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RESUMO — Pe lo método da coloração negativa, o es tudo u l t r a - e s t ru tu ra l do l iqüido cefalor¬ 

raquiano, em 20 casos de park insonismo, mos t rou p resença de e s t r u t u r a s não-ident if icadas, 

com configurações geométr icas , em 30%. Consideradas como suspei tas de conterem par t í cu las 

virais, por ques tão de método, não levaram a dados es ta t i s t i camente significativos se comparados 

à incidência de mor ta l idade en t r e os an imais de exper imentação. Ar tefa tos ou não, es tas 

e s t ru tu ras merecem reg is t ro . 

Ultrastructural cerebrospinal fluid analysis of parkinsonians. 

SUMMARY — Ul t r a s t ruc tu r a l cerebrospinal fluid of 20 park inson ian pa t i en t s examined by 

negat ive s t a in ing shewed not recognizable s t r u t u r e s t hough t to b e of viral or ig in in 6 cases 

(30%). However , mor ta l i t y r a t e ana lys i s failed to disclose signif icant differences between 

the inoculated an imals . E i t he r a r te fac t or not, such s t ruc tu re s deserve to be repor ted . 

Um dos mais notáveis e óbvios fatores ambientais associados ao parkinsonismo, 
até agora, foi encefalite viral, part icularmente a letárgica. Apesar de a distinção da 
síndrome pós-encefalítica desenvolvida nos sobreviventes não ser propriamente a 
doença de Parkinson, sugeriu-se a idéia de que esta poderia ser de origem viral. 
iNos últimos anos, sabemos que vários controles sorológicos de parkinsonianos foram 
realizados para comprovar títulos de anticorpos elevados de uma variedade de viroses 
comuns. No entanto, nos testes sorológicos efetuados — influenza, herpes simples, 
citomegalovírus, varicela-zóster, sarampo, rubéola, coxsackie, para-influenza, parotidite, 
entre outros — nenhuma prova sustentou a associação com a doença de Parkinson 
ou, mesmo, com o parkinsonismo pós-encefalítico. Os estudos sorológicos podem, 
contudo, falhar em mostrar a evidência de um vírus defectivo, incompleto ou latente. 
À luz da experiência com o Kuru e com a doença de Creutzfeldt-Jacob, parece-nos 
plausível suspeitar de um agente viral não convencional como fator etiológico. Ten ta ­
tivas para transmitir, similarmente, tanto a doença de Parkinson como o parkinso­
nismo pós-encefalítico aos primatas, como fizeram Gibbs e G a j d u s e k 2 , no entanto, 
fracassaram. A at raente hipótese de origem viral permanece, ainda, em face de 
algumas experiências que a sustentam. Os resultados negativos, todavia, não neces­
sariamente afastam a etiologia infecciosa. Talvez viroses inadequadas tenham sido 
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es tudadas ou, então, a sensibilidade das técnicas empregadas tenha sido insuficiente. 

Apesar de a lista de viroses es tudadas ser muito extensa, muitas outras permanecem 

para considerações posteriores. Lamentavelmente, há poucos indícios avaliados no 

presente para guiar a seleção de agentes a serem examinados e é possível que esteja 

envolvido um vírus ainda não reconhecido. Presume-se, de acordo com Duvoisin i, 

que um agente não convencional, incompleto ou defectivo persista em estado latente, 

não replicante, e cause prematura morte ou "envelhecimento" dos neurônios pigmen-

tados do tronco cerebral. P a r a Duvoisin 1, a origem de um agente que preencha 

com nitidez todos estes critérios apresenta enormes obstáculos. 

O escopo deste t rabalho é contribuir pa ra o esclarecimento etiológico da doença 

de Parkinson, estudando.pelo método da coloração negativa, o aspecto ultra-estrutural 

do líquido cefalorraquiano (LCR) de 20 pacientes. 

M A T E R I A L E MÉTODOS 

Util izamos, como mater ia l , o LCR de 20 pacientes Darkinsonianos que serviu pa ra o 

es tudo u l t r a - e s t ru tu ra l pelo método da coloração negat iva . Dos 20 casos, 11 e ram femininos 

e 9 mascu l inos : 17 e ram brancos , dois pre tos e um p a r d o ; t i nham a média de idade de 

60 anos e todos per tenciam ao t ipo etiológico idiopático. 

Aoós a r e t i r ada de 15 mi de LCR de cada paciente, estes foram acondicionados em 

«freezer» a —20oC. P a r a o es tudo u l t r a - e s t ru tu ra l , concent ramos es te ma te r i a l em 15 vezes 

do seu volume inicial em tubo de diálise de celulose, pe rmeação de 12000 a 14000 (MW «cut 

off»), com a a i u d a de poliet i leno glicol 6000 (Carbowax) . Assim, ficamos com o volume 

final concent rado de 1 ml. A seguir , u t i l izamos a coloração pelo ácido fosfotúngstico a 2% 

(PTA) e pelo s i l ico tungsta to de sódio a 2% (STS) . 

A técnica de p reparo da s g rades obedeceu a seguin te o rdenação : a) gotejamos a amos t ra 

— u m a go ta d e LCR — sobre a g r a d e cober ta com colódio e carbono (g rades ca rbonadas ) ; 

b) adic ionamos u m a gota de solução de P T A ou STS a 2 % ; c) esperamos de um a dois 

min ; d) lavamos as g rades com papel de f i l t ro tocando apenas em suas bordas , es tando 

ass im p ron ta s p a r a a observação ao microscópio eletrônico de t r ansmissão . De cada caso 

de park insonismo, p r e p a r a m o s u m a grade com P T A e ou t r a com STS. 

RESULTADOS 

O mater ia l proveniente de 20 casos de pa rk inson i smo revelou os segu in tes resul tados — 

a) n o r m a l : 14 casos (70%) — os de números 1, 2, 3, 5, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 19 

e 20; b) suspei tos de conterem e s t r u t u r a s semelhan tes à s pa r t í cu l a s v i r a i s : 6 casos (30%) — 

os de números 4, 6, 7, 8, 16 e 18. 

Os que se m o s t r a r a m a l t e rados têm a s seguin tes descr ições : caso 4 — duas par t ículas 

esféricas, envolvidas por dup la m e m b r a n a espessa (F ig . 1 ) ; caso 6 — par t ícu la poliédrica 

de conteúdo denso, com ní t ida separação e n t r e o envol tór io e a p a r t e cent ra l (Fig . 2 ) ; caso 

7 — par t ícu la esférica envolvida por m e m b r a n a d e duplo contorno, , com espaço en t re o con­

teúdo e a m e m b r a n a (F ig . 3 ) ; caso 8 — par t í cu la esférica envolvida po r dup la m e m b r a n a 

e de conteúdo denso ; caso 16 — e s t r u t u r a tubu la r , enovelada, l embrando pa ramixov í rus ; 

caso 18 — d u a s par t í cu las esféricas densas , envolvidas po r m e m b r a n a espessa (Fig . 4). 

Pe lo fato de, su rp reenden temente , t e r m o s encont rado 30% de casos suspe i tos de conte­

rem e s t r u t u r a s semelhantes a s pa r t í cu la s virais , em out ro es tudo comparamos a incidência 

de mor t a l i dade após inoculações i n t r ace reb ra i s d e mate r i a l do LCR em camundongos , sepa­

rando es tes casos (30% — suspei tos) dos não-suspei tos (70%). Os resu l t ados mos t r a ram 

mor ta l idade proporc ionalmente semelhante en t re os dois g rupos . 







COMENTÁRIOS 

O estudo ultra-estrutural do LCR pelo método da coloração negativa, foi iniciado 
com grande expectativa. Os primeiros resultados despertaram-nos surpresas e, em 
seguida, dúvidas que persistiram até a conclusão da pesquisa. Isto se deveu ao 
encontro de elementos estranhos em nosso material, a despeito dos tradicionais cuida­
dos contra a contaminação. 

Examinados os 20 casos, 6 deles (casos 4, 6, 7, 8,16 e 18) pareciam conter estru­
turas não-identificadas, com configurações geométricas, que poderiam ser confundidas 
com partículas virais, em alto grau de significado estatístico (30%) (Figs. 1 ,2 ,3 e 4 ) . 
Encarando estes achados com extrema cautela, como bem recomenda o método cien­
tífico, ficamos decepcionados com a quase total inexistência, na l i teratura consultada, 
de estudos similares para que pudéssemos cotejá-los. 

Em outro estudo, separamos os casos considerados como suspeitos e não-sus-
peitos de conterem es t ru turas es t ranhas no LCR. Em seguida, comparamos a inci­
dência de mortalidade dos camundongos após inoculações intracerebrais do material 
do LCR de parkinsonianos. A experimentação não conduziu a dados estatisticamente 
significativos, isto é, a incidência de mortal idade foi similar nos dois grupos de 
animais. Concluímos que o achado destas es t ruturas com configurações geométricas, 
embora não-identificadas (ar tefatos ou não de técnica), devem merecer registro. 

Sabemos, com as observações de Timakov e Zuev 3, do grande problema do 
diagnóstico laboratorial no que se refere ao isolamento do agente causai persistente. 
A dificuldade surge porque os métodos laboratoriais , comumente usados para detectar 
infecções virais agudas , podem não ser aplicáveis à identificação das mesmas viroses 
quando estas causam processo infeccioso do tipo lento, part icularmente nas doenças 
neurológicas. Assim, em que pese a negatividade do estudo ultra-estrutural no LCR 
de parkinsonianos, acreditamos, de acordo com a l i teratura, que a teoria da infecção 
viral não pode ser, ainda, afas tada em definitivo. 
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