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REDUCAC NA CONCENTRACAO DE GLICOSE NO CEREBRC DE
CAMUNDONGOS INOCULADOS COM LIQUIDO CEFALORRAQUIANO
DE PACIENTES COM ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA

J. M. GODOY # — M. SKACEL %% — J M. B. LIMA %% — C. M. ANDRADE #¥+%

RESUMC — Os auiores analisam, por técnica cromatogréifica, as concentracdes de glicose no
cérebro de camundongos inoculados com LCR de 4 pacientes com HLA  Foi encontrada
reducdc na concentracio do carboidrato no material estudado, sugerinde a presenga de fator
extrinseco veiculado pelo LCR.

Reduction in levels of glucose in the Dbrain of mice inoculated with CSF of patients with
amyotrophic Interal scleresis.

SUMMARY — Using chromatographic analysis the authors studied glucese concentration in
the brain of Swiss mice inoculated with CSF of four patients with amyotrophic lateral
sclerosis. They found reduction in the levels of glucose, sucggesling the existence of an
exogenous factor tmansfered by CSF,

Doenga do neurdnio motor {DNM) constitui grupo de enfermidades bem carac-
terizadas do ponto de vista clinico, Nio obstante certas discordancias quanto aos
limites nosologicos, a esclerose lateral amiotrdfica (ELA), sendo a entidade mais
importante do grupo, confunde-se, costumeiramente, com este. Apesar da relativa
facilidade na realiza¢do de seu diagnostico, os fatores desencadeadores e seu meca-
nismo etiopatogénico permanecem desconhecidos. Essa falha de conhecimento basico
se reflete na falta de qualquer tratamento racional para a DNM. A despeito da
existéncia de variantes infantis 25, juvenis1l, familiares4 e regionais8, a DNM ¢
caracteristicamente doenga do adulto, com predilegdo pelo sexo masculing e atingindo,
com maior freqiiéncia, pessoas a partir da quinta década de vida. Entretanto, os
autores tém observado dramatica reducdo na faixa etdria dos enfermos na cidade do
Rio de Janeiro. Nas ultimas décadas, busca-se, incessantemente, a causa da DNM.
Seguindo a linha de raciocinio defendida por Kurland,citado por Miiller e Hilgenstock 21
e de outros autores 2431 3 DNM seria um «complexo sindromico» de multiplas etio-
logias possiveis. Sdo as variantes esporadicas, citadas por Emery e Holloway4, que
poderiam ser provocadas por mecanismos distintos 20: infeccdes virais lentas; disturbios
;:ndf)crinos, metabdlicos ou téxicos; fenbmenos imunoldgices, para citar os mais impor-
antes.

Levando-se em conta o poder de «seducdo» da etiologia viral da ELA, neste
estudo sdo analisadas as concentragbes de glicose no cérebro de camundongos ino-
culados com liquido cefalorraquidiane (LCR) de 4 pacientes com a doenca.
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MATERIAL E METODOS

I. MATERIAL — (A} LCR: Foram colhidas amostras de LCR de 4 pacientes com
diagnostico de ELA ¢ acompanhadoes no Instituto de Neurologia Deolinde Couto (INDC-UFRJ).
As referidas amostras foram diluidas em solucio salina fosfrtade (PBS) » classificadas
conforme se segune: 8CM, registro no INDC 48710 (Bolucdio P1): CSR, registro no INDC 52732
(Solucio P2): LMA, registro no INDC 49611 (Solucio F3); JMPE, registre no INDC 50230
(Solugdo P4). (B) Animais: Foram utilizados 21 lotes de 6 camundongos suigos brancos,
recém-nascidos, procedentes do hiotéric do Ceniro Pan-Americano de Febre Aftosa (RJ).
(C) Solucgdes: A solucic de PBS foi preparada com a seguinte composicdo: NazHPO‘J (0,66 £);
NaCl (0.8 g): K.I-IZPO4 (0,14 £); igua destilada q.s.p. 1000 ml. Em sesuida. fol autoclavada
a 1200C durante 20 minutos e uytilizada para inoculagiio no grupo controle (Solucdo ).

T1. METODOS — (A) Inoculaciio: Dos 126 animais, 120 foram inoculados ne dia 0 (zero) por
via intracerebral, com dnse de 0,03 ml, conforme a seqiénceia a seguir — Lotes 1 a 4, inocu-
lados com a Solucdo C;Lotes 5 a 8 inoculados com a Solugde P1; Lotes 9 a 12, inoculados
com a Solucio F2; Lotes 13 a 16, inculados com s Solugio P3; Lotes 17 a 20, inoculados com
a2 Solugio P4. Os animais pertencentes ao lote 21 nio foram inoculados = fim de determinar
o nivel de gliccse padrio. (B) Colheita dos cérebros: Os eérebrog dos animais foram coleta-
dos apds sangria branca por puncio cardiaca, utilizando-se o método de abertura da calofa
craniana, Os animais foram sacrificados conforme o esgquema a seguir: Dia 7 (zero), Lote
21; 45 dia, Lotes 1, 5, 9. 13 e 17; 90 dia, Lotes 2, 6 10, 14 e 18; 135* dla, Lotes 3, 7, 11,
15 e 19; 1800 dia, Lotes 4, 8 12, 16 e 20. Apdés a coleta, os cérebros foram colocados
em banho de gelo até o inicio da extracino do carboidrato. (C) Exiracioc e dosagem de
glicose: Para extraclo e dosagem da glicose, seguimos o mélodo utilizado por Alviano
et al.1 e descrito em detalhe por Godoy 9.

RESULTADOS

Apds injecio das 21 mmostras no cromatdgrafo gasoso, cbtivemos s3 curvas de glicose
de cada solugdo. Aplicande o método j4 meneionado, chegamos a eoncentracdo do referido
agicar, constando seus wvalores absolutos (em mm de altura) da tabela 1.

Solugéo Dia  45¢ 900 1350 1800
C 0,63 7,82 0,77 0,02
Pl 0,60 1,90 1,05 1,82
rz 3,82 3.28 2,16 3.36
P3 6,40 1,14 1,81 3,90
P4 3,84 0,47 0,78 1,43
Tabela ! — Valores da glicose em mm de altura. Glicose Padrdo = 0,16.

Transportamos os valores pama papel milimetrado, utilizando o fater de multiplicagiio
2,6, j& que alguns acusaram indices abaixoe de 1 mm. € grafico foi mcntade comparando
as curvas de glicose das solucdes P1, P2, P3 e P4 com a solucio C (Fig. 1). Todas partem
da concentracdo de glicose padrio (tempo 0), obtida a partir dc¢ saerificio dos animais do
lote 21

COMENTARIOS

Mackenzie et al.1® detectaram aumento significative na concentragdo de deter-
minadas enzimas em tecido cerebral de camundengos infectados pelo agente do scrapie.
Conseqliente actimulo de material PAS-positivo foi demonstrado no cérebro e medula
espinhal dos animais. As enzimas descritas fazem parte do grupo das hidrolases
glicosidicas e incluiam a beta-glicuronidase, a N-acetil-beta-D glicosaminidase ¢ a
beta-galactosaminidase, Hunter 12 estudou inmimeras enzimas em tecido nervoso infec-
tado pelo scrapie, dividindo-as em trés grupos: (A) enzimas nio alteradas em suas
fungbes — neuraminidase, alia-glicosidase, beta-glicosidase, lipase, fosfolipase A, fos-
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fatase dcida, arilsulfatase A, arilsulfatase B e glicose 6-fosfate desidrogenase; (B)

enzimas com atividade aumentada no estdgio clinico da doenca — catepsina D, pro-
teinase dcida, beta-galactosidase e ribonuclease acida; (C) enzimas com atividade
aumentada no periodo de incubacio da enfermidade — desoxirribonuclease, hialuro-

nidase, alfa-fucosidase, alfa-manosidase, N-acetil-beta-D glicosaminidase, N-acetil-beta-D
galactosaminidase e befa-glicuronidase. As enzimas desoxirribonuclease, N-acetil-beta-D
glicosaminidase e N-acetil-beta-D galactosaminidase mostraram agio biologica anormal
na 8% semana apos a inoculagdo intracerebral do agente do scrapie, podendo atingir
valores duas a trés vezes acima dos normais no estigio clinico da moléstial2, Kim
et all3, observaram o mesmo fendmeno nos cérebros de hamsters inoculados com
tecido nervoso de enfermos com doenga de Creutzsfeldt-]akob (DCJ).
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Fig. 1 — Compueragio das curves de glicose das solugoes PI, P2,
P3 e P4 com a solugdo O

Com exceciio do resultado de alguns poucos estudos 7.16.32, todas as tentativas
experimentais de transmitir a ELA nfio obtiveram &xito. Contudo, segundo Pru_s1ner_26'28,
5 negatividade nas pesquisas nio descarta a participacdo de um Prion na etiologia da
doenga, jA que o periodo de incubagio do scrapie pode ultrapassar o tempo de
sobrevida de animais de laboratério3 ¢ nas encefalopatias espongiformes do homem
atinge até 30 anosb5.

A ligagdo entre a ELA e Prions advém da variante amiotrdfica da DCJ19.22.29,
bastante semelhante & primeira, com sinais de comprometimento dos motoneurdinios
superior e inferior e preservacio do sistema sensitivo. (ibbs e Gajdusek 8 a descre-
veram, salientando que a transmissdo para cobaias ndo é possivel nesses casos e que
o aspecto espongiforme, caracteristico, € raro. Em outros estudos é feita alusdo aos
ntesmos resultados 2228,  Reforcando as informagées mencionadas, é conhecido que em
alguns casos de DC] ndo existe vacuolizagio reconhecivel ac microscopio dptico 26.27
¢ que esta pode ser observada no neuraxe de pacientes com ELA217,

Em nossa experiéncia, encontramos redugio nas concentracdes de glicose no
eérebro dos camundongos inoculados com as 4 solugdes, especialmente no 90° dia apos
a ministragio do material.
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A presenca de um microrganismo, patogénico natural ou por contaminacdo, tam-
bém poderia determinar perfil similar. Entretanto, tal possibilidade fica descartada,
haja vista gue todos os animais apresentaram comportamento normal durante os 6
meses em que foi realizado ¢ estudo.

AlteragGes metabolicas nos motoneurénios alfa foram notadas apds sec¢do de
nervo periférico, particularmente ligadas aos carboidratos 4.  Aumento na atividade
da glicose 6-fosfato desidrogenase é observado durante o fendmeno de cromatélise
dos neurdnios motores 2. Porém, a acio biolégica exacerbada, que se inicia preco-
cemente, retorna ao nivel normal 30 dias apds o inicio do processo 10,152280  Em nosso
material, o consumo de glicose foi expressivo na faixa do 90* dia, afastando a hipo-
tese de cromatélise convencional

Desta forma, concluimos que algum fator desconhecido reduziu os niveis de
glicose nas amostras analisadas, fator este veiculado pelo LCR dos pacientes com ELA.
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