,06 110 10,93
10 2,24 4,40 2,16 100 46,30 n.o n.o 100 n.o
11 2,40 6,00 3,60 110 30,56 n.o n.o 110 n.o
12 2,76 6,08 3,32 110 33,13 n.o n.o 110 n.o
13 2,56 6,36 3,80 110 28,95 15,8 9,44 110 11,65
14 2,88 6,48 3,60 110 30,56 n.o n.o 110 n.o
15 3,56 5,76 2,20 110 50,00 n.o n.o 110 n.o

Média 2,78 5,60 2,83 111,33 40,80 13,53 2,47 111,33 14,63
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ESTUDO ESTATISTICO

PRIMEIRA PARTE

Estudo estatistico pelo teste “t” de Student para comparacdo entre 0s

segmentos V1 e V2 entre os grupos IA e IB:

Method Variances DF t Value Pr > |t|
Pooled Equal 18 0.28 0.7849
Satterthwaite Unequal 12.199 0.28 0.7864
Method Variances DF t Value Pr > |t|
Pooled Equal 18 -0.51 0.6179
Satterthwaite Unequal 11.491 -0.51 0.6213

— Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre
0os parametros V1 e V2 na comparacdo entre grupos IA e IB (p = 0,7864 e

0,6213, respectivamente).

Os grupos IA e IB foram entdo somados, para n = 20, como controles,
para o grupo gastrectomizado (Grupo Il). O grupo Il tem n = 10 porque em 5

animais os potenciais corticais ndo puderam ser obtidos.



Resultados

Comparacéo entre os segmentos V1 do grupo controle com o grupo

gastectomizado:

Method Variances DF t Value Pr > |t
Pooled Equal 33 -1.08 0.2890
Satterthwaite Unequal 28.481 -1.06 0.2974

44

— Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas

entre o parametro V1 na comparagado entre grupos controle e gastrectomizado

(p = 0,2890).



Resultados

Comparacéo entre os segmentos V2 do grupo controle com o grupo

gastectomizado:

Method Variances DF t Value Pr > |t
Pooled Equal 28 17.40 <.0001
Satterthwaite Unequal 9.3112 12.41 <.0001

45

— Foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o

parametro V2 na comparacdo entre grupos controle e gastrectomizado (p

menor que 0,0001).
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SEGUNDA PARTE

Estudo estatistico pela analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste

de Tukey, comparando-se os 3 grupos, IA, IB e ll:

Em relacéo a velocidade V1.

Source DF Type lllSS Mean Square FValue Pr>F
grupo 2 62.67142541 31.33571271 0.60 0.5548

Em relacdo a velocidade V2:

Source DF Type lllSS Mean Square FValue Pr>F
grupo 2 6531.644886 3265.822443 146.11 <.0001

— Novamente, auséncia de significancia estatistica para os parametros
V1 entre os 3 grupos, e valores significativos na comparagédo do parametro V2

entre o grupo gastrectomizado e os demais (p menor que 0,0001).
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V — DISCUSSAO
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Os trabalhos iniciais desta pesquisa foram precedidos por estudo piloto
apenas da gastrectomia, em 4 animais. Gastrectomias bem sucedidas s6 foram
possiveis pela grande experiéncia dos funcionarios do setor experimental, e
grande pericia e ajuda do colega docente da Disciplina de Gastrocirurgia,
habituado com o procedimento. Nas duas semanas seguintes as gastrectomias
iniciais observou-se emagrecimento por provavel desnutricdo, e surgiu a idéia
de suplementacado polivitaminica via oral, que resultou em bons resultados. A
suplementacdo polivitaminica aos gastrectomizados passou a evitar
emagrecimento e desnutricdo. Entretanto, a mortalidade apds gastrectomia em
ratos € muito alta. Como nédo foram feitas necropsias, desconhecemos a causa
da mortalidade alta. Além de essencial para sintese de DNA e respiracéo
celular mitocondrial, caréncia de B12 pode levar a doencas cardio-vasculares
(Kozyraki et al., 2013). Alguns de nossos animais aparentemente sofreram
morte subita. Nossa equipe e funcionarios do Laboratério Experimental
calcularam que foram perdidos mais de 30 animais, por 6bitos nos primeiros
dias do pds-operatério, ou nas primeiras duas ou trés semanas apos cirurgia.
Os oObitos por infecgbes, no grupo sham (IB), foram escassos. Assim, para
obtencdo dos 35 animais do final de estudo calcula-se que foram perdidos
cerca de 35 animais (infec¢des no grupo sham, e multiplos 6ébitos no Grupo ).

A metodologia ENMG, que aparentava ser facil no plano teorico,
apresentou-se dificil na pratica. Ocorriam variacdes de laténcias e amplitudes
de potenciais caudais, a medida que passava o tempo de anestesia, e, nos
meses de maio a julho os animais apresentavam resfriamento da cauda. Surgiu

entdo a ideia de manté-los aquecidos com bolsas de agua quente, o que
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resolveu o problema. Laténcias passaram a permanecer estadveis com o
decorrer do estudo de cada animal. Potenciais caudais foram obtidos
facilmente com aquecimento dos animais. Potenciais lombares requereram
promediacdes de 10 a 20 respostas, para ficarem nitidos, enquanto que 0s
potenciais corticais so6 ficaram nitidos com pelo menos 200 promediac¢des.

Comparando-se laténcias e velocidades dos segmentos V1 e V2, do
grupo controle e grupo sham, observaram-se resultados similares e
homogéneos. Nos testes estatisticos ndo ocorreram variacdes estatisticamente
significativas entre os diferentes parametros destes dois grupos. Tais
resultados eram esperados.

Sobre as reducfes estatisticamente significativas das velocidades do
segmento V2 dos ratos gastrectomizados, a literatura registra predominio das
alteracbes desmielinizantes e degenerativas, no homem, na caréncia de B12,
no segmento cervical (Maamar et al., 2006). Foi registrado aumento de sinal na
medula espinhal em 21 pacientes, e atrofia de medula espinhal em 6 (Misra et
al., 2007). O aumento de sinal em T-2, na regido cervical, com o “sinal do V
invertido”, é considerado tipico da afeccdo (Mankad et al.,, 2010), mas as
resolucdes dos equipamentos de ressonancia disponiveis em nosso meio nao
nos permitiram estudos de imagem nos ratos. Foram descritos quadros atipicos
e mais raros, no homem, como mielite transversa (Vanconcellos et al., 2002) e
sinal de Lhermitte (Teive et al., 2009). Na esclerose multipla e deficiéncia de
B12 dos seres humanos o sinal de Lhermitte esta relacionado a

desmielinizacfes do funiculo posterior da medula, que se mostrou alterado nos
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ratos deste trabalho, ja que as vias aferentes, dos impulsos elétricos aplicados
na cauda, chegam ao cortex por esta via anatémica.

Além dos estudos estatisticos, foram fornecidas descricdes de outros
tipos de anormalidades. Comparando-se 0s potenciais corticais normais, das
figuras 9 e 13, com o potencial cortical alterado, figura 15, a laténcia normal
estd em torno de 13 milisegundos, e a alterada em 15 milisegundos. Esta
diferenca, de 2 milisegundos, € aparentemente pequena porque estamos
acostumados com os membros longos do ser humano. Na perna humana
costumamos medir 60 a 70 centimetros no membro inferior, e 30 a 40
centimetros no membro superior, no Laboratério de ENMG. Entretanto, aqueles
2 milisegundos de retardo de laténcia, no comprimento do corpo do rato, é
significativo porque esta relacionado a uma distancia muito curta (para o total
do corpo). Em outras palavras, 2 milisegundos a mais, em relagdo ao tamanho
do rato, seriam equivalentes a grandes retardos de laténcias, de 6 a 8
milisegundos, para o homem. Outro tipo de anormalidade registrada foi
auséncia de potenciais corticais, coexistindo com potenciais caudais e
lombares presentes. Tais auséncias de potenciais corticais hdo ocorreram por
problemas técnicos, porque os potenciais caudais e lombares foram obtidos no
mesmo procedimento. Considerando-se 3 animais com potenciais corticais de
laténcias prolongadas, e outros 5 animais em que potenciais corticais nao
foram obtidos, chega-se ao numero de 8 / 15 (total de animais do grupo Il). Ou
seja, anormalidades da conducao central, pela medula espinhal alta, ocorreram

em 53,3% dos animais gastrectomizados.
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Experimentos recentes com técnicas de biologia molecular em neurdnios
de medula espinhal de camundongos indicam que a Vitamina B12 esta
relacionada a transportadores de membranas lisossomais e ao fator de
crescimento epidérmico (Mutti et al., 2013). Os mecanismos das lesdes da
mielina na deficiéncia de B12 sdo complexos, mas envolvem aumento do fator
de necrose tumoral (TNF-alfa), diminuicdo do fator de crescimento epidérmico
(FCE) e aumento de secrec¢ao dos prions normais (Scalabrino et al., 2013).

A importancia da Vitamina B12 na medicina moderna € crescente,
e motivou recentemente um Simpdsio Internacional Sobre Vitamina B12, em
Nancy, Franca, em 2013 (Guéant et al., 2013)

Pensamos que o modelo experimental descrito neste trabalho abre
amplas perspectivas de pesquisas terapéuticas, em laboratérios, com possiveis
aplicacdes futuras e possibilidades de eventuais beneficios, para seres

humanos.
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VI — CONCLUSOES
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— As velocidades de propagacdo dos impulsos nervosos na medula
espinhal baixa foram similares nos animais gastrectomizados em relagcao

aos controles;

— as velocidades de propagacdo dos impulsos nervosos na medula
espinhal alta mostraram-se alentecidas ou ausentes em 53,3 % dos

animais gastrectomizados;

— este modelo experimental mostrou alteracdes compativeis com o que se
conhece em humanos, ndo esta descrito na literatura e abre

perspectivas de pesquisas nesta area.
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ANEXO 1

Aprovacdo do projeto pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal

Comizséo te Elion om Experimentagso Animal

i O

Criacla alravés da Porlasia DR n° 30 de 260498

Certificado

Certificamos que o (Protecolo CEEA 949/2012) “Estudo experimental da esclerese combinada subaguda de medula”, a
ser conduzido por Mdrcia Maria Ferreira Lima, orientada pelo Prof. Dr. Luiz Ant8nio de Lima Resende, com a colaboragio de Lucilene Silva
Ruiz e Resende, Luiz Eduarde Naresse e Maria Aparecida Custédio Domingues, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagtio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA), com a ressalva de que os “ratos”
sdo provenientes de Biotério convencional, sem condicdes de atestar a Sanidade dos mesmos.

Projeto de Pesquisa aprovade em reunido da CEEA em 31/05/2012,

Puriyts baos—
Prof® Dr® Maria Rosa Bet Moraes Silva Alberto Santos Capelluppi
Presidente da CEEA Secretdrio da CEEA
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ANEXO 2

Solicitacdo de Mudancga de Orientador

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unes p * J0L10 DE MESQUITA FILHG"

Campus de Botucatu

Botucatu, 14 de maio de 2013

Ilmo. Sr.
Prof. Dr. Katashi Okoshi
Presidente do Comité no uso de animais

Prezado Sr:

Solicito a mudanca de orientador no I'rojeto
* Estudo experimental da esclerose combinada subaguda de medula” ,
anteriormente orientada pelo Prof. Adjunto Luiz Antonio de Lima
Resende e agora passara a ser pelo Prof. Dr. Marco Antonio Zanini.

Atenciosamente,

Profa. Marcia

Ciente, de acordo:

Moo | Zos

Prof. Dr. Marco Antonio Zanini

530 - B IR B HOLLY 30 AMTMD) DaEEE £ TETeT T

Faculdade de Medicina ge Botucatu = Deplo Neuralagia, Peicologia & Psigueatnia
Diistrito da Rubifio Jinics, sin CEF 18615-870 Boducaiu Sio0 Paulo Erasd
Tel 55 14 3880-1220 newro

Efmb.unesp.be
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ANEXO 3

Autorizacdo para mudanca de Orientador

2 Universidade Estadual Paulista

- CEm
Uﬂesp Faculdade de WMedicina de Botucatu C o

[Hstrito Ruhido Junior, s/n® - Botucatu — S P,

CEP: 18.618-870 Fa e
Fone: (14) 3BB0-16068/3880-1809 * i

g-mall secretaria capeliup@imb, unesp.br _

Comissio de Elica no Uso de Animals

3do de Medsin al

Botucatu, 17 de maio de 2013. Of. 14/13-CEUA

Tlustrissimo Senher

Prof. Dr. Marco Anténio Zanini

Departamente de Neurclogia, Psicologia e Psiquiatria da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Prof. Marco,

Com referéncia ao Projeto (Protocolo CEUA 949/2012) "Estude experimental da
esclerose combinade subaguda de medula®, conduzido por Mdrcia Maria Ferreira
Lima, informo que houve alteracdo de orientacio no mesmo, ficande na seguinte
confermidade:

Anterior: Prof. Dr. Luiz Anténioc de Lima Resende
Atual: Prof. Dr. Marco AntBnio Zanini

Atenciosamente,

.-'/ B l...‘.
A_- fd,u_g_
Prof. Dr. Katashi Okoshi

Presidente da CEUA
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Protocolo de submisséo do artigo para publicagdo na

Revista Acta Cirurgica Brasileira
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