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Resisténcia a sulfadoxina-pirimetamina em Maputo,
Mocambique: presenca de mutacoes nos genes dhfr
e dbps do Plasmodium falciparum

Sulfadoxine-pyrimethamine resistance in Maputo, Mozambique: presence of
mutations in the dhfr and dhps genes of Plasmodium falciparum

Natércia Emilia Pedro Fernandes', Pedro Cravo’e Virgilio E. do Rosario?

RESUMO

Foram analisadas a fregiiéncia e distribuicdo de mutacoes nos genes dibidrofolato redutase e dibidropteroato sintetase do Plasmodium
falciparum, usando a metodologia de reagdo em cadeia da polimerase e polimorfismos de hidrolise por enzimas de restrigdo, em amostras
de sangue infectado proveniente de criangas mogambicanas, residentes em Maputo. A andlise foi feita antes e 7 dias apos o tratamento
com sulfadoxina-pirimetamina (S/P). Os resultados mostraram a ocorréncia de mutacoes pontuais nos genes estudados e a presenca de
combinagoes de trés alelos em dhfr (51", 59¢ e 108*") e do quintiiplo mutante (dhfr 51", 59¢, 108*" e dhps 437, 540°"), ambas situagoes
associadas a falba terapéutica no sétimo dia apos tratamento com S/P. Esses achados mostram a importancia de se estudar a resisténcia a
S/P em Mogcambique, e como os marcadores moleculares de resisténcia aos antimaldricos podem fornecer dados importantes para a politica
nacional de controlo da maldria.
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ABSTRACT

The frequency and distribution of mutations in Plasmodium falciparum, dibydrofolate reductase and dibydropteroate synthase genes were
analyzed, using the polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism methodology, in infected blood samples from
Mozambican children living in Maputo, before and seven days after treatment with sulfadoxine/pyrimethamine (S/P). The results showed the
occurrence of point mutations in the genes studied and the presence of combinations of three alleles in dhfr (51! le 59478 and 108" ™) and
“quintuple” mutant (dhfr 571€, 50478 108457 and dhps 43701, 54061%). Both of these situations were associated with seven-day therapeutic
Jailure, following treatment with S/P. These findings show the importance of studying S/P resistance in Mozambique, and how molecular
markers for antimalarial resistance can provide important data for national malaria control policy.
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A resisténcia farmacolégica do Plasmodium falciparum
é um dos principais problemas nos programas de controle da
maldria. Nas tltimas décadas, o crescente aumento da resisténcia
a cloroquina levou a introducdo de outros antimaldricos
(ex: pirimetamina), bem como a modificacio de esquemas
terapéuticos jd existentes ou inclusio de medicamentos ja
conhecidos e em novas associacoes. Contudo, o tratamento da
maldria com alguns desses medicamentos tem sido comprometido
pelo aparecimento de parasitas resistentes®'. Nas dreas endémicas,
da Africa, das quatro espécies de Plasmodium que infectam o

Homem, a espécie Plasmodium falciparum é a que apresenta
maior prevaléncia e viruléncia. Esta espécie rapidamente
desenvolveu resisténcia 2 maioria dos antimaldricos atualmente
em uso tomando proporcdes alarmantes na sadide publica' 2.
Maputo € a capital de Mogambique, um Pais onde a maldria é
endémica todo ano, atingindo o seu ponto mais alto apds a época
chuvosa (dezembro a abril). Com uma intensidade de transmissao
varidvel, que depende da precipitagdo, altitude e temperaturas,
o Plasmodium falciparum é o parasita mais prevalente, sendo
responsavel por cerca de 90% de todas infec¢des®. Os primeiros
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registros de resisténcia a cloroquina datam de 1983* e, nos
tiltimos anos, tem sido realizadas virias investigacGes relacionadas
com resisténcia e este e outros antimaldricos na regido®°”.

A resisténcia 2 sulfadoxina/pirimetamina (S/P) surge pela
presenca de mutacdes pontuais nas regioes codificantes do centro
ativo da enzima bifuncional dihidrofolato reductase (dhfi)-timidilato
sintetase (#s) e da enzima dihidropteroato sintetase (a/hps), para
a pirimetamina e sulfadoxina respectivamente®® '° ' 2. Para a
pirimetamina, geralmente a mutagdo no gene dhfi' no coédon 108,
alteracfio de uma serina para uma asparagina, parece ser suficiente
para conferir resisténcia a este medicamento e conseqiientemente
a sulfadoxina/pirimetamina'®, Este fato, explica a razio pela
qual a resisténcia do parasita tenha surgido imediatamente apés
a generalizacdo do uso deste firmaco como terapéutica da
maldria'®. Para além da mutacdo 108*", muta¢des nos coédons
51 e 59, substitui¢iio da asparagina por isoleucina e cisteina por
arginina, respectivamente, encontram-se normalmente implicadas
nos elevados niveis de resisténcia a este firmaco®’. Investigacdes
realizadas' ' ¥ demonstraram que, para o gene dhps, mutagdes
pontuais nos codons 436 (serina»alanina), 437 (alanina» glicina),
540 (lisina» glutamato) e 613 (treoninadserina), estdo associadas
aresisténcia a sulfadoxina. Outros estudos, mostraram também que
o conjunto de trés mutagdes no gene dhfi (51, 595 e 108"")
e duas no gene dhps (437% e 540°v), designado quintuplo
mutant, é considerado como um marcador molecular para a falha
terapéutica, observado no tratamento de Plasmodium falciparum
com /P 1°, Foi objetivo do presente estudo identificar a freqiiéncia
e distribuicdo das mutagdes pontuais nos genes dhfr e dhps do
Plasmodium falciparum, em criancas mocambicanas residentes
em Maputo.

MATERIAL E METODOS

0 estudo teve lugar de agosto a outubro de 2004, no Centro
de Satide de Bagamoyo em Maputo, Mocambique, onde foram
envolvidas todas as criancas (dos 6 meses 20s 5 anos) com maldria
néo complicada. Os critérios de inclusdo consistiram na presenga
de monoinfecciio com a espécie Plasmodium falciparum, ndo
ingestdo de antimaldricos nas 3 semanas anteriores, auséncia de
histéria de alergia as sulfonamidas e consentimento informado dos
pais ou responsdveis pela crianga. O estudo foi revisto e aprovado
pelo Comité Nacional de Bioética para a Satide.

Colheita de amostras. No total foram colhidas 148 amostras
(74 antes e 74 ap6s o tratamento com S/P). Na primeira visita da
crianca a0 Centro de Satide (designado de dia 0) foram obtidas,
por pungdo digital, duas gotas de sangue sendo uma colhida
diretamente numa 1amina e a outra em papel de filtro Whatman
(Maidstone, United Kingdom) 3MM, que foi deixado a secar a
temperatura ambiente. Apds secas, as amostras colhidas em papel
de filtro foram devidamente acondicionadas e transportadas para
o laboratério do Instituto de Higiene e Medicina Tropical em
Lisboa, Portugal, para andlise molecular.

Identificacdo parasitiria. Do sangue colhido, nas [aminas,
foi realizada uma gota espessa e um esfregaco que, apos
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corados com a solucdo de Giemsa a 15%, foram observados
por microscopia dptica para a determinacdo da espécie de
Plasmodium infectante e a respectiva parasitemia®.

Tratamento dos pacientes. Todas as criangas envolvidas
do estudo foram tratadas, na unidade sanitdria e sob supervisio
médica, com uma dose tnica de Fansidar (25mg/kg de
sulfadoxina e 1,25mg/kg de pirimetamina), no dia 0 e observadas
sete dias apos o tratamento (designado dia controle ou dia 7),
para a verificacio da cura (clinica e parasitoldgica) ou, em caso
de sintomas, antes da data prevista do controle.

Extracdo do acido desoxirribonucléico. Do sangue
colhido em papel de filtro foi extraido o 4cido desoxiribonucléico
(DNA), utilizando o método de Chelex-100".

Reacao em cadeia da polimerase e polimorfismos de
hidrélise por enzimas de restricdo. Para a amplificacio do
dcido desoxiribonucléico parasitdrio, utilizou-se o método de
reacio em cadeia da polimerase (PCR), descrito por Duraisingh’,
Para obtencio dos e polimorfismos de hidrélise por enzimas de
restricdo (PHER), dependendo da intensidade das bandas de
electroforese no gel, usaram-se 2-5pl de produto amplificado
da segunda reaccio de PCR em cada incubacio com diferentes
enzimas de restri¢do, de acordo com as instrugdes do fabricante
(New England Biolabs, Beverly MA, USA). Para a identificacdo
das mutacdes no gene dhfr utilizaram-se, para cédons 51 e 59,
as enzimas Tasl e Pdml respectivamente e, para o codon 108 as
enzimas de restri¢do Alul, Bsenl e Bstnl. Para o gene dhps, as
enzimas HpyFI10VI e BSeGI foram utilizadas para aidentificacio das
mutacdes nos cddons 437 e 540, respectivamente. Como controle
do PCR e do PHER utilizou-se DNA de amostras de Plasmodium

Sfalciparum orgindrias de diferentes dreas, nomeadamente
as linhagens: STP79 (Sdo Tomé e Principe), Dd2 (Vietname),
Hb3 (Honduras), T9/94 (Tanzania) e K1 (Tailandia). Todos os
produtos de PCR e PHER foram separados em electroforese de
géis de agarose (1% Seaken e 1% NuSieve) e a sua visualizacio
efectuada num transiluminador de luz ultravioleta, apés coloragio
dos géis com brometo de etidio (6mg/ml). A andlise estatistica
foi feita pelo F-test e Chi-square test, com nivel de significancia
estatistica de 5%.

RESULTADOS

De um total de 148 amostras colhidas (74 antes e 74 depois
do tratamento com S/P), todas (100%) apresentavam-se positivas
para Plasmodium falciparum antes do tratamento (D0), tanto na
andlise por microscopia Optica (MO) como pela reaciio em cadeia
da polimerase. No dia do controle (D7), apés o tratamento com
S/P, 28 amostras (38%) continuavam positivas, na andlise por MO
e 73 (98%) na andlise pela reaciio em cadeia da polimerase. Na
andlise dos polimorfismos, nos genes dhfi e dhps, 72 amostras
apresentavam polimorfismos em DO e 71 amostras em D7. No
gene dhfr, a mutagdo 108 *" foi encontrada em sessenta e nove
(95,8%) das 72 amostras analisadas em D0, e em sessenta e
oito (95,7%) das 71 amostras analisadas em D7 (Tabela 1).
Dessas sessenta e nove amostras com a mutagao 108*", sessenta
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e duas (89,8%) tinham esta mutagio associada as mutagdes
51%% e 5948 antes e, 63 (91,3%) ap0s o tratamento com S/P. Nao
foram observadas mutagGes isoladas. Mutagdes triplas em dhfi,
posicdes 51,59 e 108, e quintuplas em dhfr posigdes 51, 59, 108
e em dhps 437, 540, respectivamente, foram as mais freqiientes,
tendo estas tltimas aumentado de 34 (47,2%) para 48 (67,6%),
p = 0,014, ap6s o tratamento com S/P (Tabela 2). Nas duas
regides estudadas do gene dhps (cddons 437 e 540), foram
encontradas mutacdes pontuais estando a maior parte associadas
as mutacOes no gene dhfi. Em apenas quatro amostras (duas
de DO e duas de D7), foram identificadas muta¢des somente no
gene dhps (Tabela 2).

Tabela 1 - Freqiiéncia das mutacoes pontuais, nos genes dhfr e dhps do
Plasmodium falciparum, antes e depois do tratamento com sulfadoxina/
pirimetamina.

Antes do tratamento (n®=72) Ap6s o tratamento (n®=71)

mutacoes mutagoes
Mutagdo n° % n® %
dif 511€ 67 93,0 63 88,7
dhfr 59\ 66 91,6 67 94,3
dhfi- 108350 69 95,8 68 95,7
dhps 4375 £ 58,3 55 774
dhps 54061 44 61,1 51 718

dhfr: dihidrofolato redutase dhps: dihidropteroato sintetase

Tabela 2 - Distribuicdo das combinagées de mutagoes pontuais, nos genes
dhfr e dhps do Plasmodium falciparum, antes e depois do tratamento com
sulfadoxina/pirimetamina.

Antes do tratamento Apds o tratamento

Mutagdo (n°=72) (n°=71)
dbf (511€ 4 108450) 2 1
dhfi (59718 1 10835 1 1
dhps (4375 4 54001 2 2
dbfi (5918 + 108%1) + dpps 540010 1 ;
dhfi (598 + 10831 1 s 43761 ; 1
dif (51118 1 50A18 , joghsm) 23 13
dbfi (511€ 4 50A18 4 10840) 4 g 540010 3

dbf (5918 1 108850 4 dpps (43700 + 54001y q 3
dbfi (511€ 1 108850 1 gpps (43700 4 54001y 2

dif (511€ 4 50AT8 . 108351) 4 s 43761 2 2

—

dhfi (511€ 1 50M8 )+ dps (43761 4+ 540611
dnfi- 1€ 1 50A18 | 10880y 1 s (43700 4 54061 34 48 p=0.014
Total 72 71

dhfi: dihidrofolato redutase dhps: dihidropteroato sintetase

DISCUSSAO

Estudos de biologia molecular na investigagdo dos mecanismos
moleculares de quimiorresisténcia parasitdria sdo relevantes no
combate 2 maldria, sobretudo a causada por Plasmodium
Jalciparum, uma vez que ndo s6 permitem uma identificacao
racional de novos alvos terapéuticos, como também o
estabelecimento de novos métodos de identificacio/diagndsticos
da resisténcia aos antimaldricos. Apesar de dispendiosa, a
utilizacdo da técnica de reagiio em cadeia da polimerase seguida
de hidrolise enzimdtica, permite, de uma maneira especifica

e sensivel, separar os parasitas sensiveis dos resistentes. No
presente estudo, para identificacio da espécie de Plasmodium,
atécnica de reacdo em cadeia da polimerase mostrou ter maior
sensibilidade em relacdo a andlise por microscopia dptica.
Foram identificadas, antes do tratamento, 95,8% das amostras
com a mutagdo 108" descrita como a muta¢ao precursora para
o surgimento de todas as linhagens resistentes a pirimetamina'*
1921 Este dado indica a existéncia desta mutagio em circulaco
na populagio do estudo. Observamos também que sete dias
apos o tratamento com S/P, esta mutacdo permanecia elevada
(95,7%), o que nos permite colocar a hipdtese de que este
medicamento provavelmente nio estard a funcionar na irea
do estudo. Por outro lado, foram identificadas amostras com
associagio da mutaco dhfi 108" com as mutagdes dhfir 51"
e 59 padrio este implicado com o aumento progressivo dos
niveis de resisténcia farmacolgica a este firmaco'. No presente
estudo, foi também analisado o gene dhps, onde identificaram-
se mutacoes pontuais nas duas regides estudadas deste gene
(437#" e 5408"), estando a maioria associadas as mutag¢es no
gene dhfi (Tabela 2). Em relagio presenca de trés mutagoes
no gene dhfir (51, 59 e 108*"), antes e apds o tratamento,
apesar dos resultados ndo mostrarem significincia estatistica,
estd descrito que a associagio destas estd implicada num maior
aumento de resisténcia ao tratamento com /P2, O quintuplo
mutante, considerado como sendo um marcador molecular de
falha terapéutica ao tratamento da maldria, por Plasmodium
Salciparum, com S/P¥1° mostrou ter sofrido um aumento
estatisticamente significativo apds o tratamento, levando-nos a
colocar a hipétese de selecdo de alelos mutantes. O presente
estudo confirma o envolvimento das mutacdes, nos genes dhfi e
dhps de Plasmodiu falciparum, na falha terapéutica ao sétimo
dia no tratamento da maldria com S/P em Maputo, Mocambique,
refletindo provavelmente a pressdo deste medicamento no pais
durante virios anos.

Sendo a resisténcia aos antimaldricos um dos principais
obsticulos aos programas de controlo da maldria, torna-se importante
que para além de um diagnéstico rpido e eficiente, se possa
também determinar a prevaléncia da resisténcia aos antimalaricos
com 2 identificacio de marcadores moleculares de resisténcia,
possibilitando a modificacdo, pelas autoridades sanitdrias locais,
dos esquemas terapéuticos e/ou profildticos em uso nessa regido,
de modo a atuar mais eficazmente contra a maldria.
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