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Nos ultimos 20 anos tem-se observado crescente interesse pela relacio entre
virus e esclerose lateral amiotréfica (ELA). Isto decorre dos seguintes fatores:
descoberta da elevada incidéncia entre os nativos do grupo linguistico Chamorro
da ilha de Guam e na peninsula japonesa de Kii; a transmissio do Kuru e da
doengca de Creutzfeldt-Jakob; descoberta de estreita relacdo entre virus e algu-
mas doengas cronicas degenerativas do sistema nervoso. Contudo, ja em 1925,
Neri 10 questionava uma etiologia viral.

Os mecanismos patogénicos da infec¢do por virus sdo desde ha muito conhe-
cidos ¢ tém por base a complexa interagdo virus-hospedeiro 1,35,36,49, Qldstone
& col. 42 observaram em camundongos com infeccdo persistente por virus da
coriomeningite linfocitaria, disfungcdo especifica no mecanismo enzimético, levando
a alteracbes do tipo degenerativo que pode ser traduzida por uma doenca de
evolugdo crOnica limitada a um determinado sistema. Poderiamos citar hipote-
ticamente como modelos dessa enfermidade, a doenga de Parkinson (metabolis-
mo das dopaminas), esclerose em placas (disfuncdo metabdlica da oligodendro-
glia, interferindo com a formacgdo da bainha de mielina), esclerose lateral amio-
trofica (alteracoes degenerativas dos neurdénios motores das pontas anteriores
da medula espinhal e esclerose do cordido antero-lateral), e diabete (acometi-
mento das células B do pancreas).

O conceito de virus de agdo lenta foi introduzido por Bjorn Sigurdsson ¢
em 1954 e se aplicava a uma série de doencas cronicas degenerativas do carnei-
ro, das quais a mais importante é o “scrapie” 230, Este autor estabeleceu os
seguintes critérios para definir viroses de agdo lenta ou infecgdo por virus lento:
periodo de laténcia de meses ou anos; doenca cronica de curso prolongado e
mau prognostico; infeccdo limitada a um hospedeiro e lesbes anatomopatologi-
cas restritas a um 6rgdo ou sistema. Acrescentariamos auséncia de sinais infla-
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matorios e de resposta imunologica evidencidvel. Nessas formas de infecgio,
nem todos os postulados de Koch sdo satisfeitos 31.

A observagdo de Hardlow 25 quanto a semelhanca anatomopatoldogica entre
o Scrapie e o Kuru, levou Gajdusek e col. 10 a demonstrar a transmissibilidade
do Kuru para chimpanzés, tornando esta a primeira doenca humana provocada
por um virus de acdo lenta. Ulteriormente, Gajdusek e Gibbs12 e Gibbs e
Gajdusek 2% 22 fizeram outra importante descoberta demonstrando a etiologia
infecciosa da doenca de Creutzfeldt-Jakob (transmissdo para chimpanzés). Em
seguida, outros estudos em doengas cronicas degenerativas do sistema nervoso

foram feitos, na tentativa de descobrir uma relacdo com virus de agdo
lenta 6, 11, 13, 14, 15, 16, 23, 27, 48,

De acordo com alguns autores z 5, 6, 26, 29, 32, 33, podemos separar em dois
grupos as doengas provocadas por virus de acdo lenta: as comprovadas e as
suspeitas.

Assim sendo, dados mais recentes apontam a hipotese de ser a ELA de
origem viral (virus de acdo lenta) como vidvel, apesar de diversos pontos
obscuros necessitarem de melhor esclarecimento 19, 21, 24, 29, 34, 41, Nao podemos
esquecer a experiéncia pioneira de Neri4® que, acreditando numa etiologia
infecciosa, inoculou uma suspensdao de medula em coelhos, sem resultados posi-
tivos, experiéncia esta repetida por Zil’ber 52, utilizando macacos, apesar de
criticas ulteriores 7 28, com resultados positivos, isto é, os animais desenvolve-
ram ao cabo de trés anos, atrofia muscular progressiva e hiperreflexia, com
exame anatomopatologico similar aos pacientes.

Segundo Johnson 34, a ELA poderia ser considerada como representante de
infecgdo cronica por virus da poliomielite, uma espécie de infecgfio persistente.
Citamos ainda o trabalho de Lipton e Canto *" relativo a uma doenca seme-
lhante em camundongos. Froment¥%, Wimmer 3 e Ornsteen+?* mostram casos
de ELA relacionados com quadro pds-encefdlico. Austregésilo e Couto* obser-
varam sensivel aumento de doenca de Parkinson nas décadas de 30 e 40, suge-
rindo uma relagdo viral.

Gardner & col. 18 isolaram em camundongos, virus tipo C. Esses animais
tinham apresentado paralisia por lesio celular da ponta anterior. Esse virus
do tipo C (RNA) era do grupo Oncorna virus. Andrews e Gardner 3 observa-
ram em camundongos selvagens com sindrome paralitica, particulas virais de
virus tipo C. Este material foi transmitido por inoculagdo a outros animais que
desenvolveram quadro similar com caracteristicas de doenga degenerativa. Esse
virus tipo C foi encontrado por Viola+? em cércbros de pacientes de Guam.
Costa & col. 8 relataram os casos de dois irmios, um com leucemia e o outro
com amiotrofia espinhal progressiva, com indicios de infec¢do por virus tipo C,
grupo Oncorna. Esses achados ndo foram confirmados por Gardner e Hen-
derson 17,

Miiller e Hilgenstock 3 mostraram o isolamento de um virus do grupo
arbovirus (TbE complex) a partir do liquido cefalorraqueano (LCR) de um
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paciente com 38 anos. Utilizando o mesmo material, Poussepp e Rives 45 reali-
zaram estudo de inoculagdo em coelhos, sem resultados positivos. Ao examinar
fragmentos musculares com microscopio eletronico, Oshiro e col. 4¢ encontra-
ram particulas do grupo picornavirus. Wolfgram 51 mostrou que 50% dos soros
de pacientes com ELA apresentam toxicidade para células da ponta anterior da
medula (cultura de tecido em monocamadas). Recentemente tem-se pesquisado
a relagdo dos antigenos de histocompatibilidade (HLA) com a ELA, havendo
relatos de HLA-A3 ¢ HLA-BW35 aumentados.

MATERIAL E METODOS

N&o obstante outros autores terem utilizado fragmentos de encéfalo e/ou medula
para inoculacdo em animais, julgamos valida a inoculacio de LCR em camundongos
recém-nascidos. As tentativas de isolamento da amostra viral foram realizadas em LCR
de pacientes internados mo INDC/UFRJ, retirado por meio de puncéio lombar e acondi-
cionado assepticamente em cubas com gelo, levadas de imediato ao IM/UFRJ, onde eram
estocadas a -T00C. A inoculacfio foi feita em camundongos suicos brancos com 1 a 2
dias de idade, por via intracerebral, com o LCR diluido a 1/10, voiunme/volume, em
P.B.S. (salina fosfato tamponada), contendo albumina bovina fracdo V (Armour) a 0,75%,
antibioticos (penicilina e estreptomicina) e fungistdtico (fungizona). A dose foi dc 0,02
ml, usando-se seringa B.D. Champion de 1/4 ml e agulha de 0,56 xb.

Um grupo de animais com as mesmas condi¢ées foi inoculado com material idéntico
¢ sem 0 LCR, na mesma dose e pela mesma via, a fim de serviremi de grupo controle.

Os animais inoculados com LCR, foram observados por um periodo de 10 dias.
Neste periodo, 038 que apresentavam alteragfes (paralisias) foram sacrificados, cule-
tando-se o cérebro para passagens ulteriores. Os que ndo apresentaram tais alteracoes
foram igualmente sacrificados e coletados cérebros para as pussagens cegas.

Os cérebros foram estocados a -70vC e no momento de uso foram diluidos a 10%
(peso/volume) em PBS/albumina a 0,756%, antibioticos e fungistditico. Em scguida, foram
triturados em Ten Broeck (triturador de vidro) evitando-se os triturados de alta rotacio
dado o risco de formacfio de aeroséis. A suspensfio obtida foi centrifugada a 8000 x g,
durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi estocado a -700C.

Os animais controle (seis para cada grupo inoculado nas 26 passagens), foram obser-
vados de rotina, sem constatacio de qualquer arormalidade.

Para melhores esclarecimentos sobre o preparo de cauda solucdo vide Lima i,

RESULTADOS

Foram, pois, inoculados 704 animais com material proveniente de 9 pacientes. O LCR
foi o preferido devido as dificuldades de se conseguir necrépsias em nosso meio.

Consideramos como resultados positives mudancas no comportamento motor dos
animais: dificuldade em se locomoverem e se equilibrarem (paralisias) comparados com
08 do grupo controle. Aqueles que apresentavam resultados positivos eram sacrificados.
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Destes, retiravam-se fragmentos de cérebros que eram utilizados em parte para estudos
histolégicos e ultraestruturais ¢, em parte, para novas reinoculacdes.

Conforme pode ser observado na tabela 1, os casos de namero 1, 2, 6, 7 e 9 mostra-
ram positividade na primeira passagem. A resposta nf#io foi quantitativamente positiva
para todos, sendo expressa em niumeros de camundongos acometidos de alteracfio mo-
tora logo ap6s o teste (inoculagdio). Desse modo, por exemplo, no caso 1 foram inocula-
dos 36 camundongos, tendo 23 apresentado sinais de acometimento motor (63,89). Na
segunda e terceira passagens, apenas os casos 1 e 6 demonstraram positividade, sendo
que 08 demais foram negativos. O caso 9, por motivos de ordem material, ficou somente
com a primeira passagem (o estudo desse e outros casos estd em andamento). Somente
no caso 1 fol feita a quarta passagem com positividade: 10 dos 30 camundongos inocula-
dos, apresentsram positividade (83,39%). N&o nos parece haver diividas quanto A expres-
sividade dos casos 1 e 6. Nada observamos nos animais de controle que merecesse
qualquer referéncia.

Foram realizados estudos pela miecroscopia 6tica e eletrdnica nos tecidos nervoso e
muscular dos animais com resultados positivos, os quais ainda n#io nos permitem
coniclusdes.

COMENTARTOS

A inoculacdo de LCR de pacientes com ELA em camundongos recém-natos,
com a finalidade de isolamento viral, nido apresentou resultados conclusivos.
Dos 9 pacientes estudados, somente os casos 1 e 6 apresentaram dados signifi-
cantes, tendo sido obtido resultados objetivos até a terceira e quarta passagens
(Tabela 1). Os casos 1 e 6 referem-se a pacientes jovens, de 38 e 28 anos de
idade, com a forma bulbar evoluindo no caso 1 em um ano.

Em virologia, a partir da terceira passagem, considera-se o resultado posi-
tivo como significativo. Porém, com os dados por nés obtidos, podemos apenas
supor a existéncia de um fator de natureza desconhecida capaz de ser transmi-
tido para animais de experimentacdo. Devemos lembrar que Johnson sugere que
“... a ndo demonstracdo de virus ni3o afasta a possibilidade da etiologia viral”.

A demonstra¢do da transmissibilidade da doen¢a de Creutzfeldt-]Jakob e do
Kuru sem que se encontrasse qualquer agente responsdvel pela transmissio
dessas doencas, mostrou que a transmissibilidade tornou-se a principal evidéncia
de doencas infecciosas deste tipo, o que torna nossos resultados significativos,
apesar de ndo obtermos o isolamento de qualquer agente.

Apoiando-se nos critérios de Sigurdsson sobre a infecgio por virus de acio
lenta, nos dados epidemiologicos de Kurland sobre os casos de Guam e Kii, na
demonstragdo da natureza infecciosa das doengas de Creutzfeldt-jakob e do
Kuru, em estudos virolégicos e imonologicos referentes ao aumento de HLA-A3,
admitimos fortes evidéncias favoraveis a hipotese infecciosa (virus de agido lenta)
da ELA.
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RESUMO

Sao estudados os efeitos da inoculagido de liquido cefalorraqueano de pacien-
tes com ELA em camundongos recém-natos (via intracerebral). Os autores
discutem os resultados encontrados, bem como a hipotese da ELA ser de natu-
reza infecciosa (doenca causada por virus de acido lenta).

SITMMARY
Viral studies in patients with amyotrophic lateral sclerosis

The effects of intracerebral inoculation of cerebrospinal fluid in mice from
9 patients with amyotrophic lateral sclerosis are reported. There were 704
animals inoculated. The results were considered positives when the animals
presented difficults in walking and equilibrating. Cases 1, 2, 6, 7 and 9 were
positives in first passage. In case 1, the positivity was reached from first to
fourth passage and in case 6, to third passage. At sight of this results, the
possibility of that disease to be caused vy slow-virus is discussed.
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