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ANALISE ULTRA-ESTRUTURAL DO LIQUIDO
CEFALORRAQUIANO DE PARKINSONIANOS

JAMES PITAGORAS DE MATTOS8 ¥ — ALEXANDRE ALENCAR *¢
ANGELA GONCQALVES DA SILVA #%%

RESUMO — Pelo método da coloracio negativa, o estudo ultra-estrutural do ligqUido cefalor-
raquiano, em 20 casos de parkinsonismo, mostrou presenca de estruturas hio-ldentificadas,
com conlizuracdes geométricas, em 30%. Consideradas como suspeitas de conterem particulas
virals, por guestio de método, néo levaram a dadns estatisticamente signiticativos se comparados
a incidéncia de mortalidade entre os animals de experimentacio. Artefatos ou nio, estas
estruturas merecem registro.

Ultrastructural cerebrospinal iluid analysis of parkinsonians.

SUMMARY — Ultrastructural cerebrospinal fluid of 20 parkinsonian patients examine] by
negative staining showed not recognizable strutures thought to be of viral origin in 6 cases
(30%). However, monrtality rate analysis failed to disclese significant differences hetween
the inoculated animals, Bither srtefact or not, such structures deserve to be reparted.

Um dos mais notiaveis e obvios fatores ambientais associados ao parkinsonismo,
até agora, foi encefalite viral, particularmente a letirgica. Apesar de a distingdo da
sindrome pds-encefalitica desenvolvida nos sobreviventes ndo ser propriamente a
doengg de Parkinson, sugeriu-se a idéia de que esta poderia ser de origem viral
Nos ultimos anos, sabemes que varios controles soroldgicos de parkinsonianos foram
realizados para comprovar titulos de anticorpos elevados de uma variedade de viroses
comuns. No entanto, nos testes sorologicos efetuados — influenza, herpes simples,
citomegalovirus, varicela-zéster, sarampo, rubéola, coxsackie, para-influenza, parotidite,
entre outros —- nenhuma prova sustentou a associagio com a doenca de Parkinson
ou, mesmo, com o parkinsonismo pos-encefalitico. s estudos soroldgicos podem,
contudo, falhar em mostrar a evidéncia de um virus defectivo, incompleto ou latente,
A luz da experiéncia com o Kuru e com a doenca de Creutzfeldt-Jacob, parece-nos
plausivel suspeitar de um agenie viral nio convencional como fator etioldégico. Tenta-
tivas para transmitir, similarmente, tanto a doenga de Parkinson como o parkinso-
nismo poés-encefalitico aos primatas, comp fizeram Gibbs e Gajdusek 2, no entanto,
fracassaram. A atraente hipotese de origem viral permanece, ainda, em face de
algumas experiéncias que a sustentam. Os resultados negativos, todavia, nio neces-
sariamente afastam a etiologia infecciosa. Talvez viroses inadequadas tenham sido
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estudadas ou, entdo, a sensibilidade das técnicas empregadas tenha sido insuficiente,
Apesar de a lista de viroses estudadas ser muito extensa, muitas outras permanecem
para consideragbes posteriores. Lamentavelmente, hd poucos indicios avaliados no
presente para guiar a selecio de agentes a serem examinados e é possivel que esteja
envolvido um virus ainda nao reconhecido. Presume-se, de acordo com Duvoisinl,
que um agente ndo convencional, incompleto ou defectivo persista em estado latente,
ndo replicante, e cause prematura morte ou “envelhecimento” dos neurbnios pigmen-
tados do tronco cerebral. Para Duvoisinl, a origem de um agente que preencha
com nitidez todos estes critérios apresenta enormes obstdculos.

QO escopo deste trabalho € contribuir para o esclarecimento etioldgico da doenga
de Parkinson, estudando,pelo métode da coloragdo negativa, o aspecto ultra-estrutural
do liguido cefalorraquiano (LCR) de 20 pacientes.

MATERIAL E METODOS

Utiiizamos, como material, o LCR de 20 pacientes parkinsonianos que serviu para o
estudo ultra-estrutural peln método da coloracdoe negativa., Dos 20 casos, 11 eram [emininos
e 9 masculinos: 17 eram brancos, dois pretos € um vparde: tinham a média de ldade de
60 anos e todos pertenciam ao tipo etioldrice idiopdtico.

Apds A retirada de 15 nil de LOR de cada paciente, estes foram acondictonados em
«freezer» a —200(. Para o estudo ultra-estrutural, concentramos este material em 156 vezes
do seu volume inicial em tubo de didlise de celulose, permeagdio de 12000 a 14000 (MW «cut
off»), com a ajudas de polietileno glicol 6000 (Zarbowax). Assim, ficamos com o volume
final concentrado de 1 ml. A seguir, utilizamos a coloraciio pelo &cido fosfotingstico a 2%
(PTA) e pelo silicotungatato de sédio a 26 (STS).

A técnica de preparo das grades obedeceu a seguinte ordenacéo: a) gotejamos g amostra
— uma gota de LLR — sobre a grade coberta ecom: coldodio e cearbonoe (grades carbonadas);
h) adicionamos uma gota de solucdo de PTA ou STS a 2%; ¢) esperamos de um a dols
min; d) lavamos as grades com papel de filtro tocando apenas em suas bordas, estando
assim prontag para a observagio ao microscopio eletrdnico de transmissdo. De cada caso
de parkinsonismo, preparamos uma grade com PTA e outra com STS.

RESULTADOS

O material proveniente de 20 casos de parkinsonismo revelou os seguintes resultados —
a) normal: 14 casos (70%) — o8 de nimeros 1, 2, 3, 5 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 17, 19
€ 20; b) suspeitos de conterem estruturas semelhantes as particulas virais: 6 casos (30%%) —
0% de nimeros 4, 6, 7, 8 16 e 18.

Os gque se mostraram alterados tém as seguintes descricbes: caso 4 — duas particulas
esféricas, envolvidas por dupla membrana espessa (Fig. 1): caso 6 — particula poliédrica
de contenido denso, com nitida separachAo entre o envoltério e a parte central (Fig. 2); caso
7 — particula esférica envolvida por membrana de duplo contorno,, eom espaco entre ¢ con-
teido e a membrana (Fig. 3); caso 8 — particula esférica envolvida por dupla membrana
e de contendo denso: ease 16 — estrutura tubular, enovelada, lembrando paramixovirus;
caso 18 — duas particulas esféricas densas, envolvidas por membrana espessa (Fig. 4.

Pelo fato de, surpreendentemente, termos encontrade 30% de casos suspeitos de conte-
rem estruturas semelhanies As particulas virais, em outre estudo comparamos a incidéncia
de mortalidade apdés inoculacdes intracerebrais de material do LCR em camundonges, sepa-
rando estes casng (0% — suspeitcs) dos ndo-suspeitos (70%). Os resultados mostraram

mortalidade proporcionalmente semelhante entre os dois grupos,
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Figs. 3 e 4 — Eletronomicrografias, pela técmica da colora¢do megativa, de LCR de parkinso-
nianos. Em 3, particula esférica envolvida por dupla membrana e de contendo denso
(114000X ). Em 4, duas particulas esféricas, densas, emvolvidas por membranas espessas
(151000 X ).
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COMENTARIOS

O estudo uitra-estrutural do LCR pelo método da coloragdc negativa, foi iniciado
com grande expectativa. Qs primeiros resultados despertaram-nos surpresas e, em
seguida, duvidas que persistiram até a conclusdo da pesquisa. Isto se deveu ao
encontro de clementos estranhos em nosso material, a despeitc dos tradicionais cuida-
dos contra a contaminagdo.

Examinados os 20 casos, 6 deles {(casos 4,6,7,8,16e 18) pareciam conter estru-
turas nao-identificadas, com configuragdes geométricas, que poderiam ser confundidas
com particulas virais, em alte grau de significado estatistico (309%) (Figs. 1,2,3¢e4).
Encarando estes achados com extrema cautela, como bem recomenda o método cien-
tifico, ficamos decepcionados com a quase total inexisténcia, na literatura consultada,
de estudos similares para que pudéssemos cotejd-los.

Em outro estudo, separamos os casos considerados como suspeitos e ndo-sus-
peitos de conterem estruturas estranhas no LCR. Em seguida, comparamos a inci-
déncia de mortalidade dos camundongos apds inoculagdes intracerebrais do material
do LCR de parkinsonianos. A experimenta¢fio ndo conduziu a dados estatisticamente
significativos, isto é, a incidéncia de mortalidade foi similar nos dois grupos de
animais. Concluimes que o achado destas estruturas com configurages geométricas,
embora nao-identificadas (artefatos ou nao de técnica), devem merecer registro.

Sabemos, com as observaghes de Timakov e Zuev3, do grande problema do
diagnostico laboratorial no que se refere ao isolamento do agente causal persistente.
A dificuldade surge porque os métodos laboratoriais, comumente usados para detectar
infecg¢es virais agudas, podem ndo ser aplicdveis a identificagio das mesmas viroses
quando estas causam processo infeccioso do tipo lento, particularmente nas doengas
neuroldgicas. Assim, em que pese a negatividade do estudo ultra-estrutural no LCR
de parkinsonianos, acreditamos, de acordo com a literatura, que a teoria da infeccéo
viral ndo pode ser, ainda, afastada em definitive.
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