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Presenca de DNA da Leishmania (V.) braziliensis na
Mucosa Nasal Clinicamente Saudavel em Pacientes
com Leishmaniose Cutanea*®
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Considerando que a lesio da mucosa ocorre tardiamente apds a infec¢ao por
leishmaniose cutanea (LC), avaliamos se pacientes com doenca cutanea por L. V.
braziliensi sem atividade podem carrear DNA do parasita na mucosa nasal
aparentemente sadia. Realizamos um estudo de corte transversal, com exame
otorrinolaringologico de todos os casos de LC (n-153) atendidos em uma area endémica
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Received: January 30, 2019 DNA estava presente em pacientes com fatores de risco conhecidos para

desenvolvimento de lesdo de mucosa, como lesdes cutaneas em maior niimero (mediana
de 1,5 vs 1,0, p=0,044) e maiores (mediana 2,7 vs 1,6cm, p=0,013). Além disso, esses
individuos com parasita na mucosa evoluiram mais frequentemente para formas
atipicas da LC [45,5% vs 11,5%; p=0,009], e necessitaram de mais ciclos de
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An otorhinolaryngologist assessed the clinical status of the nasal mucosa by anterior rhinoscopy and endoscopic
examinations. Swab samples were collected for parasite DNA detection by PCR from all individuals before standard
treatment for leishmaniasis. A second evaluation 3 months after treatment was performed to assess clinical
outcomes.Parasite DNA was detected in 7.8% (12/153) of clinically healthy nasal mucosa of individuals with CL.
Interestingly, DNA was more frequently identified in individuals with more skin lesions (median 1.5, interquartile
range (IQR) 1-3.5 versus 1.0, IQR 1-1.5; p 0.044), or larger injuries (median 2.7, IQR 2-3.8 versus 1.6, IQR 1-2.5; p 0.013).
Additionally, the disecase of those individuals with positive PCR evolved more frequently to unusual forms of
leishmaniasis (recidiva cutis and disseminated) (45.5% (5/11) versus 11.5% (14/122); p 0.009), and required more
cycles of treatment to reach clinical cure (median 2, IQR 1-4 versus 1, IQR 1-2; p 0.05). These findings suggest an
early parasite tropism to nasal mucosa in L. (Viannia) braziliensis infection and a clinical phenotype of CL cases
associated with parasite DNA in nasal mucosa. Future studies should evaluate whether PCR of nasal swab samples
could serve as a prognostic tool for individuals at risk of mucocutaneous leishmaniasis.
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chain reaction.
Introducao

A leishmaniose tegumentar (LT) representa um
amplo espectro de formas clinicas da doenca, entre
elas, as leishmanioses cutanea (LC), a mucocutanea
(LMC), adisseminada (LD) e arecidiva cutis (LRC).
A forma cutanea ¢ a mais frequente e pode,
posteriormente (em média 3 anos), envolver amucosa,
causando deformidade facial, com lesOes destrutivas
e mutilantes principalmente na por¢do anterior da
mucosa nasal.' Esse envolvimento da mucosa costuma
ocorrer em cerca de 4% dos pacientes com historico
de LC. Assim, nosso objetivo foi avaliar se a
Leishmania pode ser detectavel, por métodos
moleculares, em pacientes com LC causada por L.
(V.) braziliensis, ainica espécie que circula na Bahia.?

Material e Métodos

Entre fevereiro de 2015 e novembro de 2017, foi
realizado um estudo de corte transversal em um centro
de referencia para LT, na 4rea endémica do Vale do
Jiquiri¢a, na Bahia/Brasil. Exame clinico e
otorrinolaringoldgico, teste cutdneo de Montenegro
e biopsia da lesdo cutanea foram realizados em todos
os 153 casos de LC atendidos no periodo.

O diagnostico de LC foi baseado na presenca de
lesdo cutanea ulcerada, indolor, bem circunscrita, com
bordas eritematosas elevadas’ e positividade no teste
cutaneo (presente em 84%) e/ou parasita detectavel
no exame histopatoldgico da lesdo cutanea (43%).

Antes do exame otorrinolaringolégico com
espéculo nasal, amostras de swab nasal foram

coletadas do septo anterior e corneto inferior de
ambas fossas nasais e imediatamente armazenadas
em gelo seco para transporte. O processamento para
extracao de DNA e PCR foi realizado no Laboratorio
de Enfermidades Infecciosas Transmitidas por
Vetores (LEITV), na Fundagao Oswaldo Cruz
(Fiocruz-Bahia). A condi¢@o clinica do paciente apds
3 meses do tratamento com antimonio pentavalente
(15mg/Kg/dia por 20 dias) foi avaliada para identificar
aevolucao para LD (mais de 10 lesoes localizadas
em pelo menos dois segmentos do corpo) ou LRC
(papulas e vesiculas na borda da cicatriz cutanea).
A extracao de DNA for realizada com kit PureLink
Genomic DNA (Invitrogen®, California, USA), de
acordo com instru¢des do fabricante, e a presenga
de DNA de Leishmania DNA foi avaliado por PCR
seguindo protocolo adaptado por Oliveira e
colaboradores*. Os resultados foram descritos em
mediana e intervalo interquartil (IIQ) e teste de Fisher
ou Mann-Whitney foram realizados usando SPSS
software (version 20.0, IBM, Chicago, USA).

Resultados

O DNA de leishmania foi detectado na mucosa
aparentemente sadia de 12 dos 153 (7,8%) pacientes
com LC (Tabela 1). Casos PCR positivos
apresentaram mais lesao (1,5 vs 1,0; p=0,044) e de
tamanho maior (2,75 vs 1,6; p=0,013) comparado
a casos com PCR negativo. Apds 3 meses do
tratamento, os casos PCR positivos apresentaram
mais frequentemente formas atipicas da LT [45,5%
(5/11) vs 11,5% (14/122), p=0,009]. Dos 11 casos
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PCR positivos que realizaram a valiagdo clinica pos-
tratamento, 4 (36,4%) evoluiram para LRC ¢ 1
(9,1%) para LD. Adicionalmente, os casos PCR
positivos necessitaram de mais série de tratamento
para atingir a cura (2 vs 1; p=0,031). Nao
observados aparecimento de lesio mucosa em
nenhum dos 153 casos.

Discussao

A condi¢ao de carreador de DNA de Leishmania
na mucosa aparentemente sadia foi detectada em
7,8% dos casos de LC e esses individuos
apresentaram tanto evolugao clinica como resposta
terap€utica diferente do observado nos casos PCR
negativos. Dados publicados recentemente na
Coloémbia mostraram maior frequéncia de DNA do
parasita (45-61,5%) na mucosa ndo afetada
clinicamente em pacientes com LC.>® Acreditamos
que a discrepancia seja resultado de variagdo no
tropismo das diferentes subespécies de Leishmania
(Vianna) que circulam na Colombia. A Leishmania
panamensis, por exemplo, causa mais

frequentemente doenca cutanea e mucosa
concomitante.” Outra possibilidade ¢ que a presenca
de um virus RNA infectando espécies de leishmania
circulantes na Colombia esteja associado com
aumento do risco de lesdo mucosa subsequente.®!!
Na Bahia, onde apenas a L. (V,) braziliensis circula,?
esse virus ndo foi detectado (dados ndo apresentados,
Aldina Barral, 2001), o que pode contribuir para a
menor frequéncia de LM observada nessa regiao.
A presenca de DNA de parasita detectavel na
mucosa ndo necessariamente significa metastase de
lesdo cutanea ou replicacdo do parasita nesse sitio.
Entretanto, ¢ improvavel que represente infeccao
direta da mucosa pela picada do inseto vetor. Deve-
se destacar que varios estudos tém demostrado
amastigota de Leishmania na lesdo mucosa no exame
histopatologico, sugerindo que o parasita pode se
estabelecer e reproduzem-se na mucosa nasal.’
Verificamos que fatores previamente reconhecidos
como de risco para desenvolver LM estavam presentes
nos pacientes com PCR positivo, ' incluindo lesdes
multiplas e maiores. Adicionalmente, o estado de
portador do DNA da Leishmania na mucosa nasal

Tabela 1. Caracteristicas de LC em pacientes com PCR positivo e negativo.

PCR
Positivo Negativo p?
12 (7,8%) 141 (92,3)

Sexo —masculino: n (%) 9(75%) 79 (56%) 0,239
Idade —anos: média (IQR)* 47 (22;54) 36 (25,5;49) 0,724
Lesao cutanea

Numero: média (IQR) 1,5(1;3.5) 1(1;1,5) 0,044

Tamanho (cm): média (IQR) 2,75 (2;3,8) 1,6 (1;2.,5) 0,013

Local acima do contorno: n (5%) 6 (50%) 51(36,2%) 0,365

Duragao dos sintomas (meses): média (IQR) 2(1;2,75) 2(1:3) 0,863
LST* (mm): média (IQR) 11,5 (4;18) 15 (10;20) 0,277
Tratamento com MA* - nimero de ciclos: média (IQR) 2(1:4) 1(1;2) 0,031
Seguimento até a cura clinica (1,5 a 7 meses): n (%) 11(91,7%) 122 (86,5%) 0,516
Resultado

Recidiva cutis: n (%) 4 (36,4%) 11 (9%) 0,022

Leishmania disseminada: n (%) 1(9,1%) 3(2,5%) 0,295

Cura clinica/cicatrizacao completa: n (%) 6 (54,5%) 82 (67,2%) 0,295

a - Fisher (categorias variaveis) ou Mann-Whitney test (varidveis numéricas); *IQR - interquartil rate; LST - Leishmania
test; MA - meglumine antimoniate.*Tabela extraida e traduzida do artigo original: Canario A, et al. Clin Microbiol Infect.
2019 Jan4. pii: S1198-743X(18)30838-3. Doi: 10.1016/j.cmi.2018.12.027.
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esteve associado a evolugdo para formas atipicas
(45,5% vs 11,5%). Sabe-se que a prevaléncia de
envolvimento da mucosa em pacientes com LD ¢
maior que na LC.'"” Assim, a condi¢ao de carreador
do DNA do parasita na mucosa pode estar associada
ao desenvolvimento subsequente de LMC.

Nao podemos avaliar o impacto do tratamento
na eliminagao desse estado de carreador pois nao
foram recoletadas novas amostras no momento da
reavaliacdo. Entretanto, considerando que o
tratamento precoce da LC ¢ um fator de sucesso na
evolugao clinica, um acompanhamento rotineiro com
coleta de swab e PCR poderia ser testado como
ferramenta de screening para LMC. Adicionalmente,
nao podemos predizer o risco de desenvolver LMC
ja que essa forma clinica pode surgir muitos anos
apos a cura da LC, o que necessitaria de um
acompanhamento a longo prazo.

Assim, o estado de portador de DNA do parasita
na mucosa de casos de LC esta associado a presenca
de apresentacao clinica e evolu¢do mais severa da
doenca. Estudos prospectivos deverao ser realizados
para avaliar se a presenga de DNA do parasita na
mucosa nasal de pacientes com L. braziliensis pode
ser um fator de risco para LMC. Esse estudo recebeu
financiamento da FAPESB (SUS0024/2013) e da
Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior - Brasil (CAPES) - Finance Code 001.
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