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Os autores estudam o comportamento da atividade sérica da CPK em
22 pacientes com leptospirose. Observam sua elevacdo na fase aguda de doenca,
em correspondéncia com as lesbes da musculaiura estriada evidenciadas ao
estudo histologico realizado em 13 casos. Consideram de valor a normalidade
dos niveis séricos em pacienies estudados na fase de convalescenga, pela sug

correlagcdo com os quadres clinico ¢ histopatolégico.

Concluem pela validade

da determinacdo da atividade sérica da CPK como exame complementar ao
diagndstico da leptospirose, bem como 4 sua distingdo etiopatogénica dentre

as ictericias.

INTRODUCAOQO

Descoberta em 1934 por K. Lohmann,
foi a creatino-fosfoquinase (CPK), Dpela
primeira vez, enunciada como de valor
diagnéstico, em patologia clinica, por Eba-
shi e col, em 1959, numa publicagio soO-
bre o seu comportamento, em casos de
distrofia muscular progressiva (8). Em
1960, Dreyfus e col. publicam um artigo,
“La Creatine-Kinase Serique Dans le Diag-
nostique de l'Infarctus Myocardique”, no
qual mostram, nio s6 as elevacoes da ati-
vidade enzimatica da CPK nos soros dos
pacientes infartados, ccmo, também, fa-
zem referéncia & sua inalterabilidade,
frente a doencas pulmonares e hepaticas,
conferindo a4 enzima em questdo valor
diagnostico diferencial importante com
infartos pulmonares e hepatopatias (he-
patites, cirroses etc.) (15). Tais informa-

¢oes vém sendo confirmadas através dos
diferentes trabalhos publicados desde en-
tdo, fazendo alguns autores, apenas, leve
menc¢io a casos de hepatopatias acompa-
nhados de elevacido dos niveis séricos de
CPK, atribuindo-os as lesbes cardiaca ou
muscular esquelética concomitante, ainda
gque em niveis subclinicos (13). De gual-
quer modo, parece definitivamente concei-
tuado, em térmos dos conhecimentos
atuais, o fato de que a CPK nio se eleva
nos soros dos pacientes portadores de he-
patites. Isto, entretanto, nio impediria
que a determinacio enzimatica pudesse
vir a ser utilizada no diagnéstico diferen-
cial das ictericias, estando a sua importan-
cia na dependéncia do conhecimento das
patologias que se quisessem diferenciar.
Com as ultimas enchentes ocorridas
nos Estados da Guanabara e do Rio de
Janeiro, passou-se a observar um maior

* Trabalho dos Departamentos de Patologia e Medicina Interna (Servico de Doencas Infecciosas e
Parasitariag) da Faculdade de Medicina da Universidade Federal Fluminense.
** Professor Titular do Departamento de Patologia d4a F.M. da U.F.P.
***  Assistente no Servico de Doengas Infecciosas e Parasitarias no Departamento de Medicina Interna

da F.M. da U.F.F.

xkxw
LEET L]

e da U.F.R.J.
Recebido para publicag¢io em 20-9-1971

Chefe do Servigo de Anatomia Patoldgica do Lepartamento de Patologia da F.M. da U.F.F.
Professor Titular da Disciplina de Clinica de Izencas Infecciosas e Parasitarias da F.M. da U.F.F.



324

Rev. Soc. Bras. Med. Trop.

Vol. V— N° 6

numero de casos de ictericias por lesdo
hepatica pelas leptospiras (5, 7, 8, 9, 10,
11 e 12). Pelas dificuldades de isolamento
da bactéria, procurava-se, em térmos la-
boratoriais, o diagnéstico por meios indi-
retos, tais como os comportamentos das
transaminases glutdmicas oxalacética e
pirivica (sempre menos elevadas), em re-
lacdo as bilirrubinas séricas; o do hemo-
grama (compativel com infeccio bacte-
riana) e a das provas funcionais renais
(sempre alteradas, nas leptospiroses),
comparadas com o que, habitualmente,
ocorria nas hepatites virais, a principio,
admitidos empiricamente e, mais tarde,
explicados & luz da microscopia eletroni-
ca (2). Apesar de tdodas as tentativas, ndo
se tem conseguido impor aos laboratérios
de rotina meios para o cultivo da leptos-
pira e nem tampouco disp6-los de soros
necessarios as reagdes imunoldgicas diag-
nosticas. Ao lado de um maior conheci-
mento dag alteracdes clinicas ocorridas
com as infecgbes, a ponto de permitir o
diagnoéstico etiolégico pela observacdo, ape-
nas, do tipo do ictericia, o aspecto da
impregnacio biliar muco-cutanea, associa-
da & congestdo e hemorragia que, com fre-
quiéncia, a acompanha, procurou-se desen-
volver os métodos laboratoriais diagnésti-
cos. Com isto, surgiram as biépsias mus-
culares e, com o seu estudo, a idéia de
averigilar o comportamento sérico enzi-
matico resultante das lesOes observadas.

A CPK ou ATP: creatino fosfotransfe-
rase encontra-se principalmente na mus-
culatura esquelética (2.000 U/g de protei-
na) e cardiaca (670 U/g de proteina), fal-
tando, por completo, nos eritrécitos e or-
gaos parenquimatosos (6). Esta enzima
musculo-especifica pertence ao grupo das
fosfotransferases, com um grupo nitroge-
nado como aceptor e cataliza a reacdo es-
pecifica:

pH 9,0
ATP 4 creatina =
pH 6—7

ADP -+ fosfocreatina

na qual a fosfocreatina, principal fragio
fosforada dos musculos dos vertebrados,
cede sua ligacdo fosférica ao dcido ade-
nosindifosférico (ADP), em realidade,
adenosinpirofosférico, que passa, a um ni-
vel energético mais elevado, a &cido adeno-
sintriforférico (ATP), que proporciona ao

musculo a energia quimica que se trans-
formard em trabalho.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas 28 determinactes das
atividades enzimaticas da CPK nos soros
de 22 pacientes internados nos Servicos de
Doencas Infectuosas e Parasitarias do Hos-
pital Universitario Anténio Pedro e do
Hospital Universitario Luiz Palmier, no
periodo de outubro de 1966 a abril de
1971, cdm o diagnostico de leptospirose
baseado nos dados clinicos e confirmado
por reacdes de soOro-aglutinacio.

Os dados referentes a sexo, idade, cor
e evolucdo sio apresentados no Quadro I.

Vinte determinacgdes foram feitas na
fase aguda da doenca e oito fora dela; des-
tas, cinco constituiram-se em reavaliacao
de pacientes estudados na fase aguda e
duas foram determinadas num mesmo
doente, alcancado em convalescenga.

Em dezesseis déstes doentes teve-se
oportunidade de estudar, histologicamente,
as lesbes musculares, sendo que dois em
material de autépsia e quatorze por bidp-
sia muscular, apdés a retirada da amostra
sangiiinea. Nestes casos, ambos os estu-
dos foram feitos na fase aguda da doenca,
a4 excecio do de numero 14, cuja bidpsia
sO foi realizada com 24 dias de evolucio,
face aos intensos fenémenos hemorragicos
que apresentava, na época da internacho;
e do de numero 5, no qual a bidpsia s6 foi
realizada no 359 dia da doenca.

O material obtido por biépsia do gas-
trocnémio era fixado em formalina a 10%,
as preparacoes coradas por hematoxilina-
eosina, hematoxilina-fosfotungstica de Mal-
lory e tricromico de Gomori, O sangue,
enviado ao laboratério tdo logo f6sse se-
parado o sbro, era submetido & dosagem
enzimatica.

Por dificuldades na obtencdao dos subs-
tratos e reativos necessarios a realizacido
das determinacées laboratoriais, foram uti-
lizados dois métodos disponiveis no co-
mércio: (1) método de Okinaka e col. (pro-
cedimento 661: Sigma Chemical Company,
St. Louis, Missouri, USA), segundo o gual

a creatina é convertida em fosfocreatina,
com conversao de adenosintrifosfato em



Nov.-Dezembro, 1971

Rev. Soc. Bras. Med. Trop.

325

adenosindifosfato; a fosfocreatina é hidro-
lisada a creatina e fosfato inorganico, e o
fosfato é medido, colorimétricamente, pelo
método de Fiske e Subarrow (4, 8) — os
valéres normais sugeridos para esta téc-
nica sio compreendidos entre 0 e 12 uni-

dades (u.S.); (2) método de Oliver (CPK/
Calsuls: Calbiochem, Los Angeles, Califor-
nia, USA), usando as modifica¢bes sugeri-
das por Hess e cols. Nesta técnica, a rea-
¢io da CPK ¢é cuplada a uma reacado
indicadora:

CPK
fosfocreatina | ADP = creatina . ATP
hexoquinase
ATP 4 glucose = glucose - 6 - fosfato .| ADP

glicose - 6 - fosfato

glucose - 6 fosfato NADP = 6 - fosfogluconato - NADPH H-|
+ = +
incolor a dehidrogenase corado a
340 nm 340 nm
Quadro I

RELACAO DOS CASOS DE LEPTOSPIROSES COM OS TITULOS DE CPK
EM DIVERSAS FASES EVOLUTIVAS

Tempo
Caso | Iniciais | Registro Idade Sexo Cor CPK. de Evo-
Ne (anos) doenca | lucdo
1 MRS 708 22 M Br. 19,0 u.S. | 12dias | curado
2 ASG 976 48 M Br. 13,0 u.s. Tdias | curado
3 AC 980 57 F Pt. 14,0 u.S. 2 dias | curada
4 -~ AD 1006 49 M Mest. 27,0 u.s. 8 dias | o6bito
5 HMP 1044 63 M Br. 15,0 u.s. 8 dias | curado
6 MSL 1122 31 M Pt. 32,0 u.S. | 15dias | curado
7,0 uS. | 22dias
7 CcPS 1199 27 M Mest. 36,0 u.S. | 11 dias | curado
8 GVS 1200 18 M Mest. 12,5 u.S. | 23 dias | curado
9 SGO 1205 4 M Mest. 6,6 u.S. | 18 dias | curado
10 GMB 1226 46 M Mest. 52,0 u.S. | 11dias | curado
7,1 u.S. | 24 dias
11 EFS 1463 25 M Mest. | 617,4 mU. 6 dias | curado
12 MS 1465 25 M Pt. 270,0 mU. | 4dias | curado
13 IAF — 19 P Br. 40,2 mU. | 10dias | curada
10,6 mU. | 20 dias
14 HAF 1500 19 P Br. 43,2 mU. | 10dias | curada
11,6 mU. | 20 dias
15 AJGA 1505 37 M Br. 136,0 mU. 4 dias | Obito
16 AO 1554 30 M Pt. 220,0 u.S. 5dias | curado
17 JCL 1672 32 M Br. 8,0 u.S. | 13dias | curado
15,0 u.S. | 22 dias
18 GM 1677 35 M Br. 49,0 u.S. 9dias | curado
8,0 us. | 16dias |¥i1
19 JCM 1691 35 M Br. 13,5 u.S. | 12dias | curado
20 ASS LT. 9987 26 M Pt. 115 u.S. 8 dias | curado
21 EJX LT. 12314 32 M Mest. 29,0 u.S. 5dias | curado
29 MEL LT. 12790 22 M Br. 32,0 u.S. 4 dias | curado
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A reducdo do NADP é medida espectro-
fotométrica a 340 nm. Rozalki sugere como
limites de normalidade para esta técnica,
de 5 a 30 mU para mulheres e de 5 a 50
para homens, ¢ Hess € cols. 0 a 40 para
ambos os sexos (3, 8).

Para térmos de comparacio foram de-
terminadas as atividades da CPK nos so-
ros de 20 pacientes adultos, ictéricos, com
elevadas atividades séricas das transami-
nases glutamicas oxalacética e piruvica,
diagnosticados como portadores de hepa-
tites a virus.

HISTOPATOLOGIA

O estudo histopatologico realizado em
tecido muscular estriaco de 14 casos ob-
servados em fase aguda nos mostrou a
constancia de lesdes parenquimatosas que
variaram desde simples tumetfacio turva,
com ou sem perda de estriacdes transver-
sais, até a necrose com ruptura das fibras.
E de interésse chamar a atencdo para o
achado, em uma mesma bidpsia, de dife-
rentes tipos de lestes, certamente fases
evolutivas de um mesmo processo agres-
sivo cuja caracteristica basica foi a sua
distribuicao focal atribuida & presenca das
bactérias. Nao tivemos por objetivo a evi-
denciacido das leptospiras por métodos es-
peciais de coloracdo, preferindo acompa-
nhar a opinido dos diferentes autores a
respeito (1, 5).

Com efeito, encontramos em todos os
casos lesdes de tipos degenerativo e neecré-
tico, incluindo dentre as primeiras a tume-
facao turva, a basofilia, a perda de es-
triacOes, as vacuolizacOes fina e grosseira,
bem como g hialinizacdo tipo Zenker do
sarcoplasma, todas tidas como reversiveis,
que tendem a desaparecer na evolugio
para a cura, sem deixar religuats.

Nao deixamos de encontrar em nenhum
déstes 13 casos a necrose de aspecto hia-
lino, ora uniforme, ora granuloso, mas
sempre restrita a algumas fibras de um
mesmo feixe muscular ou a segmentos de
uma mesma fibra, mas nunca de todo o
feixe, mesmo nos casos fatais. Nas lesbes
mais graves, sempre em correspondéncia
com a gravidade da evolug¢io clinica, no-
tamos muitas fibras reduzidas ao seu man-
guito sarcolémico ou delgada faixa de den-
50 sarcoplasma basoéfilo exibindo miultiplos
nucleos, algumas vézes tumefeitos, dispos-
tos em cadeia.

Em contraposicdo, as lesfes intersticiais,
bastante variaveis, foram discretas na
maioria dos casos. A congestio vascular
difusa e infiltracdo homerragica, mais fre-
giiente nos focos de necrose, atingindo, por
vézes, o interior das fibras, foram encon-
tradas em menos da metade dos casos.
O infiltrado inflamatério, representado por
elementos mono e polimorfonucleares neu-
trofilos, distribuiu-se predominantemente
20 nivel das areas de necrose, tornando-se
bastante discreto & medida que delas se
afastava; sua intensidade nédo correspon-
deu ao grau de necrose e, nao raro, dei-
xou de existir. Por vézes, notaram-se fi-
bras musculares necroticas infiltradas por
histiécitos e polimorfonucleares neutréfilos
que invadiam as fibras no afd de promo-
ver a fagocitose do material morto, a fim
de permitir a regenerag¢io, ,.nem sempre
completa, provavelmente partida da rea-
¢io dos nucleos subsarcolémicos.

Dois dos trés casos .biopsiados fora da
fase aguda da doenc¢a (n% 5 e n? 14) exi-
biram focos de fibrose a cujos niveis algu-
mas fibras musculares mostravam hiper-
plasia dos nucleos subsarcolémicos com
cromatina densa e, raras vézes, basofilia
do sarcoplasma, ambos os aspectos toma-
dos como carater regressivo das lesdes im-
postas na fase aguda. Em nenhum déles
foram identificadas &reas de necrose. O
terceiro (n? 8) constituiu-se numa exce-
cdo, ja que, biopsiado aocs 23 dias de evo-
lucdo, mostrava lesfes correspondentes ao
periodo agudo, com necrose de fibras, em-
bora mais tarde viesse a evoluir para a
cura, nio tendo sido rspetido o ato cirur-
gico.

COMPORTAMENTO ENZIMATICO

A atividade da CPK determinada nos
soros dos 22 pacientes estudados neste
trabalho comportou-se, praticamente, em
conecordancia com os quadros clinico e
histopatoldgico apresentados pelos mesmos
no momento da obtenc¢do da amostra san-
giiinea.

Das 19 determinacoes realizadas na fase
aguda 17 mostraram-se acima dos valdres
normais; 5 foram repetidas fora déste pe-
riodo e apresentaram-se dentro dos limi-
tes de normalidade. Dos 2 casos que se
constituiram em excec¢les (n? 17 e n° 20),
um déles (n? 20) alcancou valor maximo
do normal (11,5 u.S.) aos 8 dias de doeneca,
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1 — Fibra muscular exibindo enrugamento das miofibrilas, basofilia sarcoplasmatica e
hiperplasia de nucleos subsarcolémicos observada num dos extremos (caso ne 22 —
HE. — X 250).

2 — Fibra muscular exibindo necrose hialina e infiltragio sarcoplasmética por histioticos;
alguns nucleos subsarcolémicos caem para o interior da fibra (caso n¢ 20 — HUE.
— X 250).

3 — Fibra muscular necrose hialina, fragmentagdo sarcoplasmatica e infiltrado cons-
tituido por fagoécitos gque alcancam o seu interior; & direita notam-se nucleos
subsarcolémicos tumefeitos, com nucléolos evidentes (caso n¢ 21 — H.E., — X 250).

’
4 — Necrose grave de fibra muscular esvaziada por desintegragéo do sarcoplasma redu-
zido a Dequenas porc¢des basodfilas subsarcolémicas e fragmentos de massa hialina
distribuidos em meio a histidcitos e polimorfonucleares (caso n¢ 21 — HE. — X 250).

5 — Necrose grave da fibra muscular invadida por polimorfonucleares e histidcitos em
meio a alguns nucleos subsarcolémicos e massas hialinas residuais do sarcoplasma
{caso n¢ 21 — H.E. — X 250).

6 — Fibras musculares com necrose hialina; observa-se hiperplasia dos nlcleos subsar,
colémicos dispostos em cadeia na fibra que ocupa o0 centro do campo microscopico
(caso ne 16 -— HE. X 250).

7 — Corte transversal de fibras musculares com necrose parcial ,hialinizacdo e fragmen-
tagdo do sarcoplasma que numa delas reduz-se & porgio subsarcolémica intensa-
mente baséfila encerrando nucleos hiperplasicos dispostos em cadeia (caso n¢ 21 —
HE. — X 250}.

8 — A fibra muscular da direita mostra desintegracdo parcial do sarcoplasma e acha-se
infiltrada por polimorfonucleares e histidcitos; a fibra da esquerda, por necrose
hialina, acha-se reduzids ao sarcoplasma da periferia que se mostra intensamente
basofilo € no qual ©0s nucleos subsarcolémicos, dispostos em cadeia, tornam-se
tumefeitos e encerram nucleolos evidentes (caso ne¢ 21 — HE. — X 500).



Fig. 10

Fig. 9 — Hemorragia intersticial difusa alcancando maior

intensidade nas proximidades de
fibras em necrose (caso n¢ 20 — HE. — X 125).

Fig. 10 — Hemorragia intersticial e fibras musculares com necrose hialina e vacuolizacio
sarcoplasmaticas (caso n¢ 20 — H.E. — X 250).

Fig. 11 — Rutura da fibra muscular acompanhada de hemorragia e infiltrado polimorfonuclear
para o interior da bainha sarcolémica esvaziada pela retragio do sarcoplasma (caso
ne 16 — HE, — X 250).
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e o outro (n° 17), tendo repetida a dosa-
gem 9 dias depois, veio a apresentar ele-
vacdo do nivel enzimatico acima do nor-
mal.

Em dois casos (n.° 8 e n.? 9) a CPK foi
avaliada por 3 vézes, apenas na fase de
convalescenca, e nao apresentou altera-
¢Oes significativas. O caso n® 8 comportou-
se estranhamente, j4 que, mesmo estudado
acs 23 dias de evolucao da doenc¢a para a
cura, mostrou atividade enzimatica ele-
vada, ainda gue nas proximidades dos limi-
tes normais; a biopsia muscular realizada
no mesmo dia evidenciou necrose de algu-
mas fibras, nao observada em nenhum dos
dois outros casos também biopsiados na
fase convalescente (n° 5 e n® 14). Déstes,
em apenas 1 (n® 14) foi avaliada a CPK
nesta fase e se encontrava em niveis nor-
mais.

Os pacientes que, submetidos & biop-
sia muscular, evidenciaram fendmenos de
necrose ao exame histopatolégico, apre-
sentaram a CPK elevada no séro. Consti-
tuiram excecCes os casos de n° 17 e n.° 20,
em que os estudos histolégicos, realizados
em material obtido dentro das 24 horas
ap6s a retirada da amostra sangiinea,
apesar de mostrarem areas de necrose das
fibras musculares, nao se fizeram acom-
panhar de elevacOes séricas enzimaticas.
No caso n? 20 ndo se repetiu a determi-
nacao da atividade da CPK e ng de n.° 17,
9 dias apd6s a primeira dosagem, a CPK
alcancou 15 u.S.

A avaliagcdo da CPK nos pacientes por-
tadores de hepatite a virus mostrou-se
dentro dos limites normais, variando de
3,0 a 11,5 u.S,, com um valor médio de 8,14.

No Quadro I sdo expostos os resultados
das dosagens enzimaticas dos pacientes
com leptospirose, em relacdo ao numero
de dias de evolugdo da doenca em gque
foram realizadas.

CONCLUSOES

A determinac¢io da atividade enziméati-
ca da CPK nos soros de pacientes porta-
dores de leptospirose mostrou-se de grande
valia no diagnostico da doenga, ja que
alcancou sempre valores acima dos consi-
derados como normais, acompanhando a
patologia muscular esquelética que a ca-
racteriza em sua fase aguda. Apesar de
térmos encontrado lesdes necrotizantes em

todos og casos gue nesta fase mostraram
elevados niveis séricos da enzima em ques-
t40, nao acreditamos cue apenas a necro-
se das fibras musculares seja responsavel
pelo evento, mas que alteragdss degene-
rativas graves, ainda reversiveis, possam,
a exemplo do que se admite ocorrer com
outras enzimas, e em outros tecides, alte-
rar os fendmenos de permeabilidade da
membrana celular da fibra muscular e
permitir o transvazamento de enzimas sar-
coplasmaticas para o intersticio e luz vas-
cular.

Na fase convalescente as lesbes mus-
culares eram discretas e a CPK nio ultra-
passou os limites de normalidade admiti-
dos neste trabalho. ’

N&ao nos foi possivel determinar o va-
lor prognoéstico da atividade enzimatica,
ja due as repeticdes das dosagens s6 foram
possiveis em 6 casos, dentre os quais nao
se acham incluidos os 2 o6bitos. Por outro
lado, ndo tivemos por cbjetivo considerar
a influéncia das lesOes renais sbbre os
niveis da enzima nos soros déstes doentes,
0 aue nos daria, certamente, subsidios de
muito valor a respeito. De qualquer ma-
neira, parece-nos ter ficado patente a
correlagao entre os niveis enzimaticos sé-
ricos e a gravidade da lesao muscular.

O maior valor da determinacao da ati-
vidade da CPK nos soros dos pacientes
com leptospirose reside, sem duvida, no
diagnostico diferencial com ictéricos, em
que a necrose da célula hepatica consti-
tul o substrato anatomo-patolégico, como
nas infeccoes virais, ja que nestes, por
auséncia de lesGes musculares graves em
sua patologia, a enzima nao se altera, tal
como ocorreu no grupo de contrdle e como
a literatura ja referia, constituindo-se em
excecOes a esclarecer os casos que assim
nao se comportarem.

Evidentemente, ndo podemos afastar o
diagnoéstico de leptospirose de um pacien-
te apenas por apresentar no séro a CPK
em niveis normais, assim como nio é va-
lido o diagndstico apenas tendo por base
a elevacdo da atividade sérica da enzima.
O objetivo do trabalho foi mostrar a vali-
dade do estudo do comportamento sérico
da CPK como mais um dado complemen-
tar ao diagnostico das leptospiroses, as-
sim como a sua significacdo como prova
laboratorial no diagnostico diferencial das
hepatites.
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SUMMARY

The authors study the behaviour of the serum activity of CPK among
22 patients with leptospirosis. Its rise was observed during the acute stage
of the disease in close relationship with the lesions of the striated muscle

as shown by histological sections studied in 13 cases.

The clinical and histo-

logical pictures were related to the CPK activity. The main purpose of the
present work has been to demonstrate the importance of the CPK serum
activity as one more point to complement the diagnosis of leptospirosis, as well
its importance as a laboratory aid in the differential diagnosis of icterus.
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