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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO

Histérico do artigo: Objetivo: Avaliar a prevaléncia de infecgdo sistémica e localizada por Candida spp. e sua possi-

Recebido em 18 de julho de 2014 vel associacdo com dados demograficos, manifestacdes clinicas e laboratoriais e terapéutica

Aceito em 1 de margo de 2015 em pacientes com doencas reumatolégicas em uso de anti-TNF.

On-line em 1 de agosto de 2015 Métodos: Foram incluidos pacientes consecutivos com doencas reumatoldgicas em uso de
agentes anti-TNF. Foram analisados os seguintes fatores de risco até quatro semanas antes

Palavras-chave: do estudo: uso de antibioticoterapia, imunossupressores, hospitaliza¢ao e procedimentos

Candidiase sistémica invasivos. Todos foram avaliados para queixas clinicas, coletaram hemocultura especifica

Candida spp. para fungos e amostras de sangue para pesquisa de Candida spp. por reacao em cadeia de

Anti-TNF polimerase.

Artrite reumatoide Resultados: Foram incluidos 194 pacientes [67 com artrite reumatoide (AR), 47 espondi-

Espondilite anquilosante lite anquilosante (EA), 36 artrite idiopatica juvenil (AlJ), 28 artrite psoridsica e 16 outros].

A média de idade era de 42 + 16 anos, com 68 (35%) do sexo masculino e média de duracio
de doenca de 15+ 10 anos; 64 (33%) pacientes usavam adalimumabe, 59 (36%) etanercepte e
71 (36%) infliximabe; 81% faziam uso concomitante de imunossupressores. No momento do
estudo, apenas um (0,5%) paciente apresentou infec¢do fingica localizada (candidiase vagi-
nal). Nenhum dos pacientes incluidos apresentou candidiase sistémica com hemocultura
positiva para fungos ou PCR positiva para Candida spp. em amostra de sangue periférico.
Conclusées: Este foi o primeiro estudo que avaliou prevaléncia de doenca flingica invasiva e
localizada por Candida em um expressivo nimero de pacientes reumatolégicos em terapia
anti-TNF e demonstrou baixo risco de candidiase, apesar da alta prevaléncia de uso de
imunossupressores.
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BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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Systemic and localized infection by Candida species in patients
with rheumatic diseases receiving anti-TNF therapy

ABSTRACT

Objective: To evaluate the prevalence of systemic and localized infection by Candida species
and its possible association with demographic, clinical and laboratory manifestations and
therapy in patients with rheumatic diseases taking TNF blockers.

Methods: Consecutive patients with rheumatic diseases receiving anti-TNF agents were
included. The following risk factors up to four weeks prior to the study were analyzed:
use of antibiotics, immunosuppressant drugs, hospitalization and invasive procedures. All
subjects were evaluated for clinical complaints, specific blood cultures were obtained for
fungi and blood samples were collected for Candida spp. detection by polymerase chain
reaction.

Results: 194 patients [67 with rheumatoid arthritis (RA), 47 with ankylosing spondylitis (AS),
36 with juvenile idiopathic arthritis (JIA), 28 with psoriatic arthritis and 16 with other con-
ditions] were included. The average age of patients was 42 + 16 years, with 68 (35%) male
and mean disease duration of 15+ 10 years. Sixty-four (33%) patients were receiving ada-
limumab, 59 (30%) etanercept and 71 (36%) infliximab. Eighty-one percent of patients were
concomitantly taking immunosuppressants drugs. At the time of the study, only one (0.5%)
patient had localized fungal infection (vaginal candidiasis). None of the patients included
had systemic candidiasis with positive blood cultures for fungi or PCR positive for Candida
spp. in peripheral blood sample.

Conclusions: This was the first study to assess the prevalence of invasive and localized
fungal disease by candida in a significant number of patients with rheumatic diseases on
anti-TNF therapy, and demonstrated low risk of candidiasis, despite the high prevalence of

immunosuppressive drug use.
© 2015 Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

A terapia anti-TNF tem sido amplamente empregada em paci-
entes com doencas reumatolégicas nao responsivos a drogas
modificadoras do curso da doenca (DMARDs), com melhoria
expressiva no prognoéstico. Entretanto, concomitantemente,
emergem preocupacdes relacionadas a imunossupressio
decorrente de tal terapia, que torna crescentes os relatos de
infecc¢bes por agentes oportunistas fungicos, como a Candida
spp.!

Esse fungo pode causar uma variedade de apresentacoes
clinicas, incluindo desde um comprometimento limitado ao
tecido mucocutaneo a infec¢ées invasivas extremamente gra-
ves. A candidiase sistémica afeta principalmente pacientes
submetidos a drogas imunossupressoras, incluindo glicocorti-
coides, antibioticoterapia de amplo espectro e procedimentos
invasivos, com altos indices de mortalidade.?">

Candidemia ja foi previamente relatada em pequenas
séries de pacientes sob terapia biolégica com anti-TNF, porém
uma clara relacdo causal ainda néo foi estabelecida.®’ Além
disso, ha raros relatos de infec¢do sistémica por Candida spp.
em pacientes com doencas reumatolégicas.®®

O objetivo do presente estudo foi determinar a prevaléncia
de candidiase sistémica e localizada e sua possivel associacdo
com dados demograficos, manifestacdes clinicas e laboratori-
ais e terapéutica em pacientes com doencas reumatolégicas
em uso de agentes anti-TNF.

Materiais e métodos

Foram avaliados pacientes consecutivos com diagndsticos
de artrite reumatoide (AR),° espondilite anquilosante (EA)*!
artrite psoridsica (APs),’? artrite idiopética juvenil'® e outros
(doenca de Behget, doenga de Crohn, artrite reativa, doenca
de Still, uveite idiopatica e arterite de Takayasu) acompa-
nhados regularmente no Ambulatério de Reumatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP.
Todos os pacientes estavam em tratamento com agentes anti-
-TNF (adalimumabe, etanercepte ou infliximabe) no Centro de
Dispensacdo de Medicamentos de Alta Complexidade (Ced-
mac) e faziam uso concomitante de drogas modificadoras de
doenca (DMARDS).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica instituci-
onal e um consentimento informado foi obtido de todos os
participantes.

Avaliagdo das doengas reumatoldgicas

A atividade de doenca foi avaliada por meio de instrumen-
tos padronizados, incluindo o Disease Activity Score (DAS28)
para pacientes com AR e AlJ e Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity Index (Basdai)'® para EA e APs.

Os parametros laboratoriais foram avaliados pela veloci-
dade de hemossedimentacdo (VHS) de acordo com o método
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de Westergreen (mm/12 hora) e niveis de proteina C reativa
por nephelometria (mg/L).

O tratamento atual concomitante ao anti-TNF com
prednisona, DMARDs e imunossupressores (metotrexate,
azatioprina, leflunomide, antimaldrico, sulfassalazina e/ou
ciclosporina) também foi avaliado.

Avaliagdo de candidiase e fatores de risco

Os pacientes foram avaliados clinicamente no dia da aplicacédo
da terapia anti-TNF em relacdo a sinais e sintomas de infeccao
por Candida spp., incluindo moniliase oral, candidiase geni-
tal, disuiria ou leucorreia caracteristica. Foram analisados os
seguintes fatores de risco até quatro semanas antes do estudo:
uso de antibioticoterapia, imunossupressores, hospitalizacao
e procedimentos invasivos.

1. Cultura de sangue periférico para fungos: A cultura de
sangue para fungos na populacdo em uso de agente
anti-TNF foi feita com frascos com meio de cultura BD
BACTEC™-MYCO/F Lytic Medium (Becton Dickinson, USA).

2. PCR para Candida spp. no sangue periférico: A deteccdo
do DNA da Candida spp. foi feita por reacdo em cadeia da
polimerase.’® A andlise do material coletado foi feita no
Laboratério de Investigacdo Médica em Micologia (LIM-53)
do HC-FMUSP em pacientes submetidos a terapia anti-TNF-
-alfa.

As extracoes de DNA das amostras de sangue total dos
pacientes incluidos no estudo foram feitas de acordo com a
técnica descrita por Loeffler et al.'” Foram coletadas amostras
de 3 a 5mL de sangue em um tubo com EDTA e submetidas a
hembdlise inicial com solugédo de NH4C1 1,55 M; KHCO3 100 mM,;
EDTA pH 7,4 10mM. Apés obtengdo do pellet de células livres
de hemdcias, foram acrescentados 3mL de solucdo com Tris-
-HCl pH 8,0 100mM; NaCl 4M; EDTA pHS8,2 20mM. A seguir,
as amostras foram vigorosamente agitadas e foram adiciona-
dos 600 pL de solugdo com 50 mM Tris, 10 mM EDTA, 250U/mL
de liticase (L-4276, Sigma, USA) e 5% de B-mercaptoetanol. Os
tubos foram mantidos a 37 °C por 2:30 horas e, apés o periodo
de incubacio, a extracdo do DNA total foi feita com o QIAamp®
DNA Mini kit (QIAGEN, Germany), de acordo com o protocolo
descrito pelo fornecedor.

Como controles positivos das reacoes de amplificacao,
amostras de DNA de Candida albicans, C. glabrata, C. parapsi-
losis, C. tropicalis, C. krusei, C. lusitaniae e C. pelliculosa foram
obtidas.

Para amplificacdo do DNA extraido das amostras de sangue
dos pacientes e das amostras da Candida spp. foi empregada
a técnica de nested-PCR. Na primeira etapa de amplificacdo
foram usados os primers ITS1 e ITS4 e a segunda etapa foi
idealizada para dois sistemas de amplificacdo, com o uso de
primers espécie-especificos: o sistema 1 composto por primers
de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. lusitaniae; e o sistema
2, por primers de C. pelliculosa, C. parapsilosis e C. krusei.

A deteccdo dos amplificados foi feita em géis de agarose a
2,5% submetidos a eletroforese em cubas horizontais Horizon
H-58 (Life Technologies, EUA), em tampao TAE 1x (TRIS-acido
acético-EDTA pH 8,0), a 80V por 45 minutos Apoés eletrofo-
rese, os géis foram corados com GelRed™ (Biotium, USA) e os

Tabela 1 - Dados demograficos e tratamento de
pacientes reumatolégicos em terapia anti-TNF

Variaveis n=19%
Dados demograficos
Idade atual, anos 42416
Sexo masculino, n (%) 68 (35)
Etnia
Brancos, n (%) 165 (85)
Negros, n (%) 16 (8)
Pardos, n (%) 14 (7)
Amarelos, n (%) 2 (1)
Tempo de doenga, anos 15+10
Tempo de terapia anti-TNF, anos 19+1,6
Tratamento
Anti-TNF
Adalimumabe, n (%) 64 (33)
Etanercepte, n (%) 59 (30)
Infliximabe, n (%) 71 (36)
Glicocorticoides, n (%) 96 (49)
Média de dose, mg/dia 7,8+4,6
Metotrexate, n (%) 88 (45)
Média de dose, mg/semana 22,2486
Leflunomide, n (%) 46 (24)
Sulfassalazina, n (%) 24 (12)
Ciclosporina, n (%) 10 (5)
Azatioprina, n (%) 6(3)
Cloroquina, n (%) 11 (6)

Os dados estdo apresentados como nimero (%) ou média =+ desvio
padréo.

resultados registrados em sistema de fotodocumentacao (Uvi-
tec, Inglaterra).'®

Analise estatistica
Os resultados foram apresentados como média+desvio

padrao (DP) ou mediana (variacio) para varidveis continuas
e percentagem para varidveis categoéricas.

Resultados

Entre os 194 pacientes incluidos, 67 apresentavam AR, 47 EA,
36 AlJ, 28 artrite psoridsica e 16 outros diagnésticos. A média
de idade dos pacientes no momento do estudo era de 42+
16 anos, com 68 (35%) de sexo masculino, média de duracédo
de doenca de 15 + 10 anos e média de tempo de uso de terapia
anti-TNF de 1,9+ 1,6 anos; 85% dos pacientes eram brancos,
8% negros, 7% pardos e 1% amarelo; 64 (33%) pacientes faziam
uso de adalimumabe, 59 (30%) de etanercepte e 71 (36%) de
infliximabe; 81% dos pacientes faziam uso concomitante de
imunossupressores. Em relacdo as medicacées concomitan-
tes, 96 (49%) usavam prednisona, 88 (45%) metotrexate, 46
(24%) leflunomide, 24 (12%) sulfassalazina, 10 (5%) ciclospo-
rina, seis (3%) azatioprina e 11 (6%) difosfato de cloroquina
(tabela 1).

Entre pacientes com AR, a média de DAS28 era de 3,6 +1,5,
HAQ de 1,140,6, VHS 18 + 16 mm/1%h e PCR 10,1+ 15,4 mg/L.
Nos pacientes com EA, a média de BASDAI era de 3,2+2,6,
BASFI de 43432, ASQoL de 6,7 +5,4, VHS 8 + 8mm/1%h e PCR
4,34+ 5,2mg/L. Entre os pacientes com AlJ, a média de DAS28
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Tabela 2 - Parametros clinicos e laboratoriais da doenca

em pacientes reumatolégicos em uso de terapia
anti-TNF

Variaveis

Artrite reumatoide (n=67)

DAS28 36+1,5
HAQ 1,1+ 0,6
VHS, mm/1? hora 18 + 16
PCR, mg/L 10,1 + 15,4

Espondilite anquilosante (n=47)

BASDAI 32+26
BASFI 43 + 32
ASQoL 6,7 £ 54
VHS, mm/12 hora 8+8

PCR, mg/L 434572

Artrite idiopdtica juvenil (n=236)

DAS28 3,4 +1,3
VHS, mm/12 hora 15 + 18
PCR, mg/L 19,5 + 55,1
Artrite psoridsica (n=28)
DAS28 2,5+ 13
Basdai 3+1,7
VHS, mm/1? hora 10,3+ 7,8
PCR, mg/L 42 4+ 47

DAS28, Disease Activity Score 28; HAQ, Health Assessment Questi-
onnaire; VHS, velocidade de hemossedimentacdo; PCR, proteina C
reativa; Basdai, Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index;
Basfl, Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index.

Os dados estdo apresentados como numero (%) ou média + desvio
padréo.

era de 3,4+1,3, VHS 15+18mm/1%h e PCR 19,5+55,1 mg/L
(tabela 2).

No momento do estudo, apenas um (0,5%) paciente apre-
sentou infeccdo fungica localizada (candidiase vaginal) e
nenhum teve moniliase oral. Nenhum dos pacientes incluidos
apresentou candidemia com hemocultura positiva para fun-
gos ou PCR positiva para Candida spp. em amostra de sangue
periférico.

A andlise de possiveis fatores de risco para infecgdo por
Candida revelou que apenas 14 (7,2%) haviam recebido antibi-
oticoterapia até quatro semanas antes da avalia¢do, nove por
infecgdo de trato respiratério, trés cutdneas, uma de trato uri-
nério e uma odontogénica. Além disso, nenhum paciente foi
hospitalizado ou submetido a procedimentos invasivos até um
més antes do inicio do estudo.

Discussao

Este foi o primeiro estudo que avaliou a prevaléncia de doenca
fingica invasiva e localizada por cdndida em um expressivo
numero de pacientes com doencas reumatoldgicas tratados
com terapia anti-TNF e demonstrou baixo risco de candidiase,
apesar da alta prevaléncia de uso de imunossupressores.
Estudos epidemiolégicos tém demonstrado um aumento
considerdvel em infeccdes em pacientes imunodeprimidos,
entre as quais a Candida spp., particularmente nas sep-
ses nosocomiais, com alto indice de mortalidade. Candida
albicans é considerada como um agente comensal da flora

normal do trato digestivo e sua patogenicidade é resultado
de alteracdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro que
induzem modificagdes no comportamento do fungo.'*?°

Pacientes reumatolégicos estdo frequentemente expostos
a diversos fatores de risco associados ao aumento signi-
ficativo da incidéncia dessa infeccdo flngica nas ultimas
décadas. O uso de antibioticoterapia de amplo espectro
pode causar modificagdes na flora da mucosa e levar a
proliferacao de Candida; corticoterapia pode afetar a atividade
de células polimorfonucleares, macréfagos e células T, pro-
cedimentos ciriirgicos e o uso de drogas imunossupressoras,
particularmente agentes bioldgicos, facilitam a proliferac¢do de
agentes oportunistas.>?! De fato, na literatura, em 98% das
infeccOes fungicas invasivas como histoplasmose, candidiase
e aspergilose, foi relatado o uso de pelo menos um imuno-
supressor, particularmente corticoterapia, associado a terapia
anti-TNFE.!

A resposta imune inata é o mecanismo dominante respon-
savel pela depuracdo de leveduras apds a infeccdo sistémica
inicial. Os mondcitos e macréfagos sdo as células mais associ-
adas com a resposta contra infecg¢éo sistémica por C. albicans.
As vias pelas quais isso ocorre ainda ndo sdo completamente
esclarecidas, mas parecem envolver o reconhecimento de
padrdes moleculares associados patdégeno (PAMPs) na leve-
dura por receptores na célula fagocitica, o que resulta na
ativacdo e liberacdo de citocinas inflamatérias.'® Além disso, o
espectro de defesas contra infeccdo mucocuténea e sistémica
por Candida inclui imunidade celular mediada que é caracteri-
zada pela liberacdo de citocinas por linfécitos e a ativacdo de
células NK e linfécitos por interleucinas. Entretanto, hé evi-
déncias que apoiam o papel da resposta humoral na protecdo
contra a infeccéo invasiva Candida.™%°

Sabe-se que, na infeccdo sistémica por C. albicans, a
producédo de TNF é estimulada pelo patégeno. Louie et al.??
demonstraram, em um modelo animal de candidiase sisté-
mica, que essa citocina teria um papel protetor na infeccao.
A neutralizacdo da atividade do TNF levaria a uma supres-
sdo na producéo de IFN, promoveria a apoptose de monécitos,
impediria a manutencao do granuloma e permitiria o cresci-
mento do fungo em diversos érgdos. De fato, em uma revisdo
de relatos de infec¢oes fingicas invasivas associadas a terapia
anti-TNF (infliximabe, adalimumabe, etanercepte) em diver-
sas doencas (doenca versus hospedeiro, doenca inflamatédria
intestinal e AR) entre 1966 e 2007, Tsiodras et al.! encontra-
ram 281 casos. Candidiase foi responsavel por 23% dessas
infeccgOes e, entre essas, apenas trés ocorreram em pacientes
com AR. Embora evidéncias na literatura sugiram que possa
haver diferencas em relacdo a risco de infeccdo entre dife-
rentes drogas anti-TNF,?® o presente estudo evidenciou baixas
frequéncias de candidiase para os trés agentes usados.

Além disso, entre pacientes reumatoldgicos ha apenas dois
relatos de artrite séptica por Candida spp. em pacientes com
artrite reumatoide em terapia anti-TNF.8° Entretanto, nos dois
casos, 0 uso concomitante de outros agentes imunossupresso-
res pode ter contribuido para o desenvolvimento da infec¢do
por Candida.

A metodologia de PCR empregada para deteccdo de Can-
dida spp. no presente estudo ndo parece justificar a auséncia
de positividade, uma vez que essa é considerada uma das
mais sensiveis para o diagnéstico de candidemia em relacdo
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aos métodos tradicionais.’* Em um estudo com camundon-
gos com candidemia induzida, a sensibilidade dessa técnica
foi de 79%.%° Por outro lado, o isolamento do fungo em cultura
de fluido estéril como sangue e liquido peritoneal é associ-
ado a um indice de recuperacdo baixo e atinge apenas 40 a
60% de positividade em pacientes com candidiase sistémica
comprovada por autépsia.?®

A partir deste estudo, concluimos que doenca fingica inva-
siva e localizada por Candida nao representou uma infeccao
frequente em pacientes reumatolégicos em terapia imunos-
supressora associada a agentes anti-TNF.
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