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DIAGNOSTICO PRECOCE DA LEPTOSPIROSE POR DEMONSTRAQAO DE ANTIGENOS
ATRAVES DE EXAME IMUNO- HISTOQUIMICO EM MUSCULO DA PANTURRILHA.

David Everson UIP (1), Vicente AMATO NETO (1) & Maria Seixas DUARTE (2).

RESUMO

As dificuldades para estabelecer diagnéstico precoce ¢ de certeza da leptospirose
levaram-nos a analisar as alteragGes histopatolgicds do misculo gastrocnémio e avaliar,
originalmente, a utilidade de método imuno-histoquimico, da peroxidase-antiperoxidase,
quando desejada a demonstra¢fio do espiroquetideo e de seus produtos no referido tecido.

O estudo histopatolégico de bidpsias da panturrilha configurou quadro de miosite,
caracterizado pela correlagio entre o infiltrado inflamatério intersticial e as anormalidades
degenerativo-necréticas das fibras musculares. As lesdes foram consideradas minimas em
69,45% dos pacientes, moderadas em 19,45% e intensas em 5,55%, estando ausentes nos
demais. Por seu turno, o método imuno-histoquimico enzimdtico identificou antigeno
leptospirético em 94,45%, configurando resultado muito expressivo.
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lo da panturrilha.

INTRODUCAO

Alteragdes histopatol()gicas da musculatura da
panturriltha, concernentes 2 leptospirose, comega-
ram a ser procuradas através de BEITZKJE® e
PICK®¥, que encontraram focos de hemorragia e
degenerag3o parcial das fibras. JEGHERS et al.¢®
estudaram de maneira sistematica as anormalida-
des musculares presentes na esquiroquetose em
apreco e a avaliagio microscopica demonstrou a
existéncia de necrose em poucas fibras, ao lado de
acimulo local das células mononucleares e
plasmiticas, com leucdcitos polimorfonucleares
ocasionalmente. As fibras degeneradas estavam
fragmentadas em massas arredondadas hialinas,
ocorrendo restos celulares basofilicos ¢
multinucleac¢fio do sarcolema, além da presenga de
vacuolizagfio ¢ hemorragia.

SHELDON®?, concluiu que as lesdes muscu-
lares poderiam ser consideradas tipicas e sugeriu
ser a biépsia do miisculo da panturrilha qtil para o

diagnéstico da doenga de Weil.

Segundo GUEDES E SILVA et al.®, com
base em 16 casos, tem lugar sobretudo infiltragdo
hemorrédgica dos focos necréticos ¢ do intersticio,
necrose focal da fibra muscular e escassa reagio
inflamatéria.

Quanto a fase aguda da doenga, SADDY et
al."® demonstraram recorrendo a materiais de 14
pacientes, a constincia das lesdes parenquimatosas,
as quais variaram desde a simples tumefagio turva
até a necrose com ruptura das fibras.

PEREIRA DA SILVA®, destacou que o dis-
tirbio histopatolégico fundamental do misculo
gastrocnémio correspondeu A necrose multifocal
da fibra, acompanhada de infiltragio hemorragica.
Considerou DUARTE®™, como dano bisico, o
comprometimento segmentar das miofibrilas, com
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topografia multifocal ¢ frequentes manifestagses
hemorragicas.

CARVALHO et al.® constataram desordens
degenerativas e regenerativas em fibras musculares
de 12 casos fatais de leptospirose € chamaram a
atengfo para a formagfo de sincicios com padrio
fusiforme; a infiltragdo hemorragica, inclusive no
interior da fibra e fibrose intersticial, esteve presente
sem relagdo aparente com 0 tempo de evolugio.

As tentativas de demonstrag@o de leptospiras
em misculo tiveram inicio em 1916, por itermédio
de BEITZKE @ ¢ da técnica de Levaditi.

PAES LEME et al.%"?, a seguir, fizeram uso de
método de coloragfio de Wartin e Starry, tendo no
gastrocnémio de um doente encontrado estrutura
filiforme, com aspécto espiralado, semelhante 2
leptospira, em regifo vizinha & necrose. Na pesqui-
sa que realizaram, PINTO et al."® no viram pelo
método de Wartin ¢ Starry o espiroquetideo em 12
amostras musculares.

ELLIS et al.®, valendo-se da imunoperoxida-
se, detectaram antigenos de leptospira em 94,45%
de 18 fragmentos de rins de porco.

ALVES et al.® demonstraram depdsitos gra-
nulares e filamentares de antigeno leptospirdtico
em espécimes de figado e rim estudados a partir de
bidpsias e necropsias humanas.

Por fim, BRITO et al.®, trabalhando com
metodologia idéntica perceberam positividade,
concemente ao coragdo de quase todos os camun-
dongos experimentalmente infectados, sem encon-
tro de dep6sitos no miocardio de casos humanos.

Os objetivos das pesquisas, atinentes &
leptospirose, que agora relatamos foram: a) avaliar
as alteragdes histopatolégicas do miisculo
gastrocnémio, correlacionando o grau de intensida-
de das lestes degenerativas e/ou necrdticas com a
inflamagdo intersticial; (b) analisar a utilidade do
método imuno-histoquimico da peroxidase-
antiperoxidase, com anticorpo especifico, para o
diagnéstico especifico e precoce, empregando
fragmentos, retirados por bi6psias, do tecido men-
cionado.

CASUISTICA E METODOS

Foram considerados 36 pacientes com
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leptospirose, internados no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio
Paulo. As idades variaram de 14 a 70 anos, assim
distribufdas: de 14 a 20 - nove; de 21 a 30 - nove;
31 a 40 - sete; de 41 a 50 - sete; de 51 a 60 - um;
de 61 a 70 - trés. Apenas trés membros da
casuistica eram do sexo faminino. Dados clinicos
bésicos: dor nas panturrilhas e febre - 36; cefaléia -
27; sufusdes hemorragicas - 16; alteragio do volu-
me urinfrio - 14; ébito - 2.

O diagndstico presuntivo ou conclusivo de
leptospirose ficou estabelecido por meio de dados
clinico-epidemiolégicos e de exames inespecificos
ou especificos, correspondendo estes 3
soroaglutina¢do microscépica; 2 hemocultura em
meio de Fletcher e 2 cultura de fragmentos de miis-
culo gastrocnémio. Frente & suspeita, ocorreram
bibpsia do miisculo referido, coloragio de todos os
fragmentos pela hematoxilina-eosina LILLIE &
FULMER®Y ¢ avalia¢#o & microscopia optica. Fez-
se a andlise semiquantitativa das varidveis
morfoldgicas, considerando-se desta forma a au-
séncia ou a intensidade das anormalidades: 0 - au-
séncia da varidvel; 1 - minima; 2 - moderada; 3 -
intensa. Outrossim, as seguintes varidveis
morfolégicas, relativas ao tecido muscular
esquelético, mereceram apreciagfo: alteragdes de
forma, volume e arquitetura da fibra muscular
esquelética (atrofia, hipertrofia e nicleos centrais);
alteragdes degenerativas da fibra muscular
esquelética (tumefacdo turva, degeneragfo hialina,
basofilia e perda da estriagdo); alteragdes
irreversiveis (fragmentagdo do sarcoplasma,
picnose nuclear, necrose e fagocitose; alteragdes
intersticiais (edema, congestio vascular,
polimorfonucleares neutréfilos, linfécitos,
macréfagos, plasmécitos, hemorragia, infiltragdo
gordurosa e fibrose); alteragdes vasculares
(tumefa¢do endotelial, inflamagio das paredes
vasculares e trombose).

A estimativa imuno-histoquimica foi feita atra-
vés do método da peroxidase-antiperoxidase
(STERNBERGER et al."®), Para controle de
positividade serviram: a) rins de cobaias
sabidamente ricos em antigenos ¢ experimental-
mente infectados com leptospiras; b) pedagos de
misculo da panturrilha, de individuos biopsiados e
sabidamente positivos &s leptospiras, por métodos
histoquimicos convencionais. Como parametros de
negatividade, usamos bidpsias musculares de seis
cardiopatas submetidos & revascularizagdo
miocdrdica através de pontes de safena.
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O anti-soro contra leptospira foi fornecido pela
seccdo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz
(Drs. Paulo Yasuda e Elena Y. Sakata). Apés ab-
sor¢do com po de figado de cobaia por 24 horas a
4°C (0.1 mg/p6/ml de soro) utilizou-se o anticorpo
primério na dilui¢ao de 1/800.

Incubamos os controles positivos com
anticorpo primdrio previamente absorvido com
leptospiras e, constatando-se a negatividade da rea-
¢do nos cortes processados, nés os utilizamos
como controle negativo.

RESULTADOS

A reagdo de soro-aglutinagdo microscopica,
efetuada sistematicamente em diferentes etapas da
evolugdo, forneceu 80,55% de confirmacgoes
diagnosticas. Em relagdo a sete casos (19,45%) os
informes sorolégicos indicaram compatibilidade
com a presenga de leptospirose e essa presungio
teve apoio em elementos epidemiolégicos, clinicos
e laboratoriais inespecificos.

O sorotipo implicado em 47,25% das
situagdes provavelmente correspondeu ao
icterohaemorrhagiae e, em 5,55%, ao javanica,
levadas em conta as coaglutinagdes; essa
especificagdo nio se tornou possivel em 27,75%.

Figura 1 - Miosite moderada,
sendo perceptiveis fragmenta-
¢do e necrose de fibra |
esquelética, com infiltrado in- |
flamatério mononuclear, em |*
musculo da panturrilha (HE,
400X).

As hemoculturas, sempre realizadas, propicia-
ram 11,15% de positividades. A cultura do frag-
mento muscular nunca revelou leptospiras.

Encontramos alteragdes histopatolégicas con-
sideradas minimas em 25 pacientes, (69,45%), mo-
deradas, em sete (19,45%) (Figura 1) e intensas em
dois (5,55%); auséncia de alteragdes histoldgicas
em dois (5,55%). As modificages vistas mais
comumente configuraram a correlacdo de
infiltrado inflamatério intersticial multifocal com
lesdes degenerativas de fibras, reversiveis ou
irreversiveis.

O exame imuno-histoquimico localizou mate-
rial positivo nas secgdes teciduais do misculo,
demarcando trés tipos de apresentagio
morfolégica: filamentar - fortemente corado, pre-
sente no intersticio e com dimensdo semelhante &
leptospira (Figura 2): granular - aparentemente li-
vre no intersticio ou presente no citoplasma das
células macrofagicas (Figura 3); homogéneo - em
que se visualizem células macrofigicas de
citoplasma difusamente corado (Figura 4). Rotu-
lamos a reacdo como positiva quando percebe-
mos material filamentar isolado ou em combina-
¢do com as demais modalidades morfologicas. A
positividade global registrada atingiu 94,45% (34
doentes).
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Figura 2 - Padrio filamentar, evidenciado, em musculo da
panturrilha (200X).

Figura 3 - P anular no citoplasma de célula mononucleada, evidenciando, pela técnica imuno-histoquimica da
peroxidase antiperoxidase, em misculo da panturrilha (200X).
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Figura 4 - Padroes filamentar e homogéneo, evidenciados, pela técnica imuno-histoquimica da peroxidase- antiperoxidase,

em miusculo da panturrilha (400X).

DISCUSSAO

A partir da descrigio dos primeiros casos de
leptospirose, no final do século passado, diversos
pesquisadores tém-se deparado com dificuldades
para estabelecer os diagndsticos precoce e de cer-
teza.

Os pacientes incluidos neste estudo tornaram-
se suspeitos de estarem com leptospirose no mo-
mento da internacdo. Os sinais e sintomas mais
expressivos foram a febre de inicio abrupto, a dor
muscular principalmente na panturrilha, a cefaléia
frontal, as sufusdes hemorrdgicas, a ictericia ¢ a
mudan¢a do volume urindrio. Os exames
laboratoriais inespecificos auxiliaram o diagnosti-
co presuntivo e a diferenciagdo com outras doen-
cas. Em contrapartida, as hemoculturas e o cultivo
de leptospiras a partir de fragmentos do misculo
gastrocnémio em pouco contribuiram para os reco-
nhecimentos precoce ou de certeza.

Soro-aglutina¢des negativas e hemoculturas
discordantes foram fatos apontados por
CURSONS et al.'”. BLACKMORE" anotou a per-
sisténcia de teores de positividades por longos pe-

riodos, sem existéncia de manifestacoes clinico-
laboratoriais concominantes. Outros percalgos sdo
a'necessidade de pelo menos duas colheitas de san-
gue, com intervalo ndo inferior a sete dias, para
correto seguimento e percep¢do da viragem ou a
conveniente espera da elevaciio de valores. Tudo
isto estimula a busca de procedimento seguro para
reconhecimento etiolégico, com presteza.

Exame histolégico do miisculo gastrocnémio
evidenciou alteragdes histopatolégicas em 94,45%
dos casos, sendo que a intensidade das lesdes ndo
pode ser estatisticamente correlacionada com o pe-
riodo evolutivo da doenca. Os achados mais fre-
quentes & microscopia dptica evidenciaram haver
correlacio da inflamagao intersticial, caracterizada
por edema, congestdo vascular, hemorragia e
infiltrado inflamatério multifocal por células
mononucleadas, com as anormalidades
degenerativas de fibras, representadas por
tumefacdo turva, degenerac@o hialina, basofilia e
perda da estriagiio, reversiveis, com regeneracio,
ou irreversiveis, com fragmentacio do
sarcoplasma, picnose e necrose. Essa correlagcio
derivou de andlise semiquantitativa dos danos das
fibras e, em face as verificagdes mencionadas, ca-
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racterizamos nitidamente miosite. Portanto, a
leptospirose deve ser incluida entre as causas desse
disnirbio inflamatério.

A pesquisa do antigeno leptospirdtico, por in-
termédio de método imuno-histoquimico, com a
ampliacdo pelo complexo peroxidase-
antiperoxidase foi bem sucedida em 34 pacientes
(94,45%). Nos dois casos negativos os danos eram
histopatologicamente intensos, de modo a permitir
questionar se a demonstragio é prejudicada em te-
cidos com grandes processos inflamatérios, 2 se-
melhanca do que tem lugar em outras entidades,
como a hepatite por virus B, ou se algum transtor-
no & fixagdo do material prejudicou a
evidenciagfo. O padrfio filamentar apareceu no
intersticio, préximo ou em contato com as mem-
branas das fibras musculares lesadas, e o material
positivo, granular, estava no citoplasma dos
macréfagos ou livre. Nido vimos substincia
antigénica nas células endoteliais dos vasos ou per-
to delas.

Os resultados expostos € os conhecimentos
que consiam da literatura permitem-nos sugerir
que o processo patogénico bisico, na leptospirose,
deve ser desencadeado pela agfo direta do agente
causal e de seus produtos, nos tecidos.

E licito concluir, finalmente, que o método
imuno-histoquimico, quando aplicado a fragmento
de misculo da panturrilha, possibilita diagndstico
etiolégico da leptospirose, com vantajosa precoci-
dade e configurando procedimento sem especiais
dificuladades.

SUMMARY

Early diagnosis of leptospirosis by immune
histochemical examination of hamstring muscles.

Establishing an early and certain diagnosis of
leptospirosis has been a difficult task. So, we
analysed the histopathological alterations of the
gastrocnemius muscle, and studied, for the first
time, the usefulness of the immune histochemical
method of peroxidase-antiperoxidase for the dem-
onstration of the spirochete and of its products in
this tissue.

Histopathological observations have shown a
picture of miositis, characterized by interstitial in-
flammatory infiltrate and necrotic-degenerative ab-
normalities of muscle fibers, The lesions were con-
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sidered minimal in 69.45% of the patients, moder-
ate in 19.45%, severe in 5.55% and absent in the
remaining. On the other hand, the immune histo-
chemical method identified the etiology in 94.45%
what was considered very expressive.
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