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RESUMO

Isolando-se formas tripomas'tigotas do Trypancsoma cruzi (cepa Colombiana) de ca-
mundongos submetidos a tratamento prolongado pelo Bay 2502 e que nido curaram, pro-
curou-se investigar o grau de resisténcia desta cepa assim isolada, em comparacio com
a resisténcia inicial que a mesma apresentou. Para isto, estes tripomastigotas foram ino-
culados em camundongos, os quais foram submetidos a tratamento com o mesmo qui-
mioterapico na primeira passagem e apds 4 passagens sem nenhum tratamento. Os re-
sultados demonstraram nitida acentuacio da resisténcia da cepa Colombiana nio sé na
primeira passagem como apds 4 passagens em camundongos sem tratamento, o que foli
demonstrado pelo estudo da resposta da parasitemia e pelo estudo histopatolégico dos
animais tratados. Como controles foram usados animais infectados com a mesma cepa,
no mesmo numero de passagens em camundongos, nédo submetidos a tratamento pré-
vio. Sugere-se a possibilidade de que o tratamento inicial tenha destruido formas sus-
cetiveis, conservando as formas resistentes que vieram a se multiplicar. Isto poderia le-
var ao desenvolvimento de cepas altamente resistentes, dai a necessidade de verificar a
suscetibilidade de diferentes cepas 2o0s quimioterapicos disponiveis.

INTRODUCAO

CDU 593.161.13

Estudando a diferenca de suscetibilidade
de diversas cepas do Trypanosoma cruzi aos
quimioterapicos, tivemos a oportunidade de
observar que a cepa Colombiana do T. eruzi
apresenta acentuada resisténcia ao tratamen-
to pelo Bay 2502 3 diferindo nitidamente da
resposta obtida com a cepa Peruana 3 ao mes-
mo quimioterapico. O tratamento de animais
infectados com esta Ultima cepa pelo Bay 2502
determinou indice de 44% de cura parasitold-
gica enquanto. foi nula a porcentagem de cu-
ra nos animais infectados pela cepa Colom-
biana. Esta observacio demonstra nio somen-
te a diferenca de suscetibilidade de diferentes
cepas a um mesmo quimioterapico, como su-
gere 4 possibilidade de que formas parasita-
rias existentes no hospedeiro vertebrado sub-
metido a um f{ratamento prolongado, sejam

formas selecionadas, resistentes, que ao se re-
produzirem venham a se constituir em uma
cepa altamente resistente. A principal impli-
cacido desta hipdtese, se confirmada, seria o
risco de, em areas endémicas, serem transmi-
tidas de pacientes tratados e nao-curados, ce-
pas altamente resistentes aos guimioterapicos
disponiveis, através o ciclo natural: Homem
— triatomineo — homem.

A fim de testar esta hipo6tese, procurou-se
verificar o grau de resisténcia da cepa Colom-
biana isolada de animais submetidos a trata-
mento prolongado pelo Bay 2502 e nio-cura-
dos, em relacdo ao mesmo quimioterapico.
Procurou~-se além disto verificar se este grau
de resisténcia se altera apds passagens su-
cessivas no animal experimental, sem nenhum
tratamento.
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MATERIAL E METODOS

I) Isolamento de T. cruzi a partir de camun-
dongos submetidos a tratamento prolonga-
do.

1) Oito camundongos infectados pela cepa
Colombiana do T. eruzi e que haviam sido sub-
metidos a tratamento pelo Bay 2502, durante
150 a 167 dias, conforme trabalho anteriors,
permanecendo com parasitemias positivas, fo-
ram sacrificados e o sangue de cada animal
inoculado individualmente em um grupo de
animais recém-nascidos, em nimero de 5 a 6
camundongos para cada grupo. O isolamento
das amostras fol feito individualmente, a par-
tir de cada animal n&o curado, a fim de se
testar a resisténcia de cada amostra isolada,
frente a0 mesmo medicamento. Em virtude
disto os indculos variaram entre 1.880 e 13.160
tripomastigotas em 0,2 ml de sangue citrata-
do, de acordo com a parasitemia do doador.

2) Parte do sangue dos oito camundongos
sacrificados, foi utilizada para, apés mistura,
servir de indculo em um outro grupo de ani-
mais recém-nascidos, a partir do qual foram
feitas 4 passagens sucessivas em camundon-
gos sem nenhum tratamento. Os indculos nas
passagens sucessivas foram: 1.2 passagem:
22.560 tripomastigotas; 2.2 passagem: 181.420
tripomastigotas; 3.2 passagem: 184.580 tripo-
mastigotas e 4.2 passagem: 150.400 tripomasti-
gotas em 0,2 ml de sangue citratado.

II) Isolamento do T. eruzi a partir de grupos
controles de infecclo cronica.

Cinco camundongos controles do grupo
tratado pelo Bay 2502, que sobreviveram ats
o final da experiéncia foram sacrificados e o
sangue inoculado em camundongos recém-
nascidos; o inéculo obtido foi de 11.280 tripo-
mastigotas em 0,2 ml de sangue citratado. Es-
te grupo se destina a comparar a resposta ao
tratamento em relacdo aos grupos anteriores.

Grupos experimentais

Foram assim constituidos 3 grupos expe-
rimentais a saber:
Grupol — Camundongos inoculados
com a cepa Colombiana
proveniente de animais

submetidos a tratamento
prolongado;

Grupo II — Camundongos inoculados
com g cepa Colombiana
proveniente de animais
submetidos a tratamento
prolongado porém apds 4
passagens em camundon-
gos, sem nenhum trata-
mento;

Grupo III — Camundongos inoculados
com a cepa Colombiana
proveniente dos controles
de infeccho, nio tratados
previamente,

III) Estudo da resposta ao tratamento pelo
Bay 2502

Grupo I — Os animais infectados com a
cepa proveniente de grupo de tratamento pro-
longado pelo Bay 2502 foram submetidos a
tratamento com a mesma droga, sendo subdi-
vididos em tratados e confroles de tratamen-
to. O Bay 2502, derivado furfurilidénico, foi
aplicado no seguinte esquema: 4-doses de 200
mg/k/dia em dias consecutivos seguidas de 5
doses semanais de 50 mg/k/dia. O tratamento
foi iniciado no 17.° dia de infeccio. A du-
racdo do tratamento foi de 30 dias.

Grupo IT — Os animais deste grupo foram
submetidos ao mesmo esquema de tratamento,
o qual foi iniciado no 20.° dia da infec¢ho e se
prolongou durante 60 dias. O tratamento foi
mais prolongado a fim de se poder testar a
persisténcia da resisténcia adquirida, apoés
passagens sucessivas sem tratamento. :

Grupo III — Os animalis infectados com
tripanosomas provenientes de animais com in-
feccio cronica, nfo previamente tratados, fo-
ram subdivididos em tratados e controles de
tratamento. O esquemsa de tratamento foi o
mesmo utilizado no Grupo I. '

IV) Estudo histopatolégico

Os animais tratados e nao tratados dos
Grupos I e III foram sacrificados no final do
tratamento e os 6rgéos foram fixados em for-
mol a 10%, incluidos em parafina e obtidas
laminas coradas em hematoxilina e eosina.

V) Avaliacao dos resultados
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Foi feita diariamente a avaliacdo da pa-
rasitemia através exame do sangue periférico
em gota padronizada, obtida por seccdo da
cauda e colhida com pipeta de hemoglobina,
entre lamina e laminula 22 x 22; a contagem

" do namero de tripomastigotas foi feita em 50
campos microscépicos 10 x 40. Esta avalia-
cdo fol feita nos animais tratados e nos nio-
tratados dos trés grupos experimentais.

As lesOes histopatologicas foram avalia-
das, comparando-se os resultados do trata-
mento no Grupo I e no Grupo IIT.

RESULTADOS

I) Niveis de parasitemia — A comparacio
das curvas de parasitemia obtidas nos Grupos
I e III (Figs. 1 e 2) mostra que hé nitidas di-
ferencas na resposta ao tratamento quando se

- consideram os animais infectados por cepa
proveniente de animais submetidos a trata-
mento prolongado e os animalis infectados com
tripanosomas Dprovenientes de animais nfo
‘submetidos a tratamento previamente. No
Grupo I as parasitemias sofreram moderado
decréscimo a partir do 10.° dia de infee¢ho po-
rém  as curvas conservaram a mesma confi-
guracio dos nio tratados do mesmo grupo
(Fig. 1). Os animais do Grupo III mostraram
uma, resposta rapida com decréscimo aprecia-
vel da parasitemia logo apds o inicio do trata-
mento e negativacio no 10.° dia, embora vol-
tasse a positivar mais tarde (Fig. 2).

Considerando-se a resposta da parasite-
mia ao tratamento no Grupo II, em que fo-
ram feitas passagens sucessivas sem nenhum
tratamento, observa-se resultado idéntico ao
visto no Grupo I (Fig. 3).

II) LesGes histopatolégicas — Os animais
ndo submetidos a tratamento nos grupos I e
III mostraram lesbes teciduais predominante-
mente ao nivel de milsculo esquelético (Fig. 4)
com miosite intensa e numerosas formas
amastigotas no interior de fibras musculares,
observando-se também miocardite de grau
moderado. Os animais submetidos a tratamen-
to no Grupo I, mostraram lesbGes menos inten-
sas do que nos animais néo-tratados do mes-
mo grupo, porém havia nitido processo de
miosite intersticial (Fig. 6) e de miocardite
cronica (Fig. 7) com raros parasitos no inte-
rior das fibras musculares. Nos animais do
Grupo III submetidos a tratamento as lesbes
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teciduais eram muifto discretas, praticamente
ausentes em alguns animais, sendo vistos es-
cassos parasitos nos tecidos (Fig. 5).

RESISTENCIA A0 BAY 2502 DE TRIPANOSOMAS
PROVENIENTES DE ANIMAIS PREVIAMENTE TRATALGS
{ PARASITEMIAS)
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Fig. 1 — Parasitemia em animais do Grupo I: nitido

decréscimo da parasitemia nos animais tratados porém

ndo hid negativacio e a configuracfo das curvas é
idéntica em ambos os grupos.

COMENTARIOS

Os resultados indicam que a resisténcia
apresentada pela cepa Colombiana do T. cru-
zi 20 tratamento pelo Bay 2502 (derivado fur-
furilidénico) foi nitidamente malior quando
esta cepa foi isolada de animais tratados por
periodo prolongado por esta droga. As pas-
sagens sucessivas em camundongos, sem he-
nhum tratamento ndo alteraram o grau de
resisténcia que permaneceu mais elevado do
que o observado com esta cepa quando prove-
niente de doador ndo previamente submetido
a0 uso da droga (Bay 2502). A maior resistén-
cia se traduziu ndo apenas pelo tipo de res-
posta da parasitemia como pela persisténcia
de lesOes teciduais, diferindo dos aspectos an-
teriormente descritos 3 em animais submetidos
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FlE. 4 — Miogite intensa em animal controle (Geuapo III) nde-tratado (nfeetado
com o cepa provenlente de animals pAo-tratedos) H.OE,, 120X

Fig. 6 — Apis trotamento os animals do Grapoe eontrols (Gropoe IIT) mostram ni-

tido
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decpfscimo do  processo de miosile oo
j

fica limitado a  peguoenos

Fig. 6 — Mioalte acentuada em anlmal infectado eom tripomastigotas isoladas em
anitmids previnmonte tratados (Grupo Id e gue foram submetides a tra-
tamonto eom A mesma droga. oK., 160X,

i, T — Miocardite difuse em animal submetido a trataments do Grape I ILE.,

120X

a tratamente prolongado, em gue as lesbes
teciduais eram ausentes ou muito discretas,

A observacho do desenvelvimento de re-
sisténcin aos nitrofurinicos foi referida por
AMREIN 4, tratando culturas da cepa Tulau-
hen com doses gradualmente crescentes de Ni-
trofurazona. Observou este Autor que a resis-
téncla persistia mesmo apos passagem em
triatomineos artificialmente alimentados com
formas de cultura, ou apds passagens em
meios de cultura. No nosso estudo, as doses
utilizadas para o tratamento foram muito ele-
vadas e nio houve, portanto, o desenvolvi-
mento gradual de resisténecla. Além disto, a
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cepa Colombiana se mostrou resistente desde
0 primeiro curso do tratamento. Trata-se por-
tanto de uma resposta peculiar desta cepa,
principalmente se levarmos em conta que o
fratamento paralelo feito em animals infec-
tadoz com a cepa Peruana gue difere da Co-
lombiana por virios dos seus caracteres?
mostron maior suscetibilidade da mesma.

Partindo da hipotese inicial deste traba-
lho, supds-se que o tratamento destruiria as
formas parasitarias suscetiveis, conservando
entretanto as lormas resistentes, que ap se
multiplicarem poderiam mostrar maior grau
de resisténcia ao guimloterapico. Parece-nos
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que esta hipdtese foi confirmada pelos acha-
dos do presente trabalho, em que se demons-
trou maior resisténcia da cepa que fora ante-
riormente submetida a tratamento.

Este fato sugere a necessidade de uma
triagem de drogas a serem utilizadas na qui-
mioterapia da doenca de Chagas no sentido
de verificar a suscetibilidade de diferentes ce-
pas, principalmente se levarmos em conta ob-
servagéo feita anteriormente de que em uma
mesma area geografica pode predominar um
mesmo tipo ou padrio de cepal. Evitar-se-ia
desse modo o desenvolvimento de cepas alta-
mente resistentes aos quimioterapicos dispo-
niveis.

SUMMARY

Experimental studies on resistance to BAY
2502 presented by a strain of T. cruzi

The Colombian strain of T. eruzi, inocu-
lated in mice, showed a deffinite drug re-
sistance when the animals were freated with
‘Bay 2502.

Surviving parasites isolated from mice
‘submitted to prolonged treatment with the
drug, reveal a marked drug resistance, greater
than that observed during a first treatment.

This increased drug resistance was stable and
could be demonstrated even when a new
treatment was initiated after four passages
in mice. These findings suggest that drug re-
sistance in T. eruzi infection can be enhanc-
ed by a previous treatment with the drug.
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