ESTUDO DE UMA CEPA HUMANA DE SCHISTOSOMA MANSONI

RESISTENTE A AGENTES ESQUISTOSSOMICIDAS *
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Foi isolada uma cepa de Schistosoma mansoni proveniente de dois pacientes
tratados com hycanthone, por duas vezes, na dose de 2,5mg/kg, i.m., em janeiro
e em abril de 1970, e com niridazole (25mg/kg dia x 5 oral), em abril de 1971.
O numero de ovos por grama de fezes nestes pacientes antes do tratamento era
de 2675 e 1025, respectivamente e, apds o terceiro tratamento, em torno de 100
ovos/g.

Miracidios obtidos das fezes destes pacientes, infectaram caramujos (Biom-
phealaria glabrata), que passaram a eliminar cercdrias (cepa WW). Estas foram
utilizadas para infecgdo experimental de camundongos albinos. Os animais in-
fectados foram tratados com esquemas multiplos de hycanthone, niridazole e
oramniquine.

Estudos comparativos das cepas WW e LE (esta ultima mantida rotineira-
mente em nossos laboratdrios) mostraram diferencas acentuadas quando a sen-
sibilidade aos esquistossomicidas usados. De fato, com hycanthone, na dose de
80mg/kg, i.m. houve 100% de alteragdo do oograma nos camundongos infectados
com a cepa L.E. e de 0,0% nos infectados com a cepa WW. Com a oxamniquine
e niridazole as diferencas foram menores, mas, ainda assim, suficientes para

indicar maior resisiéncia da cepa WW a estes esquistossomicidas.
Esta é a primeira vez na literatura, que se demonsira resisténcia em cepas
de S. mansoni provenientes de pacientes tratados.

INTRODUCAO

Em trabalho anterior estudamos 28 pa-
cientes com periodo de infeccio esquistos-
somdtica conhecido e que foram tratados
com hycanthone, em diferentes é€pocas
apés o contagio. De 15 pacientes tratados,
2 a 8 meses apdés o contagio, apenas 6
(40%) se curaram [{Katz (4)]. Os 9 pacien-
tes ndo curados foram novamente tratados
com hycanthone, na mesma dose, isto €,
2,5mg/keg, i.m., 4 2 9 meses apds o pri-
meiro tratamento, Destes, 7 ficaram cura-
dos e 2 continuaram eliminando ovos via-
veis de S. mansoni nas fezes. Estes 2 pa-

cientes foram tratados pela terceira vez
cem niridazole (Ambilhar) e o controle pa-
rasitologico posterior mostrou que, ainda
desta vez, nao haviam sido curados.

No presente trabalho sao discutidos os
resultados obtidos em camundongos expe-
rimentalmente infectados com a cepa obti-
da destes pacientes, e tratados com trés
drcgas sabidamente esquistossomicidas.

MATERIAL E METODOS
Dois pacientes (14 e 13 anos de idade)

foram tratados pela primeira vez em ja-
neiro de 1970, 7 meses apds o contagio, com
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hycanthone na dose de 2,6mg/kg, i.m.,
Pela segunda vez, em abril de 1970, com a
mesma dose de hycanthone e, finalments,
pela terceira vez, em abril de 1971, com ni-
ridazole (256mg/kg/dia x 5), O ultimo tra-
tamento teve que ser interrompido no
quinto dia, uma vez que os pacientes apre-
sentaram quadro de alucinag¢do e/ou con-
vulsio. Para o controle parasitoldgico foi
utilizado o método de Kato quantitativo (5).

Miracidios obtidos das fezes destes pa-
cientes, no principio de 1973, infectaram
Biomphalaria glabrata no laboratério, que
passaram a eliminar cercarias (cepa WW),
utilizadas para infeccdo experimental de
camundongos albinos. As técnicas utiliza-
das foram aguelas ja anteriormente des-
critas [Pellegrino & Katz (7)].

Quarenta e cinco dias ap6s a infeccio,
grupos de 10 camundongos foram tratados
com hycanthone (80 e 20mg/kg, i.m.), ni-
ridazole (100 e 50mg/kg/dia x 5, oral) e
oxamniquine (100 e 50mg/kg dose tUnica,
im.).

O grupo controle foi constituido por ca-
mundongos albinos experimentalmente in-
fectados com o mesmo niumero de cerca-
rias, isto é, 100 * 20 porém da cepa LE.
Esta cepa, mantida ha varios anos em nos-
sos laboratdrios, provém de um paciente
esquistossomético de Belo Horizonte, nio
tratado.

Sete dias apds o tratamento os animais
foram sacrificados e os esquistossomos lo-
calizados nas veias mesentéricas e figado,
recuperados por perfusdo. O estudo do
oograma. foi feito em fragmentos retirados
do intestino delgado. Alterag¢des do oogra-
ma foram consideradas significativas
quando um ou mais estagios corresponden-
tes a ovos imaturcs estavam ausentes. O
numero de vermes mortos no figado foi de-
terminado apés o esmagamento deste 6r-
gdo entre duas placas de vidro e exami-
nados ao microscopio de disseccio [Pelle-
grino & Katz (7)].

RESULTADOS

No grafico I podem ser vistos os resul-
tados obtidos nos dois pacientes tratados.
O numero de ovos por grama de fezes, an-
tes do tratamento, era de 2675 e 1025, res-
pectivamente. Apds o primeiro tratamento,
passou a 915 e 167; apés o segundo trata-
mento a 70 e 271 e apds o terceiro trata-

mento, conservou-se sempre em torno de
100 ovos/grama em ambos pacientes.

Os resultados obtidos apds a adminis-
tracdo do hycanthone, niridazole e oxam-
niguine em camundongos infectados expe-
rimentalmente com as cepas LE e WW po-
dem ser vistos na Tabela I e II, respecti-
vamente.

Quando foi administrado hycanthone
na dose de 80mg/kg, i.m. nos camundon-
gos infectados com a cepa LE foi observado
que 100% dos animais apresentaram alte-
racdes do oograma (Tabela I). Dos ani-
malis infectados com a cepa WW nenhum
apresentou parada da postura, em que pese
o nimero de vermes deslocados para o fi-
gado ter sido aproximadamente o mesmo
com as duas cepas (em torno de 57%) (Ta-
belas I e II).

Com o niridazole (100mg/kg/dia x 5,
oral), em 100% dos animais infectados com
a cepa LE houve parada da postura e em
40% dos infectados com a cepa WW, e
com a dose de 50mg/kg/dia x 5 oral foi de
40% e 11% respectivamente, com as cepas
LE ¢ WW. <Considerando-se o nimero de
vermes mortos encontrados no figado, fol
de 25% com a maior dose nos camundon-
gos infectados com cepa LE e de apenas
2,6% nos infectades com a cepa WW. No
de:locamento dos vermes para o figado
nao feram observadas diferencas significa-
tivas com as duas cepas.

Apés a administragio de oxamniquine
(100mg/kg, dose Unica, i.m.) em 90% dos
camundongos infectados com a cepa LE
houve parada da postura, enquanto que foi
de 37% nos infectados com a cepa WW.
Com a doze de 50mg/kg, i.m. de oxami-
niquine houve em 57% e 20% dos animais
infectados com a cepa LE e WW, respecti-
vamente, a parada da postura.

Em relacdo ao nuimero de vermes mor-
tos no figado foi de 31,1 e 3,9% respectiva-
mente com as cepas LE e WW, quando se
utilizou a maior dose de oxamniquine. Com
a menor dose foi de 10,6 e 1,5%, respectiva-
mente. Com esta droga o deslocamento pa-
ra o figado foi também malor nos animais
inoculados com a cepa LE.

DISCUSSAO
Diferentes respostas terapéuticas de

varias cepas a drogas esquistossomicidas
tem sido relatada varias vezes. De fato,
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GRAFICO - I
Numeros de ovos de S.mansoni por groma de fezes nos dois pacientes

tratados com hycanthone e niridazole.

HYCANTHONE

© D
o o
5 8

p U o N o
o © o o O
c © & O o

Ngmero da ovos/gramo de fezes

300

200

100

NIRIDAZOLE

by M J S D-J9 M 4 S D-J M

197f ——

J §$ D-y M J S D-J M J S5 D

— 1972

—DATA—

Gonnert & Vogel (3) demonstraram que
uma cepa de S. mansoni oriunda da Libe-
ria era mais suscetivel que uma do Egito
4 acho parasiticida do lucanthone. Thomp-
son et al. (9) também demonstraram dife-
renca de atividade do pamoato de tris —
(P-aminofenil) carbonium em duas cepas
diferentes. Mais recentemente, Lee ef al
(6) estudando cepas de S. mansoni de Porto
Rico, Liberia, Belo Horizonte e Santa Lucia,
em camundongos experimentalmente infee-
tados, puderam concluir que a cepa de
Porto Rico era muito sensivel ao hycan-
thone e relativamente resistente ao stibo-
fen. Bueding ef al (2) estudando o com-
portamento de seis diferentes cepas de S.
mansont, sendo 3 de Porto Rico, e as outras,
da Libéria, Tanzania e Santa Lucia, em
camundongos tratados com ‘hycanthone e
com um seu analogo (cloroindazol), obser-
varam consideraveis diferencas na suscep-
tibilidade das diferentes cepas as drogas
utilizadas.

Em trabalho anterior, Rogers & Bueding
(8) tratando camundongos e hamsters in-
fectados com uma cepa de Porto Rico com
hycanthone (60mg/kg) constataram que
apds 9 a 10 dias os vermes tinham migrado
das veias mesentéricas para o figado. Qua-

tro a 12 meses apdés o tratamento vermes
vivos foram encontrados em mais de 90%
dos animais tratados. Os esquistossomas
recuperaram-se completamente e iniciaram
novamente a postura de ovos, que infecta-
ram caramujos. As geragdes de vermes
oriundos destes (F; até F,) mostraram estar
resistentes a doses bem maiores de hycan-
thone pois nao foram observados desloca-
mento para o figado, lesao do sistema ge-
nital da fémea, perda de péso e/ou deple-
¢ao do glicogénio nos vermes submetidos
ao tratamento. £ interessante observar que
os esquistossomas hycanthone-resistentes
apresentaram resisténcia cruzada a outras
duas drogas relacionadas quimicamente,
lucanthone e uma aminoalquiltetrahidro-
quinalina (oxamniquine), mas eram sus-
cetiveis a um derivado nitrovinilfuranico
(8). Yarinsky (1), repetindo estas experién-
cias, com uma cepa diferente da usada por
Rogers & Bueding (8) e com doses meno-
res da droga, obteve nas geracdes descen-
dentes, a mesma susceptibilidade ao hy-
canthone encontrada ao primeiro trata-
mento,

A cepa WW, que foi isolada de dois pa-
cientes tratados por 3 vezes sem que fosse
obtida a cura parasitolégica, mostrou ser



TABELA I: ATIVIDADE DE DROGAS ESQUISTOSSOMICIDAS EM CAMUNDONGOS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS
PELA CEPA LE DE S. MANSONI
E:quema de Numero de animais Média de Distribui¢do de vermes — % Alteracso
Droga tratamento vermes Mortos do oograma
mg/kg/dia-via| Tratados |Examinados Mesentério Figado no figado %
Hycantone 80 x 1 10 8 16,1 42,4 57,6 1,3 100,0
im.
Hycantone 20 x 1 10 10 22,3 49,7 50,3 0,0 0,0
im.
Niridazole 100 x 6 10 10 6,8 617 38,3 25,0 100,0
oral
Niridazole 50 X 5 10 8 19,1 86,3 13,7 0,0 40,0
oral
Oxamniquine 100 x 1 10 9 24,0 18.1 81,9 31,1 90,0
im.
Oxamniquine 50 x 1 10 7 16,1 40,8 59,2 10,6 57,0
im.
Controle —_— — 10 342 83,2 16,8 0,0 0,0
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malis resistente ao hycanthone, niridazole e
oxamniquine em camundongos; experimen-
talmente infectados. De fato, com hycan-
thone, na dose de 80mg/kg, nio foi obser-
vada alteracao do cograma em nenhum
dos animais infectados com a cepa WW,
em contraste com a cepa LE, rotineiramen-
te utilizada em nossos laboratorios onde
houve parada da oviposicdo em 100% dos
animais tratados. Maior resisténcia da
cepa WW também foi demonsztrada ao ni-
ridazole e oxamnijuine.

O3 dados até agora obtidos nao permi-
tem concluir se foi através de selegdo ou
de inducao que foi obtida esta cepa mais

resistente. De toda maneira, foi pela pri-
meira vez na literatura que se demonstrou
a possibilidade de existir uma cepa resis-
tente a drogas comprovadamente esquistos-
somicidas oriundas de pacientes tratados
com doses curativas. As implicacdes do
aparecimento ou sele¢do de cepas resisten-
tes, quando se considera o tratamento com
esqu’'stossomicida, em areas endémicas, sdo
bastante obvias e mostram a necessidade
de se prosseguirem estudos vizando o me-
lhor conhecimento da resisténcia e susce-
tibilidade de cepas de S. mansoni oriundas
de casos humanos.

SUMMARY

There has been isolated a Schistosoma mansoni strain from two patients
submitied to two courses of treatment with hycanthone (2.5mg/kg, i.m.), in
January and April, 1970, and to one course wilh niridazole (25mg/kg/day x 5,
per o0s), in April, 1971. Before treatment, the number of eggs in the faeces of
those patients was, per gram, 2,675 and 1,025, respectively; after completion of
treatment, such number had come down to around 100 eggs/gram.

Miracidia hatched from the patients faeces could infect Biomphalaria gla-
brata snails, which eliminated cercariae (WW strain) that were used for erpe-
rimental infection of albino mice, The infected animals were, afterwards, treated
with hycanthone, niridazole and oxamniquine under various schedules.

Comparative studies of WW and LE sitrains (the latter being routinely kept

in our laboratories)

revealed marked differences in their

sensitivity to the

schistosomicides employed. Actually, after treatment with hycanthone, at the
dosage of 80 mg/kg, i.m., @ 100% oogram changes were observed in the intestinal
wall of mice inoculated with LE strain, whereas no alterations could be delecied
in the mice infected with WW strain. 4s regards oxamniquine and niridazole the
changes were smaller although still quite sufficient to indicate greater resisiance

of WW strain to these schistosomicides.

It is worth while remembering that, in the pertaining literature, it is the
first time that resistance in S. mansoni strains from treated patients has been

demonstrated.
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