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ENSAIO TERAPEUTICO COM GLUCANTIME EM SAGUIS (CALLITHRIX
JACCHUS)INFECTADOS COM UMA CEPA DE LEISHMANIA DONOVANI
APARENTEMENTE RESISTENTE AO TRATAMENTO.

R. Dietze, R.C. Araujo, M.L.R. Lima, J.A. Vexenat, P.D. Marsden e A.C. Barreto.

Os autores relatam o resultado de um ensaio terapéutico em sagiiis com uma
cepa de Leishmania donovani isolada de um caso humano fatal de calazar, clinicamente
resistente aos antimoniais (Glucantime e Pentostam), Anfotericina B e Pentamidina. Os
testes cutdneos realizados no paciente para avaliacdo da imunidade celular foram
negativos d exce¢do do DNCB a 2%. Quatro sangiiis adultos (Callithrix jacchus) foram
inoculados por via intraperitoneal com uma suspensdo de formas amastigotas de L.
donovani. Duzentos e dez dias ap6s, todos os animais mostravam formas amastigotas
do protozodrio, evidenciadas através de pun¢do hepdtica por aspiragdo. Iniciou-se
entdo um esquema terapéutico com glucantime (28 mgSbV/kg/dia) em trés séries de 10
dias com cinco dias de intervalo entre elas em trés dos primatas, ficando o quarto animal
como controle. Nos trés animais tratados houve cura parasitologica da doenga, 0 mesmo
ndo ocorretido com o controle. O fato de a amostra de L. donovani ter sido, no paciente,
resistente aos vdrios tratamentos e ter sido sensivel em modelo experimental a
terapéutica com glucantime, sugere a possibilidade de que fatores imunoldgicos do
paciente possam ter contribuido para a evolugdo fatal da doenga.
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Semelhantemente ao que ocorre no tipo indiano,
a leishmaniose visceral no novo mundo responde bem
4 terapéutica com os antimoniais pentavalentes!3. No
Brasil casos esporadicos de nao resposta clinica a

esses medicamentos tém sido relatados, obrigando o

uso de drogas alternativas2 12 16 18,

As razdes para essa falha de resposta a terapéu-
tica ainda ndo foram totalmente elucidadas. No entan-
to, varios fatores tem sido sugeridos como responsa-
veis por esse fendmeno como por exemplo resisténcia
do parasito a medicagao?, resposta imunitdria defi-
ciente do hospedeiro ao parasito e fatores farmacodi-
namicos da terapia com os antimoniais3 14,

O presente trabalho trata de um ensaio terapéu-
tico experimental em sagiis, de uma amostra de
Leishmania donovani isolada de um caso fatal de
calazar, clinicamente resistente aos antimoniais
(Glucantime e¢ Pentostam), Anfotericina B e penta-
midina.
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MATERIAL E METODOS

Em maio de 1980 foi internado no Hospital
Presidente Médici (Brasilia) o paciente J.T. de 8 anos
de idade, natural de Itchirina de Mantena (MG),
procedente de Vitoria (ES), com diagnostico clinico,
laboratorial e parasitologico de calazar. A crianga
apresentava histéria de trés anos de evolugdo da
doenga ja tendo sido medicada sem sucesso na ocasido
com Glucantime, 28 mgSbV¥/kg/dia em trés séries de
10 dias cada, com sete dias de intervalo entre elas e
duas séries de Anfotericina B, 1 mg/kg em dias
alternados, com dose total de 600 mg ¢ 1000mg.

Durante o periodo em que esteve internado
em Brasilia, foram feitos os seguintes esquemas
terapéuticos:

— Glucantime (28 mgSbV/kg/dia), EV em quatro
séries de 10 dias com uma semana de intervalo entre
elas.

— Pentamidina (Lomidine) 4 mg/kg/dia, IM du-
rante 15 dias.

— Pentostam 10 mgSbV/kg/dia EV + Alopurinol
20 mg/kg/dia VO durante 30 dias.

Como em nenhum dos esquemas empregados

houvesse negativacdo do parasito no aspirado de
medula ¢ssea, optou-se pela esplenectomia associada
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a quimioterapia com Glucantime, tendo porém o
paciente falecido antes da realizagdo da mesma, em
decorréncia de uma septicemia bacteriana.

As provas cutdneas para avaliagdo da imuni-
dade celular foram todas negativas, a excegdo do
dinitroclorobenzeno a 2%, ¢ incluiram o PPD, tricofi-
tina, candidina, leishmanina e estreptodornase.

A amostra de L. donovani utilizada no estudo,
foi isolada em hamster e cultura (Agar Sangue Difco20)
a partir de aspirado de medula dssea do paciente.

Quatro sagiiis adultos,Callithrix jacchus, 250g-
350g, do sexo masculino, capturados em Milagres
(BA), e adaptados ao cativeiro, foram inoculados por
via intraperitoneal com 1,5 ml de uma suspensio de
baco e figado de hamster, rica em amatigotas de L.
donovani. Duzentos ¢ dez dias apds a inoculagdo
procedeu-se a pun¢éo hepatica por aspirag@o nos qua-
tro animais, com uma agulha 18x11/2” adaptada a
uma seringa descartavel de Sml. O esfregago obtido
partir desse material foi corado pelo Giemsa para evi-
denciagido do protozoario.

Iniciou-se entio esquema terapéutico com
Glucantime 28 mgSb¥/kg/dia, IM em trés séries de 10
dias com cinco dias de intervalo entre elas em trés dos
primatas, ficando o quarto como controle. Dentre os
animais tratados, dois foram sacrificados na terceira
semana e um outro juntamente com o controle (néo
tratado) na quarta semana apos o término do trata-
mento. A presenca ou auséncia de L. donovani nos
tecidos dos animais foi determinada por:

—“Imprints” de bago, figado e esfregaco de
medula dssea femural com posterior coloragio pelo
Giemsa.

Cultura de homogenado de bago, figado e
sangue nos meios de Lit5, Agar Sangue Difco20 e
Schneiderll, contendo 200 Ul de penicilina cristalina
e 200 ug de estreptomicina, sendo, para cada amosta,
empregados dois tubos de cultura, com observagdo por
90 dias.

— Exames de cortes histologicos de bago e figado
com coloragdo pela hematoxilina e eosina.

— Inoculagdo em dois hamsters pela via intrape-
ritoneal de 1,5 ml de suspensio de bago e figado dos
primatas tratados. Os hamsters foram sacrificados 90
dias apos a inoculagao, sendo a pesquisa do parasito
realizada através de “imprints” do figado, bago e
esfregaco de medula ossea corados pelo Giemsa.

RESULTADOS

Os quatro sagiiis inoculados com a amostra de
L. donovani isolada do paciente desenvolveram a
infecg¢do, evidenciada pela presen¢a do parasito no
material obtido das respectivas bidpsias hepaticas.

No grupo dos animais que receberam as séries
de antimonial, tanto os “imprints” de bago, figado,
esfregacos de medula Ossea, culturas nos meios de Lit,
Agar Sangue Difco e Schneider quanto os cortes
histolégicos de bago, figado e a inoculagio em
hamsters néo se conseguiu demonstrar a presenga do
parasito apés o tratamento. Paralelamente os
“imprints” de bago e figado e esfregago de medula
Ossea do animal controle (nio tratado) mostraram
grande quantidade de amastigotas de L. donovani.
Esses dados, resumidos na Tabela 1, ndo deixam
divida quanto a resposta terapéutica da amostra de
L. donovani ao Glucantime.

Tabela 1 - Resultados do tratamento com Glucantime, em sagiiis (Callithrix jacchus) inoculados com Leishmania
donovani (dose 28mg SbV/kg/dia em trés séries de dez dias com cinco dias de intervalo).

Sacrificio ne de

Inoculagdo de supensdo

Macaco  Pungdo semanas apos o “Imprints” Esfregaco de Cultura de figado + baco em dois
Ne hepdtica  tratamento Bago  Figado medula 6ssea Bago + Figado Sangue hamsters
M + 3 - - - - - -
10M + 3 - - - - - -
M + 4 - - - - - -
M (Controle) + 4 + + + NF NF NF
NF - Nao feito
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DISCUSSAO

O fato da amostrade L. donovani no paciente ter
sido resistente aos varios tratamentos e ter sido
sensivel em modelo experimental a terapéutica com
glucantime, afasta a possibilidade de resisténcia pri-
maria do parasito a droga. A resisténcia do protozoa-
rio aos agentes antimoniais, apesar de sempre presente
nas discussoes sobre fracasso terapéutico, so recente-
mente foi demonstrada por Berman e cols4, em
experimento ““in vitro” utilizando cultura de macro-
fagos. Por outro lado, esses autores mostraram suscep-
tibilidade aos antimoniais de amostras de leishmanias
isoladas de pacientes que néo responderam a terapéu-
tica, levando a possibilidade de que a ndo destrui¢do
desses protozoarios pelos macrofagos poderia estar na
incapacidade dessas células em metabolizar a droga,
convertendo-a em produto ativo, capaz de destruir o
parasito.

Outras hipoteses poderiam ser levantadas na
tentativa de explicar a evolugdo anormal deste caso
como por exemplo, fatores farmacodinamicos ligados
a dosagem, via de administragao, absor¢ao e perfusao
da droga nos locais onde se encontram os parasitos, ou
fatores imunologicos como a capacidade de resposta
do paciente ao agente agressor, com uma imunidade
celular e humoral eficazes.

A farmacologia dos antimoniais pentavalentes foi

reavaliada recentemente por Rees e cols19 e Chulay e
cols?, que mostraram ser essas substincias rapida-
mente eliminadas na urina, com 81 a 97% da droga
sendo excretada nas primeiras 6 a 8 h, com uma meia
vida em torno de duas horas. Paralelamente a essa
excregdo renal ocorre um discreto acamulo no orga-
nismo de SbV que tende a se estabilizar por volta do
10¢ dia de aplicagio9. Tais dados tem levado pesqui-
sadores e clinicos a usar com sucesso nos pacientes
que nido respondem ao esquema tradicional, doses
progressivamente maiores de antimoniais por tempo
mais prolongado sem que com isso tenham notado
aumento significativo dos seus efeitos colaterais8.
Infelizmente ndo podemos saber até que ponto o nosso
paciente se beneficiaria com esquema terapéutico
usando doses maiores de SbY apesar de termos
administrado Pentostam de modo continuo por 30
dias. De qualquer forma seria dificil explicar a falha de
resposta clinica do paciente ao esquema terapéutico
“per se” se levarmos em conta que nos animais
tratados ocorreu cura com posologia e tempo de
tratamento semelhantes ao utilizado no doente. Con-
tudo, apesar de ja terem sido avaliados como modelo

experimental 15, ndo sabemos até que ponto os resul-
tados obtidos nesses animais podem ser extrapolados
para o homem.

Discute-se atualmente a possibilidade de haver
uma depressao na imunidade mediada por células nos
pacientes com calazar. Essa depressio, caracterizada
como baixa de resposta linfoproliferativa “in vitro” a
estimulos antigénicos, seria especifica para antigenos
do parasita e réversivel apos cura da doenca’ 10,
Carvalho e cols® mostraram que, além desse aspecto,
os linfocitos de individuos com calazar nao sao
capazes de produzir linfocinas quando estimulados
com antigenos de L. mexicana. Esses achados estiode
acordo com a observagao de que estes pacientes ndo
apresentam reagao de hipersensibilidade do tipo retar-
dado, quando inoculados por via intradérmica, com
antigeno de Leishmania (reagdo de Montenegro)l.

Os testes cutaneos realizados em nosso paciente
na avalia¢do da imunidade celular foram negativos, a
exce¢do da capacidade de sensibilizagido pelo DNCB.
Esses resultados nio diferem daqueles encontrados
em nosso meio, nos pacientes com calazarl.

Recentemente, Murray e cols!?7 demonstraram
in vitro que a incapacidade do sistema fagocitico mo-
nonuclear em destruir as leishmanias fagocitadas seria
devida a deficiéncia de interferon gama, linfocina
ativadora de macrofagos, principais responsaveis pela
destruigdo do protozoario.

Apesar de ainda néo estar definido o real papel
da imunidade celular na leishmaniose, a hipotese de
que uma deficiéncia desta natureza possa ter influido
na evolugdo clinica deste caso ndo pode ser afastada.

SUMMARY

The authors describe a therapeutic study in
marmosets (Callithrix jacchus) of a strain of
Leishmania donovani isolated from a fatal human
case of Kala-azar. The patient failed to respond to
antimonials (Glucantime and Pentostam), Amphote-
ricin B and pentamidine therapy. Skin tests for the
evaluation of cellular immunity were negative with
the exception of 2% dinitrochlobenzene. Four adult
marmosets were inoculated intraperitoneally with a
suspension of amastigotes of L. donovani isolated
from the hamster liver and spleen. Two hundred and
ten days later all the animals had amastigotes in
aspirates obtained by liver puncture. Glucantime
treatment 28 mg/kilogram body weight per day for 3
series of 10 days was begun in three animals while the
Jourth was kept as a control. The three treated
animals became parasite free in contrast to the
control marmoset. The fact that this strain of L. dono-
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vani was unresponsive in the patient, inspite of
various attempts at treatment, and yet responded to
antimonials in marmosets suggest that the patients
immune response was defective leading to a fatal
outcome.

Key Words: Kala-azar. Resistence to treatment.
Experimental infection in marmosets.
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