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ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS DA DOENCA
DE PARKINSON

JAMES PITAGORAS DE MATTOS # — ALEXANDRE ALENCAR #%
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RESUMO — A andlise de cinco encéfalos humanos, guairo de pacientes parkinsonianos ¢ um
de controle, pela microscopia eletrdnica de transmissfio, evidenciou as seguintes mais fregilen.
tes alteracées: empobrecimento de fibrag nervosas, grande aumento do espago intersticial,
desintegracio do neurdpile e tumefacio e degeneracdo das mitoedndrias. Com excecio das
alteragbes mitocondriais, as demais ocorreram em todos os encéfalos dos parkinsonianos,
fato ndo observado no caso controle, o gue torna dificil atribui-las a fixacdo. Traduzem,
em Ultima andlise, a perda neuronal crénica. Houve, também, presenca de depdsitos amorfos
no interior das mitoeondrias, dos axonios, do citoplasma e do espaco intersticial,

Ultrastructural aspects of Parkinson’s disease.

SUMMARY — Brains from four parkinsenian patients and one control patient were analysed
by electron mieroscopy. The most consistent abnormal findings were nerve fibers rarefaction,
great interstitial space enlargement, neuropil disruption, mitochondrial tumefaction and dege-
nerative changes. These findings occurred regularly in the brain of parkingonian patients,
Furthermore, except for mitochondrial chahges, they were distinetively absent in the control
patient, and therefore cannot bhe attributed to technical problems. Contrarywise, they clearly
reflect chronic neuronal loss. Also noteworthy was the demonstrative of deposits of amorphous
substance into mitochondria, axons, cytoplasm and into the interstitial space.

Contrastando com a grande contribuicio que a microscopia optica forneceu aos
atuais conhecimentos neuropatolégicos sobre a doenca de Parkinson, poucos foram
os estudos ultra-estruturais realizados até o presente. Isto é compreensivel, pois, com
o advento da levodopa, que provocou radical mudanga no tratamento medicamentoso,
o interesse maior voltou-se para o aperfeicoamento farmacolégico da droga e para
a busca incessante de novos medicamentos. S0 ultimamente, com a diminui¢io do
entusiasmo terapéutico inicial, as pesguisas parecem mais preocupadas com ¢ obscuro
aspecto etiopatogénico. Duffy e Tennyson4, em 1965, foram os primeiros a relatar
a ultra-estrutura dos corpos de Lewy na substincia negra e no ‘locus coerulens’,
Chamaram a atenciio para o fato de estes serem compostos por material fibrilar e
granular. As fibras arranjam-se frouxa e radiadamente na zona externa e elementos
reunidos densamente compdem a parte central.  Ressaltaram que, apesar de estudos
morfolégicos elaborados, a sua origem era ainda desconhecida podendo ser resultado
de processo degenerativo unico dos neurdnios que contém melanina. Roy e Wolman 9,
em 1969, ndo encontraram qualquer arguments para inferir a contribuicio dos granulos
de melanina na formacgfo dos corpos de Lewy. Nesse mesmo ano, 0s mesmos autores 9
pesquisaram os aspectos ultra-estruturais dos corpos de Lewy, da ‘corpora amylacea’

Trabalho realizado no Institutoe de Neurologia Deolinde Couto da Universidade Federal
do Rio de Janeire (UFRJ) e no Departamentc de Virologia do Instituto de Microbiologia da
UFRJ: * Professor Adjunto e Doutor; ** Professor Adjunte e Chefe do Laboratério de Neu-
ropatologia. do INDC; #*** Técnica de nivel superior da FINEP; #*** Professor Adjunto de
Mierobiologia da UFRJ.

Dr. J. Pildgoras de Muattos — Av. Sdo Sebastido 165/101 — 22292 Rio de Janeiro RJ — Brasil.



Aspectos ulira-estruturads do doence de Poarkinson 131

¢ dos grinulos de melanina na substidncia negra do mesencéfalo de parkinsonianos.
Em relagdo ao primeiro — corpos de Lewy — confirmaram a composicdo das inclusées
intraneurais esféricas: material granular e fibrilar. J4 no que diz respeito a segunda

— ultra-estrutura da ‘corpora amylacea’ — descreveram suas diferengas com os corpos
de Lewy. O terceiro elemento estudado — a fina estrutura dos grénulos de mela-
nina — foi comparado aos dos individuos sem parkinsonismo. Excetuando-se a redu-

¢do em numero daqueles afetados pela doenca, nde se notou qualquer diferenca
estrutural pertinente. Em 1976, Forno e Norville 8 examinaram ao microscopio eletrd-
nico o corpo de Lewy no ganglio estrelado em autdpsias de § pacientes parkinsonianos.
Apontaram trés principais formas: a) corpos de Lewy com filamentos raros, seme-
lhantes aos do sistema nervoso central; b) corpos de Lewy granulares, nos processos
nervosos celulares; ¢) processos celulares anormais, repletos de material heterogéneo.
Watanabe e coli0, em 1977, incidentalmente encontraram corpos de Lewy na autépsia
de caso de parkinsenismo, assim como numerosas vesiculas coradas e densas, de 80
a 200 nm de didmetro, no pericarion do ‘locus coeruleus’. Estas eram particularmente
numerosas na vizinhanca dos corpos de Lewy. Na substincia negra, Forno 5, em 1981,
encontrou raros exemplos de fibras muito finas, ndo mielinizadas, que poderiam repre-
sentar ‘botdes axonais’, No ‘locus coerulens’, podem-se observar sinapses axosomaticas
nas células nervosas com os corpos de Lewy ou com a degeneracdo neurofibrilar.
Ainda no ‘locus coeruleus’, encontrou certos depdsitos amorfos no interior de mito-
condrias, em ceérebros de pessoas de meia idade e idosas, com ou sem parkinsonismo.
Descreveu como inclusfes ndo-membranosas, amorfas, preenchendo a matriz mitocon-
drial. Na oportunidade, os autores suspeitaram ser sua composicio de fosfolipidios.
Pelo fato de haver, em cada individuo, grande variacio normal na quantidade de
vesiculas nos terminais, Forno e Norville 6 questionaram o acamulo destas vesiculas
sinapticas na substidncia negra de parkinscnianos, pois poderia significar que as
vesiculas se acumulassem em ax6nios pré-terminais quando os elementos pos-sindpticos
degenerassem.

O presente estudo tem por objetivo analisar as alteraces ultra-estruturais em
quatro encéfalos de parkinsonianos e, desta forma, contribuir para a melhor compre-
ensdo dos seus obscuros fatores etiopatogénicos.

MATERIAL E METODOS

Em que pesa o esforge despendido para reunirmos ¢ maior namero possivel de material
humane, somente conseguimes quatro encéfalos de pacientes falecidos com a doenca de
Parkinson e um de controle. Todos procederam do Instituto de Neurclogia Deoclindo Couto
da UFRJ, correspondendo as autdpsias de numeros 411, 417, 426, 428 e 623. Todos eram do
sexo masculino, pertenciam ao grupo étnico branco, apresentavam a forma clinica tremulante
¢ experimentaram a eveolugdo lenta da enfermidade. Contavam com a média de idade de 54
anes, a idade de inicio da doenca tinha ocorrido em média aos 50 anos e o tempo de doen<a,
em média, era de 4 anos. Quanto ao tipo provavel de parkinsonismo, trés eram idiopiticos
e um vascular {(caso 3). Os quatro primeiros encéfalos estavam conservados em formal a
109 ha mais de 20 anos.

Para o estudo ultra-estrutural somente conseguimos utilizar, desde o inicie, o gluta-
raldeido a 29 para a fixacio, no encéfalo correspondente & autopsia de nimero 629, Retirade
6 horas apos o Obito, permitiu-nos, entdo, processéd-lo para a microscopia eletrdnica de acorde
com a5 normas modernas. A técnica de preparacio destas amostras hioldgicas obedeceu as
seguintes etapas: fixacdo, desidratacio, embebiclio e ineclusio, corte e coloracio ou contraste,

A técnica empregada constouz de imersio deo tecido na sclucdio fixadora, na temperatura
de 40C, por 60 min, A solucdo fixadora era composta de 1 ml de glutaraldeido a 2,5%, & ml
de cacodilato de sddio 0,02 M, 4 ml de agua destilada; pH da solugde T7,2. Dando prosse-
guimento, lavou-se o maferial em dzua destilada, duas vezes, durante 16 min. Com a finali-
dade de corar e de fixar o material, utilizamos o acetaty de uranila a 05% em solucio
aguosa, Deixou-se o material nesta solugdo por 15 min. Entic, lavou-ze uma uUltima vez
em dgua destilada, durante 10 min. A fim de remover gradualmente a égua livre do tecido
fixado, preferimos usar o Algool etilico, na seguinte seqliéncia: Adlcool a 50%, duas vezes,
durante 5 min; 4leocl & T0%, duas vezes, durante 5§ min; dlcovl a 95%, duas vezes, durante
10 min; Alcool a 100%, trés vezes, durante 10 min; resina — emblocado em resina Polylite.,
O3 sedimentos desidratados foram incluidos em cdpsulas de gelatina mantidag a B600C por
48 horas. Antes de serem submetidos A ultramicrotomia, produziram-se pirédmides, utilizan-
do-se o Pyramitome R LKE Bromma 1180). Os blocos foram cortados no ultramierétomo
Reichert, modelo 570, com navalha de vidre previamente preparada em ‘knife maker’ da
LKB, modelo 7800. De regra, trabalhamos com cortes na faixa de 80 a 90 nandmetros (600
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Fig. } — Eletronomicrografia. A e B (caso 5): Em A, mesencéfalo comservado e fizxado em
glutaraldeido a 2%, mostra-se grande destrwicdo do meurépilo; extraordindrio alargamento
do espag¢o intersticial (II, I ), presenga de lisossomas (LI, L ) e de grdnulos de lipo-
fuscina (LII‘sz’LfS’Lf) (38000X). Em B, mnicleo (N) celular bem conservado; cito-
plasma e organelas em desintegragdo; estrutura amorfa, aparentemente mo intersticio (I),
wregular, elétron-densa (seta) (12000X).
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a 900 3). Antes da ccloracio das amostras, estas foram lavadas com dcido nitrico a 1%,
em seguida, em agua destilada e colocadas nas grades pelo métode do ‘mergulho’. Para
aumentar o contraste das estruturas das amosiras, os cortes foram impregnados com solucio
de acetato de uranila a 1%, por 5 min, lavados em dlcool absoluto e impregnados, novamente,
com citrato de chumbo de Reynold; a seguir, lavados em dgua com gotas de hidrixido de

sidio e secog ao ar; prontas, procedeu-se 4 analise ao microscdpio de transmissdo Philips 301
(Philips Eidhoven Holland).

RESULTADOS

Preferimos dividir em 1irés grupos (mais freqiientes, menos freqiientes e estruturas
nio-identificadas) os resultados da analise dog encéfalos humanos, observados ag¢ microscépio
eletrébnico de transmiss@io, nas regides frontal, mesencefdlica e protuberancial.

As mais freqiientes e, provavelmente, de maior significado, foram: empobrecimento de
fibras nervosas:; grande aumento do espacgo intersticial; desintegracio do neurdpilo; tumefacdo
e degeneracéio das mitocondrias, algumas com inclusdes; tumefacio das cisternas do reticulo-
-endoplasméatico; desintegracido axonal e alteragbes na bainha de mielina (Figs. 1, 2, 3 e 4).

As menos freqiientes: fragmentacio da membrana nuclear; formacdes vesiculares de
srande volume: desintegragiio das citomembranas do corpo neuronal; roturaz das membranas
dos dendritos; dlsposicde em forma de ‘meio-lua’ da cromatina nuclear; wrofundas alteragdes
ne cilindro-eixo com rotura de suas membranas ¢ desintegragio do citoplasma e das organe-
las nucleares.

As estruturas nao-identificadas: corptsculo granular fortemente elétron-denso cercado por
halo c¢larp; ‘massa’ ou corpisculo granular com #dreas compactas; corpos granulares grossei-
ros; formacdes tubulares; aglomerade de substincia amorfa no citoplasma, has mitocéndrias
¢ ne espago extracelular (Figs. 3B e 4B).

COMENTARIOS

Do nosso material analisado pelo microscopio eletrénico de transmissao, constam
cinco encéfalos humanes. Destes, quatre sdo de pacientes parkinsonianos e um, de
caso controle, falecido em consegiiéncia de edema cerebral.  Os quatro primeiros
materiais (autdopsias de numetos 411, 417, 426 e 428) foram conservados, aproxima-
damente durante 20 anes, em formel a 109%; o outro (autdpsia de numero 629), fixado
em glutaraldeido a 2¢%, desde o inicio. Apesar de os quatro primeiros materiais
terem soirido, também, o processamento em glutaraldeido a 29, devemos, a seguir,
nos referir as possiveis e provaveis alteragoes encontradas como sendo atribuidas a
fixacao imicial pelo formol a 10%.

O caso 1 (controle) serviu de modelo para tracar a orientacdo basica frente
as alteragoes que iriamos, provavelmente, encontrar nos encéfalos de parkinsonianos.
Logo, a retracdo dos axdnios no interior das fibras, as alteracdes da bainha de
mielina, as mitocdndrias tirgidas, as distor¢des das citomembranas e a vacuolizagio
dos axonios nin foram valorizadas, sendo todas, presumivelmente, atribuidas a fixacio
pelo formol, ou mesmo ao edema cerebral gerado pela doenca basica. Por outro
lado, deve-se salientar a preservacido ou a pouca alteragdo de certas estruturas igual-
mente com a mesma fixacdo. Achamos, pois, de importincia significativa para ulte-
riores conclusdes comparativas, a populacio de fibras nervosas mielinizadas com os
axdnios bem censervados, a maior concentra¢io de fibras por unidade de superficie
e a relativa integridade do neurépilo e do espago intersticial, em que pese a mesma
fixagdo pelo formol a 107%.

O empobrecimento das fibras nervosas, o grande aumento do espago intersticial,
a desintegracio do neurdpilo e a tumefagao e degeneracio das mitocéndrias foram
consideradas como as mais freqiiéntes alteragdes encontradas nos quatro encéfalos de
parkinsonianos. Com exceco das alteracoes das mitocondrias, que 10g0 veremos, as
demais ocorreram em todos os encéfalos de parkinsonianos, fato nio obqervado no
caso controle, ¢ que torna dificit atribui-las a fixacdo. Traduzem, em altima anilise,
a perda neuronal cronica, ultimamente salientada por Barbeau1-3, Mann e Yates8 e
Kondo 7. Entre as altera¢des mitocondriais, afora tumefacdo e degeneragdo, desejamos
salientar, em particular, & encontro de Lertos depdsitos amorfos nos seus interiores
(lnLIUb{JBb mitocondriais).  Estes merecem destaque, embora somente muito tempo
depois tenhamos percebido que Forno5 ja os netificara no ‘locus coeruleus’ de pessoas
de meja-idade e idosas, com ou sem parkinsonismo. Descreveram como inclusbes nio-
membranosas, amorfas, preenchendo a matriz mitacondrial. Na oportunidade, os auto-
res suspeitaram ser sua composigio de fosfolipidios. Acrescente-se que estas inclusfes
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nio-membranosas e amorfas foram também por nos documentadas no interior dos
axOnios e no espaco intersticial (Fig.3B), o que ndo consta nas observagdes de
Forna s, A tumefagdo das cisternas do reticulo-endoplasmatico, a desintegracido axonal
e as alteragGes pa bainha de mielina foram atribuidas, mais facilmente, 2 fixacfio
pelo formol.

A fragmentagdo da membrana nuclear, as formagles vesiculosas de grande
volume, a desintegracio das citomembranas no corpo neuronal, a rotura da membrana
dos dendritos, a disposicdo em forma de ‘meia-lua’ da c¢romatina nuclear e as alte-
ragdes do cilindro-eixo com rotura das suas membranas, bem menos freqiientes, mesmo
nio tendo sido encontradas no caso controle, poderiam ser interpretadas, até que
se prove o contrdrio, como artefatos de técnica.

As alteracoes gue se seguem, e que ndo conseguimos identificar, foram igual-
mente julgadas importantes: corpisculo granular fortemente elétron-denso cercado por
hale claro, ‘massa’ ou corpisculo granular com areas compactas, corpasculo redondo
de dupla membrana, formagdes tubulares, grande depdsito homogéneo com particulas
disseminadas, particulas esféricas e os ja citados aglomerados de substiancia amorfa
nas mitocondrias, no citoplasma e no espago extracelular (Fig.3B). Acreditamos,
embora sem muita experiéncia, que estas (ltimas sejam inclusdes ndo-membranosas
e amorfas, descritas por Forno5, em 1981, no ‘locus coeruleus’ de pessoas de meja-
idade e idosas, parkinsonianas ou nio, interpretadas como compostas por fosfolipidios.
Como ja nos referimos, no entanto, Forno 5 somente chamou a atencdio para as inclu-
sies mitocondriais. Sendo sabidamente parcos os nossos conhecimentos atuais no
tocante as alteragdes ultra-estruturais no parkinsonismo, estas estruturas, quando iden-
tificadas, poderdo ser de alta relevancia.

Quanto ao caso referente & autopsia de numero 629, gostariamos de lembrar,
representou ¢ Gnico processado desde o inicio com glutaraldeido a 29, conforme
recomendam as modernas técnicas de microscopia eletronica. QO padrdo eletronomi-
crografico deste material nao se mostrou, entretanto, superior aos demais fixados
inicialmente com formaldeido; pelo contrario, apesar de o processamento correto se
ter iniciado 6 horas apds o dbito do paciente, a qualidade do material ndo se revelou
gratificante. Conseqiientemente, algumas das alteracies observadas e atribuidas inicial-
mente & fixa¢do pelo formol devem ficar, pelo menos por enquanto, como conjecturas.

Concluinde, as alteragoes ultra-estruturais encefdlicas na doenga de Parkinson
constaram, principalmente, de perda neuronal crénica, traduzidas por empobrecimento
das fibras nervosas, grande aumento do espaco intersticial, desintegracio do neurdpilo
e tumefagdo e degeneracdo das mitocéndrias. A andlise comparativa destas alterages
nao nos permitiu atribui-las 4 fixacdo pelo formol a 10%; outras, sim. E, ainda, um
conjunto de estruturas deixou de ser identificado. Por fim, observamos a presenca
de depdsitos amorfos, parecendo tratar-se de inclusdes no interior das mitocdndrias,
dos ax6nios, do citoplasma e do espago intersticial.
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