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RESULTADOS DAS INOCULACQOES INTRACEREBRAIS DE LIQUIDO
CEFALORRAQUIANO DE PARKINSONIANOS EM
ANIMAIS DE EXPERIMENTAQOES
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RESUMO — Ap6s as Inoculacdes intracerebrals de liguido cefalorraguiane de pacienies
parkinsonianos em 720 camundongos, no periode de observacliio de 48 semanas, ocorreram
157 mortes de animais (21,8%): 76(31%) na primeira passagem, 41(17%) na segunda e
40(16%) na terceira. A incidéncia de mortalidade mostrou-se gignificativa, mals marcante
na primeira passagem e nas 7 primeiras semanas nas trés passagens, Tumelacdo, desinte-
gracdo dns dendritos e edema das expansdes nervosas constituiram os mals valorizados
achados ultra-estruturais nos cérebros dos camundongos examinados.

Results of intracerebral inoculations of parkinsonian's cerebrospinal fluid in animals,

SUMMARY -- Intracerebral incculation of parkinsonnian’s cerebrospingl fluid were carred
out in 720 mice, under strict observation during 48 weeks, The inoculations led to a
mortality rate of 167 mice (21.8%), being 3% (76} in the first, 17% (41) In the second,
and 16% (40} after the third one. High mortality rates occurred, most prevalent in the
first inoculation and during the first 7 weeks. Dendrite tumefaction and desintegration
as well as nerve cell swelling were the ultrastructural changes observed in the braln of mice.

A despeito do grande avango ultimamente observade nas modernas técnicas
de investigacdo da doenga de Parkinson, a origem da enfermidade ainda constitui
um mistério,

Com o objetivo de contribuir para o seu estudo etiologico, idealizamos a linha
de pesquisa que constou da inoculagdpo de liquido cefalorraquiano (LCR) em animais
de experimentacio para, ulteriormente, serem analisadas a incidéncia de mortalidade
e as alteragdes ultra-estruturais nestes animais.

MATERIAL E METODOS

Do nosso material constam os seguintes elementus: a) I.CR de 20 pacientes parkinso-
nianos para inoculaciio intracerebral em camundongos recém-nascidos; b) 10 encéfalos de
camundongos adultos selecionados para o estudo ultra-estrutural; em 9 inoculamos LCR de pa-
cientes parkinsonianos € em um, de controle, solucfio tampido-fosfato (PBS).

As inoculacies em animais de experimentacio obedeceram & seguinte ordem: 1, Utilt-
zando seringa hipodérmica injetamos 0,02 ml de LCR, de 20 pacientes parkinsonianos, diluido
a 1/6 em soluclio tampiio-fosfato (PES), pH 7,2, estéril, por via Intracerebral, em 12 camun-
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dongos recém-nascidos para cada caso (18 passagem). 2. Apds uma semana, para cada um
dos 20 casos, coletamos o cérebro de um animal da 1¢* passagem; este foi macerado em Ten
Brocken, estéril, sob refrigeracio, na proporcade de 1/6 (p/v), em PBS estéril, pH 7.2. Em
segpuida, 08 macerados foramn suimelides, durante 60 min, a centrifugacio a 10000 r.p.m.,
em aparelho BECKMAN, modelo J-21B, rotor JA-21 (8000 Xg). TInietamos 0,02 m! do scbre-
nadante, por via intracerebral, em outros 12 cammundongos recém-nascidos para cada caso
(2¢+ passagem). 3. Apds outra semana, para cada um dos 20 casos, selecionamos o cérebro de
um animal da 2+ passagem e, seguindo-ze a mesma técnica, procedemos a A% passagem. Nas
trés passagens, todos o8 animais de experimentagio foram colocados em cobservacho durante
48 semanas. Ao final desse periodo esludamos a incidéncia de mortalidade ocorrida e reaii-
zamos o estudo ultra-estrutural em alguns camundongos adultos.

Para o estudo ultra-egtrutural, selecionamos apenas nove (720 incculados) dos que sobre-
viveram apds decortido o periodo de um anp. A selecio obedeceu a certos critérios, tais
como 0 estado e o comportaments dps mesmos, assim como os resultados da coloragio nega-
tiva também realizada. De cada passagem, escolbemos trés camundongos referentes aos
casos de pacientes parkinsonianos, assim distribuidos: 1. da primeira passagem: referentes
aog casps B, 11 e 15; 2. da sepunda vassagem: referentes daos casos 6§, 10 e 12; 3. da terceira
passagem: referentes ars casvs 3, 19 e 20.

O camundongzo controle, inoculade ecom 0,02 ml Ce soluciio tampdo-fosfato (PBS), taribém
ficou em observacdo por um periodo de um ano.

Quanto aos 20 pacientes parkinsonianos, 11 ercin {felnininos e 9 masculinos; 17 cram
brancos, dois pretos e um pardo; contavam com a média de idade de 60 anos e todos
pertenciam ac tipo etioldégico idiopdtico.

O processamento dos cérebros dos camundongos inoculados realizou-se de acorde com
as normas meodernas para u observacio de amostras biolégicas em microscdpio eletrdnico
de transmissBo: fixados Inicialmente em glutaraideido a 2¢, desidratados em 4dlcool etilico,
incluides em c4psulas de eelatina, cortados com navalha de vidro no ultramicrétemo REI-
CHERT e corados em solucdo de acetalo de vranila a 1%.

RESULTADOS

Dividiremns a apresentacio dos resultados analisando a incidéncisa de mortalidade dos
animais de experimentacio e o estudo ultra-estrutural doa cérebros de camundongos apés
inoculacdes de LCR de parkinsonianos ou do sobrenadante de cérebros obtidos dos animais
adultos da 1» e da 2¢ passagens.

1. Incidéncia de mortalidade — 1a) Mortalidade observada na populacdo de camundon-
gus, no perfodo de um anc, apds inoculacdo intracerebral de LCR de paclentes parkinsonianos
(I+ passagem): do total de 240 camundongos inoculados, correspondentes aos 20 casos de
parkinsonisme, chservamos 76 mortes (31%) nas mais variadas semanas; ne entanto, 32 destas
(43%) ocorreram nas 7 primeirag semanas (Fig, L1 e Tabela 1). 1b) Mortalidade observada
na povulacio de camundongos, no perindn de um ang, apds inoculacdo intracerebral do
sobrenadante de cérebros obtides de animais adultos da 3% passagem (24 passagem): do total
de 240 camundongos inoculados, referentes aos 20 casos de parkinsonismo, wobgervamos 41
mortes (17%) nas mais variadas semanas; porém, 18 destas (43%) ocorreram nas 7 primeiras
semanas (Fiz, 1.2 e Tabela 1}, 1¢) Mortalidade observada na populacio de camundongos,
ne periodo de wm ann, apbdg inoculaclic intracerebral do sobrenadante de cérebros obtidos
dos aunimais adultos da 2 passagem (3% passagerm): do total de 240 camundongos inoculados,
relativos aos 20 casos de parkinsonismo, ohservamos 40 mortes (16%) nas mais variadas sema-
nas, sendo que 25 destas (629) ocorreram nas 7 primeiras semanas (Fig. 1.3 e Tabela 1).

2. Estudo ultra-estrutural de cérebros de camundongos apds inoculacdes de LCR de
varkinsonianos — 2a) Resultados no zrupe controle: apds inoculacdes intracerebrais de tam-
pao-fosfato (PBS) em 12 ecamundoirgos, feitas um ano antes, o3 cortea correspondentes ao
tobo temporal e ao tronco cerebral mostraram: alargamento do espace intersticial, mitocon-
drias de grande porte, predominancia das fibras nervosas amiclinlcas sobre as mielinicas
(Fig. 2.1}, 2b) Resultados no grupo inoculade com LCIt ¢u com o sobrenadante de cérebros
obtidos dos animais adultos da 15 e da 2% passagens: os cortes correspondentes ao lobo
temporal e an troneo cerebral de 9 animais previamente selecionados evidenciaram alarga-
mento do espacn intersticial, alleruwcdes mitucondriuis tais como tumefaclio e desintegracio
de suas cristas, alteracées nos dendrites tais come tumefacio e desintegraciio, expansdes
nervosad edemaciadas (Fig, 2.2).
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Reazultados nas 48 semanas Mortalidade
Passagens Incculados Mortos o 48 Sem 7 Primeiras Sem %
1 240 78 31 76 31 43
20 240 41 17 41 18 43
3o 240 40 16 40 25 62
Totais 720 157 22 157 76 49

Tabela 1 — Incidéncia de wmorlalidode global dos camundongos, nas diferemles passagens,
apbs 720 inoculagdes intracerebreis de LCR de parkinsonianos ou do sobrenadante de
cérebros obtidos de animais aedultos. Sem, semanas.
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¥ intracerebral, em camundongos recém-natos,
g *1 com LCR de pacientes parkinsonienos; inci-
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COMENTARIOS

Inicialmente, gostariamos de chamar a atencdo para a andlise da incidéncia de
mortalidade nos animais de experimentacido, apos inoculagdo intracerebral de LCR ou
do sobrenadante de cérebros obtidos de animais adultos da 12 e da 2* passagens,
andlise esta observada independentemente das condigbes a que 0s animais estavam
submetidos. O ntmero de camundongos mortos significou o niimero de camundongos
“encontrados mortos” ou em estado agdnico, no periodo de observacio de 48 sema-
nas. Em que pesem os cuidados com estes animais em colbnias, sabemos que ocorrem
mortes que ndo guardam relagdio com as inoculagdes e que sio devidas as condigdes
ambientais desfavoraveis, tais como: frio, calor, fome, sede e agressdes, entre outras.
Por outro lado, atenfe-se, também, para certas enfermidades que cotmumente cursam
em animais submetidos a encarceramentos, isto é: micoses e adenocarcinomas mama-
rios. A mortalidade observada nao significon, pois, necessariamente, conseqiiéncia das
inoculagdes intracerebrais. Os eventos comprometeram em parte, obviamente, o valor
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Fig. 2 — Em 1, eletronomicrografia de cérebro de camundomgo, fixado em glutaraldeido,
sacrificado apbs inoculacdo imtracerebral de solugdo tampdo-fosfato, um ano antes; corte
correspondente ao lobo temporal: dendritos e axbnios terminais (A t) com vesiculas sindp-

como mitocéndria (M) de grande porte, alargamento do espago inters-

ticas (V ), i
8
Em 2, eletronomicrografia de cérebro de camundongo adulto, fixado em

ticial (57000 ).
glutaraldeido, sacrificado 45 dias apés inmoculagdo imtracerebral de LCR de parkinsomiano;

corte correspondente ao lobo temporal: véem-se mo neurépilo, dendritos bem conservados
e, outros (D,’ D - D:), altenados, como em processo de desintegragdo (228000X ).
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da andlise de mortalidade dos animais. Assim, dos 720 camundongos inoculados,
157 (229%), morreram: 76 (31%) na primeira passagem, 41 (17%) na segunda, e
40 (16%) na terceira (Tabela 1). Acrescente-se que o tempo médio de vida dos
camundongos brancos suicos, utilizados nesta pesquisa é de, aproximadamente, dois
anos (96 semanas). No grupo controle de camundongos, no qual fizemos inoculagies
intracerebrais com solugiio tampio-fosfato (PBS), ndo houve mortes, o que demonstra
certa importancia, a despeito das adversidades apontadas.

Consideramos oportuno analisar a mortalidade dos camundongos ocorrida nas
7 primeiras semanas que se seguiram as inoculagdes intracerebrais. O que nos chamou
a aten¢do, particularmente, foi o fato de a grande mortalidade observada na primeira
passagem (43%) ter-se mantido na segunda (43%) e aumentado na terceira (62<%).
Na primeira, esta poderia ter sido determinada por fator toxico-alérgico do LCR. No
entanto, nas inoculagdes subseqiiéntes — processadas com suspensdes de cérebros de
animais adultos — esta ndo poderia ter sido atribuida a fatores toxico-alérgicos e,
sim, ao aumento da viruléncia pela possivel presenca de agente infeccioso (?) des-
conhecido. Por iiltimo, lamentamos profundamente a inexisténcia, na literatura consul-
tada, de dados que pudessem ser cotejados com 08 nNossos.

No que se refere ao estudo ultra-estrutural de cérebros de camundongos {(grupo
controle e grupo inoculade com LCR de parkinsonianos), ndo valorizamos o encontro
das alteragoes mitocondriais e do alargamento do espago intersticial, visto terem
ocorrido em ambos os grupos. Todavia, a tumefacdo e a desintegracio dos dendritos,
assim como o edema das expansdes nervosas, além de mais expressivas, somente
ocorreram no grupo inoculade com LCR ou com o sobrenadante de cérebros de
animais. Infelizmente, também ndo encontramos para este ensaio, na literatura, estudo
similar que servisse de confronto com o0s nossos resultados, a ndo ser o de Gibbs
e (Gajdusekl que, em 1982, demonstrara a falha da transmissdo primaria da doenga
de Parkinson para vdrios animais, apés inoculacies de tecidos de autdpsias de (2
pacientes.
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