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“Procurar o que é verdadeiro ndo é procurar o que se deseja.’

Albert Camus
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RESUMO

A histoplasmose ¢ a segunda doenca granulomatosa mais frequente em pacientes tratados com inibidores
do TNF-a, depois apenas da tuberculose. No entanto, informacdes sdo limitadas quanto a sua incidéncia
precisa, assim como a procedimentos de triagem pré-tratamento e a necessidade de terapias preventivas
para pacientes que iniciardo imunobioldgicos. Objetivo: Os principais objetivos deste trabalho foram
determinar a prevaléncia e fatores de risco para histoplasmose disseminada em pacientes nao-HIV
recebendo terapias bioldgicas do tipo Anti-TNF-a. Objetivos secundarios incluiram determinar
morbidade e a mortalidade naqueles pacientes com infec¢do pelo Histoplasma capsulatum, assim como
fatores de exposicao associados a doenca e varidveis clinicas que poderiam predizer a ocorréncia de sua
forma disseminada. Métodos: Foi realizado um estudo de coorte que avaliou a prevaléncia de infeccao
por H. capsulatum em pacientes HIV-negativos assintomaticos antes do inicio de inibidores de TNF-a
por meio do teste de antigeno de Histoplasma em amostras de urina. Todos os pacientes incluidos
completaram um acompanhamento de 180 dias apos o inicio da terapia para avaliar o aparecimento de
sintomas sugestivos de histoplasmose. O trabalho também contou um uma Revisdo Sistematica e
Metanalise sobre a incidéncia de histoplasmose em pessoas em uso de inibidores do TNF-a. Resultados:
Foram incluidos 54 pacientes, no periodo de janeiro de 2021 a dezembro de 2022, que receberam
prescricdo de agente inibidor de TNF-o para o tratamento de doencas autoimunes em dois centros
localizados em Porto Alegre - RS, no sul do Brasil. Na triagem antes da terapia biologica, a prevaléncia
de antigeno de Histoplasma urinério positivo foi de 14,8%. Nenhum dos 54 pacientes desenvolveu
histoplasmose apds 6 meses de terapia imunobioldgica, incluindo os 8 pacientes que testaram positivo
no periodo de rastreamento. Conclusido: A Revisdo Sistematica e Metanalise sugeriu que o risco de
histoplasmose durante a terapia inibitdéria do TNF-a pode ser consideravelmente maior do que o
encontrado nas estimativas classicas, especialmente em pacientes com Doenca Inflamatoria Intestinal.
O estudo de coorte sugeriu que prevaléncia de infec¢do por Histoplasma capsulatum em pacientes
cronicos pode ser maior do que o esperado, mas o impacto de uma infeccdo latente assintomatica ainda
¢ incerto, inclusive naqueles que iniciam tratamento com imunobiologicos como os inibidores de TNF-
a. Nosso estudo ndo identificou fatores de risco para o diagnostico de histoplasmose disseminada nesse
grupo, incluindo teste de antigeno positivo antes do inicio da terapia biologica. Até o0 momento, ndo ha
evidéncias para recomendar triagem com teste para deteccdo de Histoplasma de rotina ou terapia

preventiva antes do inicio de um inibidor de TNF-a.

Palavras-chave: Histoplasmose, Inibidores do TNF-a, Anti-TNF-a, Medicamentos biologicos,

Artrite Reumatoide, Doencga Inflamatoria Intestinal.



ABSTRACT

Histoplasmosis is the second most common granulomatous disease in patients treated with TNF-a
inhibitors, after tuberculosis. However, information is limited regarding its precise incidence, as well as
pre-treatment screening procedures and the need for preventive therapies for patients starting
immunobiologicals. Objective: The main objectives of this study were to determine the prevalence and
risk factors for disseminated histoplasmosis in non-HIV patients receiving anti-TNF-a biological
therapies. Secondary objectives included determining morbidity and mortality in patients with
Histoplasma capsulatum infection, as well as exposure factors associated with the disease and clinical
variables that could predict the occurrence disseminated infection. Methods: This was cohort study that
evaluated the prevalence of H. capsulatum infection in asymptomatic HIV-negative patients before
starting a TNF-a inhibitor through Histoplasma antigen testing in urine samples. All included patients
completed a 180-day follow-up after starting therapy to assess the onset of symptoms suggestive of
histoplasmosis. This study also included a Systematic Review and Meta-Analysis on the incidence of
histoplasmosis in people using TNF-a inhibitors. Results: From January 2021 to December 2022, 54
patients who were prescribed a TNF-a inhibitor agent for the treatment of autoimmune diseases were
included, in two centers located in a city in southern Brazil. In the screening before biological therapy,
the prevalence of a positive urinary Histoplasma antigen was 14.8%. None of the 54 patients developed
histoplasmosis after 6 months of immunobiological therapy, including the 8 patients who tested positive
during the screening period. Conclusion: The Systematic Review and Meta-Analysis suggested that the
risk of histoplasmosis during TNF-a inhibitory therapy may be considerably higher than that found in
classical estimates, especially in patients with Inflammatory Bowel Disease. The cohort study suggested
that the prevalence of Histoplasma capsulatum infection in chronic patients may be higher than
expected, but the impact of an asymptomatic latent infection is still uncertain, including in those starting
treatment with immunobiologicals such as TNF-a inhibitors. Our study did not identify risk factors for
the diagnosis of disseminated histoplasmosis in this group, including a positive antigen test before
starting biological therapy. To date, there is no evidence to recommend routine Histoplasma screening

or preventive therapy before starting a TNF-a inhibitor.

Keywords: Histoplasmosis, TNF-a inhibitors, Anti-TNF-a, Biological drugs, Rheumatoid Arthritis,

Inflammatory Bowel Disease.
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1. INTRODUCAO

Doencas negligenciadas representam um grupo heterogéneo de infecgdes,
especialmente doengas tropicais, geralmente caracterizadas por opgdes diagndsticas e
terapéuticas limitadas, especialmente em paises em desenvolvimento na Africa, Asia e
Américas. Essas doengas s3o causadas por uma variedade de patogenos, incluindo virus,
bactérias, protozoarios, fungos e helmintos. O impacto dessas doencas na Africa subsaariana é
comparavel a malaria e tuberculose, estas consideradas as grandes causas de mortalidade no
planeta. Populagdes vivendo na pobreza, sem condi¢des sanitarias adequadas e em contato com
vetores, animais domésticos e selvagens, e outras fontes naturais de infeccdes, estdo entre as
mais afetadas.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) empreende esforcos no sentido da eliminagdo
oumitigacdo dos efeitos dessas moléstias na populagdo mundial, através de agdes internacionais
de saude publica. Recentemente, o grupo de trabalho da OMS divulgou a “The World Health
Organization Fungal Priority Pathogens List” (a Lista de patogenos fiingicos prioritarios da
OMS, em tradugao livre) [1]. As doengas fungicas invasivas estdo aumentando globalmente, e
a lista destaca fungos de importancia alta ou critica para a satide humana e fornece caminhos
para agdo. O relatdrio apela a uma melhor vigilancia (diagnostico € monitorizagdo da resisténcia
antifungica), investigacdo e inovagao (investigacdo de implementagdo) e intervengdes de saude
publica [1].

Presente “Fungal Priority Pathogens List” da OMS e considerada uma doenga
negligenciada, a histoplasmose - infeccdo causada pelo fungo Histoplasma capsulatum - é
identificada globalmente, mas considerada endémica ou hiperendémica no Centro-Oeste dos
Estados Unidos (EUA) e em muitas regides da América Central ¢ do Sul, ocorrendo também
na Asia e na Africa [2, 3]. A doenga é considerada uma das micoses endémicas mais comuns
em pacientes infectados pelo HIV nessas areas, causando alta morbidade e mortalidade [4].
Noventa e cinco por cento (95%) dos pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) e infecgao por Histoplasma capsulatum desenvolvem doenga disseminada, com 90%
destes apresentando contagens de CD4 abaixo de 200 células/mm3 no momento do diagnostico
[5]. Nos EUA, a histoplasmose ocorre em 5% das pessoas (incluindo pessoas
imunocompetentes) que residem em cidades localizadas em areas endémicas, que incluem os
vales dos rios Ohio e Mississippi [6].

O tratamento de doencas inflamatorias autoimunes, como artrite reumatoide, doenca

inflamatoria intestinal, psoriase, artrite psoridtica e espondilite anquilosante, tem avangado
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significativamente com o desenvolvimento das terapias imunobioldgicas, principalmente nos
casos refratarios ao tratamento com medicamentos tradicionais. Entre as primeiras drogas desse
grupo a serem incorporadas a pratica clinica estdo os inibidores do fator de necrose tumoral alfa
(inibidores do TNF-a, também chamados de Anti-TNF-a), aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) na década de 1990 [7-11]. Desde entdo, varios outros agentes foram
aprovados, visando outros mediadores inflamatérios como a interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-12,
IL-23. No entanto, embora sejam considerados fundamentais na terapia de resgate para doengas
refratarias, eles tém grande potencial para bloquear a resposta imune necessaria contra
infecgdes [12-14]. Assim, pacientes em uso dessas drogas apresentam risco aumentado para
infec¢des consideradas oportunistas, notadamente a tuberculose [15].

Dentre as infeccdes fungicas, a histoplasmose ¢ considerada a infec¢do oportunista mais
frequente em pacientes em uso de inibidores de TNF-a em areas endémicas [16]. O uso
generalizado dessas terapias nos EUA resultou em um aumento significativo de interna¢des por
essa doenga em territorios endémicos para histoplasmose [18]. Semelhante aos pacientes com
AIDS, a mortalidade pode ser alta, aproximando-se de 20%, o que pode ser uma complicacio
de um diagnostico tardio [17, 18]. Além disso, a frequéncia de histoplasmose pode variar
dependendo dos diferentes inibidores de TNF-a, do uso concomitante de outros agentes
imunossupressores (por exemplo, corticosteroides) e até mesmo do tipo de doenca autoimune
[19].

A histoplasmose, manifestando-se como doenga oportunista, ¢ um desafio reconhecido
dentro do cuidado a saude de pessoas vivendo com HIV, com consideravel prevaléncia entre
aqueles que se apresentam a emergéncia com quadros febris em diferentes regides do Brasil,
indicando que o fungo estd presente em nosso ambiente [18]. Entretanto, apesar do grande
numero de pacientes em tratamento com drogas imunossupressoras, incluindo inibidores do
TNF-a, e da preocupagdo com a ocorréncia de histoplasmose como doenca infecciosa
oportunista, ainda sdo poucos os trabalhos que avaliam sua real prevaléncia e impacto como

causa de morbimortalidade.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Estratégias para localizar e selecionar as informacées

2.1.1. Pesquisa de estudos elegiveis

Os estudos elegiveis a revisao sistematica presente nesta dissertacdo (Artigo 1) foram
identificados por meio de pesquisa nas plataformas Pubmed MEDLINE, Embase e Cochrane
Library a partir da insercdo da seguinte combinagdo de palavras-texto: (Tumor
Necrosis Factor Inhibitorsymh] OR TNF Inhibitor* OR TNF-alpha inhibitor* OR Anti-
TNF*[tw]) AND (Histoplasmosis|mh]), (Rheumatoid arthritisimh] OR inflammatory bowel
disease[mh]) AND (Histoplasmosis[mh]), (Rheumatoid arthritisfmh] OR inflammatory bowel
disease[mh]) AND (mycosis[mh] OR fungal infections[mh]), (Rheumatoid arthritisfmh] OR
inflammatory bowel disease[mh]) AND (invasive fungal infection[mh]), (Tumor Necrosis
Factor Inhibitors OR Anti-TNF) AND (mycosis[mh] OR fungal infections[mh]), and
(Immunosuppressive Drugs OR Immunosuppressantsimh]) AND (Histoplasmosis[mh]).
Foram selecionados artigos publicados desde 1998 (ano da aprovacao pela FDA do primeiro
medicamento do tipo inibidor de TNF-alfa) até fevereiro de 2023. As referéncias dos artigos

selecionados também foram examinadas para revisao.

2.1.2. Critérios para a sele¢do dos estudos

Estudos publicados em inglés no periodo delimitado foram considerados elegiveis para
a revisdo de literatura. Para a secdo 2 da presente dissertacdo, Revisdo de Literatura, foram
selecionados trabalhos que continham séries de casos de pacientes diagnosticados com
histoplasmose durante terapia com agentes inibidores de TNF-a e artigos que realizaram
revisoes relevantes que contribuiram para o conhecimento atual da relag@o entre a infecgéo ¢ as
terapias em analise. Publicagdes tratando de relatos de casos unicos ou estudos com modelos
nao-humanos de histoplasmose ndo foram incluidas no grupo principal, embora algumas delas

sejam mencionadas neste texto para notas relevantes em pontos especificos.

2.1.3. Objetivos da revisdo da literatura

Esta revisdo da literatura médica teve como objetivo sintetizar o entendimento atual da
associagdo entre histoplasmose, uma doenga fingica oportunista, ¢ uma populagdo submetida
a um tratamento especifico, a terapia com agentes inibidores do TNF-a como medicamento

para doencas autoimunes. Como pode-se perceber, essa foi uma relagdo que foi gradativamente
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percebida e cada vez mais compreendida no ultimo quarto de século. Serdo discutidos topicos

como a fisiopatologia da infec¢do e estimativas de risco na populagdo exposta.

2.1.4. Resultados da revisdo da literatura

Utilizando as estratégias de busca, apds eliminar registros duplicados e combinar as
cole¢des (MEDLINE, Embase e Cochrane Library), foram obtidos 895 resultados. Apds a
analise dos resumos, para a Revisao da Literatura, 126 estudos foram selecionados para a leitura
de texto completo. Apos essa triagem, foram selecionados os 83 artigos que constam na lista de
Referéncias Bibliograficas utilizadas neste trabalho, sendo que deste grupo 15 estudos foram
considerados como de maior relevancia para esta revisdo, por sua contribuicdo ao tema de
pesquisa, e estdo assinalados em negrito no corpo de referéncias [17,19-32]. As estratégias de

busca e seus resultados estdo sumarizados na Figura 1 do trabalho.

Figura 1

[ MEDLINE / Embase / Cochrane Library ]

!

- (Tumor Necrosis Factor Inhibitors[mh] OR TNF Inhibitor* OR. TNF-alpha inhibiter* OR Anti-TNF*[tw]) AND (Histoplasmosis[mh])
- (Tumor Necrosis Factor Inhibitors OR Anti-TNF) AND (mycosis[mh] OR fungal infections[mh])

- (Immunesuppressive Drugs OR Immunosuppressants[mh]) AND (Histoplasmosis[mh])

- (Rheumatoid arthritisfmh] OR inflammatory bowel disease[mh]) AND (Histoplasmosis[mh])

- (Rheumatoid arthritis[mh] OR inflammatory bowel disease[mh]) AND (mycosis[mh] OR fungal infections[mh])

- (Rheumatoid arthritisfmh] OR inflammatory bowel disease[mh]) AND (invasive fungal infection[mh])

-

completo para a Revisdo de Literatura da Dissertagio

I

\ [83 artigos presentes nas referéncias da ]

[126 resultados selecionados para a leitura de texto ]

96 resultados selecionados para leitura de texto
completo para a Revisdo Sistematica ¢ Metanalise

Revisdo de Literatura da Dissertacéo

[ 11 artigos selecionados para a ] l

Revisdo Sistematica ¢ Metanalise

[15 estudos considerados como dc]

maior relevancia para a Revisdo

Figura 1 — Estratégia de busca de referéncias bibliograficas sobre as bases que fundamentam os objetivos

deste estudo. Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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2.2. Mecanismo de a¢ao dos inibidores de TNF-a

O reconhecimento do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) como um dos mediadores
centrais de diversos processos inflamatdrios levou a investigacdo de agentes inibidores do TNF-
a como opgao terapéutica para o tratamento de doengas inflamatdrias, especialmente condigdes
autoimunes, como doencas reumaticas e doenga inflamatoria intestinal (DII) [33]. O primeiro
farmaco da classe dos inibidores do TNF-a a ser aprovado pelo Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos em outubro de 1998 foi o Infliximabe (Remicade®), como opgdo
terapéutica para pacientes com doenga de Crohn (DC) ativa moderada a grave, refrataria as
terapias convencionais e¢ para DC fistulizante. Em novembro de 1999, o FDA ampliou a
indicacdo do uso de Infliximabe (em combinagdo com metotrexato) para incluir o tratamento
da artrite reumatoide (AR) moderada a grave ativa, refrataria a terapia isolada com metotrexato.
Concomitantemente, o Etanercepte (Enbrel®) foi aprovado para o tratamento da AR em
novembro de 1998, para o tratamento da AR juvenil poliarticular em 1999 e para o tratamento
da artrite psoriatica em janeiro de 2002. Em dezembro de 2002, o Adalimumabe (Humira®) foi
aprovado para uso médico pela FDA, e hoje Certolizumabe pegol (Cimzia®) e Golimumabe
(Simponi®) também sdo drogas inibidoras de TNF-a aprovadas.

O Infliximabe ¢ um anticorpo monoclonal quimérico recombinante contendo uma
regido variavel murina e uma regido constante [gG1 humana. Tem especificidade para todas as
formas de TNF-a em humanos e bloqueia efetivamente a ligagdo do TNF-a aos seus receptores
soluveis e transmembrana. Esse bloqueio leva a apoptose nas células que expressam TNF-a,
além de bloquear a producdo de Interferon-gama (IFN-y), produzindo assim um efeito anti-
inflamatorio [34]. Adalimumabe, Golimumabe sdo anticorpos monoclonais IgG1 totalmente
humanizados e Certolizumabe é um fragmento Fab de anticorpo humanizado e¢ recombinante,
todos capazes de bloquear especificamente a ligagdo do TNF-a humano aos seus receptores.
Diferentemente, o Etanercepte ¢ uma proteina recombinante constituida pela porcao
extracelular do receptor humano do TNF (TNFR) fusionada ao fragmento Fc da IgG1 humana.
Nesse caso, o Etanercepte atua ligando-se ao TNF-a soluvel (sTNF-a) ou TNF-a
transmembrana (tTNF-a), inativando-os e, portanto, inibindo sua interagdo com os receptores

de TNF da superficie celular nos tecidos [34].

2.3. Defesa do hospedeiro contra Histoplasma capsulatum
O TNF-a desempenha um papel muito importante na defesa do hospedeiro contra varias

doengas infecciosas. O TNF-a endogeno ¢ produzido por macréfagos ativados e células T, entre
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outras células, em resposta a lesdes e inflamagoes, desencadeando cascatas de produgdo de
outras citocinas e quimiotaxia das células de defesa do organismo até o local da infecgio
[23,34,35]. Estudos em modelos animais, por meio de diferentes abordagens experimentais,
examinaram o envolvimento do TNF-a na imunidade protetora contra varios patéogenos,
incluindo micobactérias como Mycobacterium tuberculosis e M. bovis Bacillus Calmette-
Guerin (BCQG), e fungos como Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Candida
albicans e Histoplasma capsulatum [36-45]. A sinalizagdo do TNF-a ¢ particularmente
relevante na imunidade granulomatosa contra o fungo Histoplasma.

Uma das caracteristicas mais significativas da defesa do hospedeiro contra
micobactérias e fungos ¢ a formacao de granulomas. Os granulomas sao noédulos inflamatorios
formados por um conjunto circunscrito de células mononucleares como macréfagos, células
epitelioides, células gigantes, circundadas por linfocitos T e, em alguns casos, por plasmocitos.
Eles podem ocorrer em diferentes situagdes no corpo, mas sdo mais bem reconhecidos como
uma tentativa do sistema imunolégico do hospedeiro de isolar um microrganismo (bactérias,
fungos) ou corpo estranho (queratina, fragmentos de sutura) que nao foi capaz de eliminar dos
tecidos adjacentes, constituindo um processo de inflamac@o cronica. No entanto, apesar de ser
um micrdbio invasor, o granuloma pode acabar fornecendo um microambiente protetor para o
patogeno. O TNF-a € considerado crucial para a formagdo do granuloma e parece ser necessario
para a manuten¢ao do processo [40, 46]. Essa citocina constitui um importante sinal na ativacao
de macrofagos, juntamente com o IFN-y, bem como na mediagdo de apoptose de células
infectadas [40,47].

Em relagdo a defesa do hospedeiro contra Histoplasma capsulatum, entende-se que a
inflamag@o granulomatosa desempenha um papel tanto na proteg¢do contra a infec¢do primaria
quanto na prevengdo da reativagdo do fungo de um estado latente [48]. H. capsulatum é um
fungo dimorfico ambiental, que existe como um fungo filamentoso no ambiente e uma levedura
nos tecidos do corpo [3,49,50]. A infeccdo em humanos ocorre apos o fungo (na forma de
microconidios em aerossol ou fragmentos de hifas) ser inalado, entrar no sistema respiratorio e
atingir os alvéolos. Nos alvéolos, transforma-se em levedura, processo que pode ocorrer tanto
dentro quanto fora dos fagocitos [S1]. Nessa fase, embora as células fagocitarias,
principalmente os macréfagos, atuem como primeira linha de defesa, acabam contribuindo para
a disseminagdo da infec¢do, pois de dentro dos fagocitos o Histoplasma sobrevivente se espalha
pelo sistema reticuloendotelial, através da migragdo dessas células de defesas aos ganglios
linfaticos. Dentro de algumas semanas, quando a imunidade celular especifica contra H.

capsulatum se desenvolve, as células T sensibilizadas ativam os macrofagos, que sdo capazes
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de eliminar o patdogeno ou levar a formagdo de granulomas [48]. Nesse processo de imunidade
celular, as citocinas TNF-a e IFN-y atuam como importantes mediadores. A gravidade da
doenga primaria € determinada pelo nimero de conidios que sdo inalados e pela resposta imune
do hospedeiro - na maioria dos individuos, a infec¢do € assintomatica ou manifesta-se apenas
por sintomas leves e inespecificos. Se a imunidade mediada por células for deficiente devido a
drogas imunossupressoras ou uma doenca subjacente, 0s organismos permanecem viaveis
dentro dos macréfagos, causando uma infec¢do progressiva. Em um hospedeiro gravemente
imunocomprometido, mesmo um pequeno indéculo pode causar infeccdo pulmonar grave ou
progredir para histoplasmose disseminada [3-5].

Apos a doenca primaria, a histoplasmose pode persistir no corpo como uma infec¢ao
cronica. A ativagdo de macrofagos por células T e a formagdo de granulomas organizados sdo
fungoes da resposta adaptativa do sistema imunoldgico e podem ocorrer com padrdes variados
[34]. Quando esta resposta leva a uma maior depuragdo da carga fingica presente nas células
do hospedeiro, a protecdo a longo prazo contra a infec¢do ¢ mais eficaz. Por outro lado, se
houver uma resposta imune mais direcionada a contencdo do Histoplasma nos granulomas, ha
potencial para reativagdo do microrganismo [52]. Por ser um patogeno intracelular que
desenvolveu varios mecanismos de resisténcia que perpassam as defesas iniciais dos
hospedeiros, o Histoplasma é capaz de permanecer viavel nos tecidos por anos, em estado
latente [48,50]. Nesse caso, o granuloma fornece um microambiente isolado, atuando como um
ecossistema particular para o patégeno no hospedeiro. Assim, a lesdo granulomatosa cronica
pode ser o reservatorio do qual os patégenos sobreviventes emergem para reativar a infec¢do
quando uma laténcia de longo prazo for interrompida por falhas do sistema imunologico [48].

Algumas caracteristicas da formagao do granuloma pelo sistema imune adaptativo e sua
contribui¢do na prevencdo da infeccdo secundaria por Histoplasma capsulatum ainda estdo
sendo estudadas. O aspecto dos granulomas ¢é sarcoide, com células epitelioides no centro, em
conjunto com o Histoplasma e células apoptoticas contidas. As células mais ativas no processo
sdo os linfocitos e os macrofagos, sendo estes ultimos considerados a principal fonte local de
TNF-a. Essas lesdes contém subconjuntos de células T CD4+ e CD8+, que sdo a fonte primaria
de IFN-y e Interleucina-17 (IL-17), considerados necessarios para a manutencao do processo

[48,53].
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2.4. Bloqueio de TNF-a e risco de infeccio

Muito do que hoje se entende como o papel do TNF-a no controle de infec¢des e na
resposta imune granulomatosa deve-se a estudos envolvendo modelos animais nos quais sua
atividade foi reduzida ou suprimida. Experimentos envolvendo camundongos foram
especialmente importantes para entender a atividade do TNF-a na resposta a patdgenos
intracelulares. A partir do contato inicial com um microrganismo, a sinalizacdo do TNF-a esta
envolvida no recrutamento de células inflamatorias, estimulando a secre¢do de citocinas como
CCL-2, -3, -4, -5 e -8 pelas células T e macrofagos, além de induzir a expressdo de moléculas
de adesdo no epitélio vascular, contribuindo para o influxo de células fagocitarias para o local
da infeccdo [54,55]. Assim, acredita-se que o bloqueio da atividade do TNF tenha impacto na
atividade de outras citocinas que participam da resposta imune coordenada ao Histoplasma
capsulatum. Em alguns experimentos, a neutralizacdo do TNF em camundongos causou tanto
uma diminui¢do no recrutamento de células inflamatorias quanto na formagdo de granulomas
[35,54]. Animais deficientes em TNF tornam-se altamente suscetiveis a infecgdes
granulomatosas [47,56-58]. Em outros trabalhos com modelos murinos, os camundongos nos
quais a produ¢@o de TNF-a foi afetada por inativagao genética ou induzido por drogas sofreram
com a formac¢do de granulomas que eram insuficientes em nimero ou fun¢do quando expostos
a M. bovis BCG [35], M. tuberculosis [47] e H. capsulatum [36,37], além de sofrer regressdo
acelerada de granulomas ja formados [35].

Ainda, o TNF-a também ¢é considerado critico para a ativacdo de macrofagos e
consequente eliminagdo de patogenos intracelulares capturados. Camundongos deficientes em
TNF ou receptores de TNF mostraram cargas microbianas significativamente mais altas e vida
util mais curta apos infec¢des com Listeria monocytogenes, M. tuberculosis ou Histoplasma
capsulatum [39,47,54]. O bloqueio da atividade do TNF-a leva a retomada do crescimento
micobacteriano dentro dos granulomas durante a infecgdo latente cronica [33], bem como a
desintegracdo estrutural dos granulomas estabelecidos [35]. O TNF também participa da
regulagdo de processos inflamatorios, sendo por um lado capaz de induzir apoptose em células
portadoras de alguns tipos de TNFR (como o TNFRp55), como mecanismo de defesa contra
respostas imunes celulares excessivas, e por outro estimulando a manutengao da viabilidade de
macrofagos no local da infeccdo [59]. Em camundongos deficientes no gene TNFRp55
(modelos TNFRp55-/-), a desestabilizagdo dos granulomas associada a hiperinflamagdo
desregulada foram determinantes para a morte prematura apos infeccdo por Mycobacterium

avium [60].
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2.5. Terapia inibitéria do TNF-a e histoplasmose — linha do tempo

Desde a aprovacao dos inibidores de TNF-a para o tratamento de doengas autoimunes
em 1998, possiveis efeitos adversos relacionados a ocorréncia de infec¢des tém sido uma grande
preocupacdo, considerando o potencial imunossupressor desses agentes. Embora os ensaios
clinicos controlados por placebo pré-aprovagdo ndo tenham indicado um risco aumentado de
complicagdes infecciosas em pessoas que usam esses medicamentos, apos o licenciamento, o
fabricante do Infliximabe ¢ o FDA receberam relatorios de complicagdes infecciosas nesses
pacientes, incluindo casos de histoplasmose. Apos dois relatos de casos de histoplasmose
associados ao uso de Infliximabe [61,62], a primeira série de casos de doenga grave causada
por H. capsulatum em pacientes em uso de inibidores de TNF-a foi publicada em 2002 por Lee
et al. [20]. Dez casos de histoplasmose foram relatados, sendo nove associados ao uso de
Infliximabe e um associado ao Etanercepte. Naqueles pacientes tratados com Infliximabe, as
manifestacdes de histoplasmose ocorreram dentro de 1 semana a 6 meses apds o inicio da
terapia e geralmente incluiram febre, mal-estar, tosse, dispneia e pneumonite intersticial. O
unico paciente em uso de Etanercepte desenvolveu sintomas apos 11 meses de tratamento. Na
maioria dos casos, o diagnostico foi feito a partir de bidpsia, transbronquica ou de pulmao
aberto. Desse grupo de 10 pacientes, 7 tiveram evidéncia clara de doenca disseminada, 9
necessitaram de tratamento em unidade de terapia intensiva e 1 foi a 6bito. Todos os pacientes
recebiam outras drogas imunossupressoras concomitantemente ao tratamento com inibidor de
TNF-a no momento do diagndstico e todos residiam em regides endémicas para H. capsulatum.
Este artigo chamou a ateng@o para o tema, alertando para casos semelhantes e, nos anos
seguintes, mais relatos de casos foram publicados.

Em 2003, Wood et al. relataram o caso de 3 pacientes que desenvolveram histoplasmose
disseminada apds tratamento com agentes inibidores de TNF-a, em que o antigeno urinario de
Histoplasma e a fixacdo de complemento foram utilizados como métodos diagnosticos
complementares [21]. Os pesquisadores também produziram um modelo in vitro de
histoplasmose, no qual linfécitos alveolares e macroéfagos coletados de voluntarios saudaveis
foram expostos ao H. capsulatum, resultando em proliferacdo de células T e secrecdo de IFN-y
e TNF-a, citocinas associadas a resposta TH1 de sistema imunolégico. Na presenca de
anticorpos contra o TNF-qa, a proliferagdo de células T e a resposta TH1 foram inibidas, em
comparagdo aos controles. Portanto, pensava-se que um maior risco de histoplasmose
disseminada em pacientes tratados com inibidores de TNF-a viria do impacto dessa droga ao
bragco TH1 da imunidade celular. Embora os autores tenham sugerido como conduta para a

pratica clinica a triagem para exposi¢ao ao Histoplasma ao inicio da terapia inibitoria do TNF-
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a, ndo ficou claro se uma historia de exposigdo prévia ao fungo prediz o risco de reativagao da
infeccdo latente.

Se a ocorréncia de histoplasmose durante um tratamento se deve a reativacdo de
infec¢do latente apos o inicio de um inibidor de TNF-a ou se ¢ o surgimento de uma nova
infec¢do, ou reinfeccdo, que ndo pdde ser contida por um hospedeiro imunossuprimido, ¢é
motivo de debate desde o surgimento dos primeiros casos nesta populagdo. Nakelchik e
Mangino, em relato publicado em 2002, descrevem o caso de uma mulher de 52 anos que
desenvolveu histoplasmose grave apenas 9 semanas apds o inicio da terapia com Infliximabe,
mais prednisona em dose baixa, para AR, apesar de ter um longo historico de tratamento com
outros imunossupressores, como micofenolato, metotrexato e corticoide em altas doses [61]. A
paciente era uma residente vitalicia de Ohio/EUA, sem historico de viagem relevante.
Examinando a temporalidade dos eventos, foi considerada a reativacdo da histoplasmose,
mesmo que ela morasse em area endémica para a infecgdo. O primeiro relato claro
documentando a reativacao da histoplasmose latente apos o inicio de um inibidor de TNF-a foi
publicado em 2006 por Jain et al. [63]. Um paciente do sexo masculino que desenvolveu
sintomas aproximadamente um ano ap6s o inicio do tratamento com Infliximabe mais
corticosteroides intermitentes e foi diagnosticado apos crescimento de H. capsulatum em
cultura de lavado broncoalveolar. Embora tenha negado viagens nos ultimos 5 anos para fora
da Califérnia, estado americano onde o Histoplasma € considerado pouco frequente, havia
viajado 5 anos antes para uma area endémica do fungo, sugerindo reativacdo de infeccdo
anterior.

A relacdo entre o uso de inibidores de TNF-a e a ocorréncia de doencas granulomatosas
foi bastante discutida por Wallis ef al. em 2004, quando foram examinados dados coletados
pelo Sistema de Notificacdo de Eventos Adversos da FDA dos EUA de janeiro de 1998 a
setembro de 2002 [22]. No geral, infec¢des granulomatosas foram relatadas em taxas de
aproximadamente 239 por 100.000 pacientes tratados com Infliximabe, e aproximadamente 74
por 100.000 pacientes usando Etanercepte. Enquanto a tuberculose permaneceu a infeccdo
granulomatosa mais comum nesses grupos, a histoplasmose mostrou-se a segunda doenca mais
frequente, com 42 casos identificados em cerca de 346.000 pacientes americanos tratados neste
periodo de quase 5 anos, com individuos provenientes principalmente de conhecidas areas
endémicas. Foram 39 casos de histoplasmose em 233.000 pessoas em uso de Infliximabe ¢ 3
casos em 113.000 pessoas que receberam Etanercepte, ou seja, uma ocorréncia de 16,7 ¢ 2,7
pacientes com a doenca para cada 100.000 que receberam cada medicamento, respectivamente.

Nesse cenario, a razdo de taxas de infec¢do por Histoplasma foi de 6,3 para Infliximabe versus
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Etanercepte, apontando para um risco significativamente maior para o primeiro medicamento.
O diagnoéstico geral de infeccdo granulomatosa ocorreu em 72% dos pacientes em uso de
Infliximabe nos primeiros 90 dias de terapia, o que foi considerado compativel com reativagao
de uma infeccdo latente, embora ndo tenha sido especificado quantos desses casos eram de
histoplasmose. No ano seguinte, uma nova estimativa foi publicada pelo grupo a partir de
revisdo da base de dados, na qual a incidéncia de histoplasmose em pacientes tratados com
inibidores do TNF-a foi de 18,78 por 100.000 pessoas tratadas com Infliximabe e 2,65 por
100.000 pessoas tratadas com Etanercepte [64]. Este sdo, até hoje, os numeros mais citados
sobre a incidéncia de infecgdo por Histoplasma nos grupos citados, com alerta a variagdo
esperada de acordo com a localizagdo geografica os centros em relagdo as areas endémicas [24].
Entretanto, algumas estimativas destacam que, embora a tuberculose ainda se apresente como
a doenga granulomatosa mais comum em usuarios de inibidores de TNF-q, a histoplasmose tem
3 vezes mais chances de causar uma infecgdo grave [65].

O entendimento da histoplasmose como a micose invasiva mais frequente em pessoas
em terapia bloqueadora do TNF-a foi refor¢ada pelo estudo publicado por Tsiodras et al. em
2007, que examinou relatos de infec¢des fungicas invasivas nesses pacientes publicados nas
plataformas MEDLINE e PubMed desde janeiro de 1966 a junho de 2007 [17]. Dos 281 casos
de doenga fungica invasiva relatados nesta populagdo, a infeccdo fingica invasiva mais
prevalente foi a histoplasmose (n=84 [30%]), seguida de candidiase (n=64 [23%)]) ¢ aspergilose
(n=64 [ 23%]). Naqueles com histoplasmose, 72 casos (86%) foram associados ao uso de
Infliximabe, 8 (10%) ao Etanercepte € 4 (5%) ao Adalimumabe. A maioria dos casos com dados
disponiveis ocorreu em areas endémicas para o fungo, e todos os pacientes receberam
medicacdo imunossupressora concomitante. Dos pacientes com dados disponiveis (42% do
total), 27 (77%) eram tratados para AR e 8 (23%) tinham DII. O nimero mediano de infusdes
antes do diagnostico foi de 3 (intervalo interquartil [IQR] 2-7) para pacientes tratados com
Infliximabe (n=15). Neste estudo, o tratamento dos casos de histoplasmose geralmente incluiu
anfotericina B e itraconazol, mesmo assim a mortalidade neste grupo chegou a quase 20%.
Pouco tempo depois, um alerta foi emitido pelo FDA em 2008, apds revisar 240 relatos de
histoplasmose em pacientes tratados com inibidores de TNF-a, a maioria de areas onde o H.
capsulatum € endémico [27]. Em pelo menos 21 dos 240 casos relatados, a histoplasmose néo
foi diagnosticada até um estagio tardio, levando ao atraso no inicio da terapia antifungica
apropriada, e 12 desses 21 pacientes morreram. Posteriormente, uma revisao publicada em 2015
de 90 casos tratados em um tnico centro localizado em area endémica mostrou uma taxa de

mortalidade de noventa dias de 9% em pacientes com alguma forma de imunossupressdao com
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diagnostico de histoplasmose, mas com diferenga entre usudrios de inibidores de TNF-a,
pessoas que realizaram transplantes e pessoas vivendo com HIV [29]. Nesse caso, as pessoas
em uso de inibidores de TNF-a apresentaram doenga mais leve em comparagao aos outros dois
grupos.

Uma analise do perfil da populacdo em risco de desenvolver histoplasmose durante o
tratamento imunossupressor foi publicado por Olson et al. em 2011 [27]. Os pesquisadores
revisaram os dados de pacientes em tratamento para AR em um grande centro localizado em
area endémica para o fungo durante um periodo de 10 anos, e que foram diagnosticados com
histoplasmose em algum momento. Um total de 26 pacientes foram identificados, a maior parte
em terapia combinada com agentes imunossupressores: 15 com inibidores de TNF-a, 16 com
metotrexato, 15 com corticosteroides. Embora a maioria dos casos fosse de doenca pulmonar,
frequentemente o diagnostico era dificultado pela auséncia de sintomas especificos. Os
pacientes receberam tratamento com anfotericina B ou itraconazol, e a maioria (14 de 15) teve
seu agente inibidor de TNF-a suspenso no momento do diagnostico. Neste grupo, ndo houve
obitos atribuidos a histoplasmose.

Esforcos recentes que ajudam a entender o risco de infec¢do por Histoplasma na terapia
imunossupressora com inibidores de TNF-a incluem uma revisdo retrospectiva de 98 casos
publicada por Vergidis et al. em 2015, a maior andlise retrospectiva sobre esse grupo. A revisao
examinou os fatores de risco para doenga grave em pacientes tratados com inibidores de TNF-
a diagnosticados com histoplasmose, incluindo dados de pacientes diagnosticados entre janeiro
de 2000 e junho de 2011 em 20 centros médicos dos EUA [19]. Enquanto o agente bioldgico
mais utilizado foi o Infliximabe (67,3%), muitos também faziam uso de metotrexato (44%) ou
prednisona (34%). Os pesquisadores descobriram que sdo preditores independentes de doenca
grave o uso concomitante de corticosteroides (odds ratio, [OR] 3,94, [intervalo de confianga de
95% {95%CI}, 1,06-14,60]) e niveis mais altos de antigeno de Histoplasma naurina (OR, 1,14
[95%CI, 1.03—1.25]). Fatores de risco para infec¢do fungica e micobacteriana em pacientes em
uso de inibidores de TNF-a também foram estudados por Salt et a/., em trabalho publicado em
2016, com dados da populacdo de planos de saude dos EUA durante um periodo de 3 anos [31].
Um total de 30.772 pacientes foram examinados, dos quais 158 (0,51%) foram diagnosticados
com essas infecgoes e, em seguida, analisados em um modelo de caso-controle. Tuberculose
foi diagnosticada em 61% dos casos, seguida de histoplasmose em 60% e infec¢des por
micobactérias ndo-tuberculosas em 11%. Comparados aos controles (n=474), uma proporgao
maior de casos recebeu também prednisona (55% versus 37%; p <0,001) e tiveram duas vezes

mais chances de necessitar de atencdo médica durante o periodo analisado. No geral, a
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incidéncia de 95 casos de histoplasmose nessa populacdo de 30.772 pacientes foi considerada
baixa pelos autores.

Finalmente, Jansson-Knodell ef al. publicaram em 2021 uma revisdo retrospectiva de
pacientes com DII recebendo inibidores de TNF-o que desenvolveram histoplasmose em um
unico centro localizado em area endémica, entre 1° de janeiro de 2001 a 31 de maio de 2018
[32]. Quarenta e nove pacientes foram identificados, com tempo médio entre o inicio da terapia
com inibidores de TNF-a ¢ o diagndstico de histoplasmose de 2,1 anos (varia¢do de 0,8-5,2).
Nesse conjunto, mesmo que quase 74% apresentassem doenca disseminada, ainda assim o
tempo médio entre o inicio dos sintomas e o diagnostico de infecgdo por Histoplasma foi de 31
dias (variando de 13 a 64). Na maioria dos casos, o diagnostico foi confirmado por antigentria
ou sorologia, e aqueles com doenga disseminada apresentaram antigeno urinario mediano de
10,76 ng/mL, maior em compara¢do com na doenga pulmonar isolada, com mediana de 0,375

ng/mL (p <0,001).

2.6. Tratamento da histoplasmose em pacientes em uso de inibidores de TNF-a

Da mesma forma que os centros que realizam tratamento e pesquisa em usuarios de
inibidores do TNF-o tém adquirido experiéncia no reconhecimento e diagnostico da
histoplasmose, esforcos t€m sido feitos para entender as particularidades do tratamento da
infeccdo nesse grupo de pacientes. O tratamento antifingico ¢ recomendado para todos os
pacientes diagnosticados com histoplasmose [66]. Embora a infeccdo possa ter carater
subagudo ou cronico, a forma disseminada da doen¢a, quando ndo tratada, tem curso
progressivo e ¢ invariavelmente letal [67,68]. O tratamento com anfotericina B lipossomal (3,0
mg/kg diariamente) por 1 a 2 semanas ¢ considerado eficaz para formas moderadamente graves
ou graves da doenca e ¢ recomendado para todos os adultos hospitalizados por histoplasmose
[66,69,70]. Para criancgas, a formulagdo preferida ¢ a anfotericina B desoxicolato (1,0 mg/kg
diariamente por 4 a 6 semanas) [66,71]. Itraconazol (200 mg 3 vezes ao dia por 3 dias e depois
200 mg duas vezes ao dia) ¢ o tratamento de escolha para formas leves da doenga, bem como
para o tratamento de manutengdo, que hoje é recomendado para ser continuado por 12 meses
[72,73]. O tempo de tratamento de manutencdo pode ser estendido de acordo com critérios
como grau de imunossupressao, resolugcdo dos achados clinicos ou depuragdo da antigentria, e
alguns autores consideram a indicag@o vitalicia, desde que a imunossupressiao seja mantida [74].

Esses regimes de terapia antifingica foram considerados altamente eficazes por Hage et

al. em uma revisdo de 2010, e foram recomendados para pessoas em uso de inibidores de TNF-
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o com diagnostico ou forte suspeita clinica de histoplasmose [26]. Séries de casos demonstram
que esse tratamento tem sido amplamente utilizado para infeccdo por Histoplasma nesses
pacientes, sendo raros os relatos de refratariedade a terapia, e sendo os desfechos desfavoraveis
geralmente atribuidos ao atraso no diagnéstico [17,19,20,27]. Na revisdo retrospectiva
multicéntrica de 98 pacientes diagnosticados com histoplasmose por Vergidis et al., o
tratamento inicial de 47,4% dos pacientes foi anfotericina B por uma duracdo média de 2
semanas (intervalo de 2 dias a 20 semanas) [19]. Cinquenta de 97 (51,5%) pacientes foram
inicialmente tratados com azoélico, sendo 91 com itraconazol € 5 com voriconazol. O tratamento
de manutengdo com azoldlico foi administrado a todos os pacientes, por uma média de 12 meses
(intervalo de 2 a 43 meses) [19]. Nesse estudo, os resultados foram em sua maioria favoraveis,
com taxa de mortalidade de 3,2%, e com 9 pacientes desenvolvendo sindrome inflamatéria de
reconstituicdo imune (IRIS) durante a terapia, dos quais 3 necessitaram de tratamento com
esteroides.

A manuteng¢ao da terapia imunossupressora apos o diagnéstico de histoplasmose € outro
ponto que permanece em discussdo. A recomendacdo tradicional tem sido descontinuar o
inibidor de TNF-a apods o diagndstico, o que foi sugerido no alerta do FDA de 2008 e pelos
fabricantes [26]. Discute-se se o risco de IRIS seria maior naqueles pacientes que descontinuam
o imunobiologico apos o diagnodstico, porém, no caso de IRIS, a recomendag@o costuma ser
apenas a corticoterapia [26]. A reintrodug@o do imunobioldgico ap6s o periodo de manutengdo
com itraconazol, ou mesmo durante esse tratamento, ¢ outra questdo que vem sendo revisada,
com estudos recentes apontando para a segurang¢a na reintroducao do medicamento.

Na revisdo de 98 casos de 2015, a terapia inibitéria do TNF-a foi inicialmente
descontinuada em 96,9% dos casos e mantida nos 3 pacientes restantes [19]. Posteriormente, a
terapia biologica foi retomada em 33,8% dos pacientes (25/74 dos quais havia dados
disponiveis) em um tempo médio de 12 meses (intervalo de 1-69 meses) apos o diagnostico de
histoplasmose. Desse grupo, um paciente apresentou recidiva da doenca 39 meses apos a
retomada do inibidor de TNF-a e faleceu. Ao final do seguimento, com mediana de 32 meses,
94,7% (90/95) dos pacientes ndo apresentavam sinais clinicos ou aumento de antigenuria
compativel com doenga recorrente. Trés (3,2%) pacientes apresentaram doenca recorrente, dos
quais 2 haviam reiniciado os inibidores de TNF-a e 1 deles morreu. Em revisdo publicada em
2021 sobre 49 pacientes com DII, Jansson-Knodell ef al. relataram que a anfotericina B
lipossomal foi a terapia inicial apds o diagnostico de histoplasmose em 34,7% dos pacientes,
com duracdo média de tratamento de 13 dias [32]. Todos os pacientes receberam itraconazol

como terapia de manuten¢do por um tempo médio de 31,3 semanas (intervalo de 0,29 a 153,4
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semanas), com 18,2% permanecendo em supressdo de longo prazo. Nesse grupo, 9 pacientes
continuaram usando inibidor de TNF-a ap6s o diagnostico, enquanto 10 pacientes reiniciaram
a terapia em um tempo mediano de 39,3 semanas apos o diagnostico. Nao houve recorréncias
documentadas de histoplasmose durante o uso de inibidores de TNF-a. A taxa de mortalidade

foi de 7,3%, sendo 2 das 3 mortes ocorridas durante o seguimento atribuiveis a histoplasmose.

-----

Primeiramente, estimativas precisas do real escopo da histoplasmose mesmo na
populagdo geral sdo muitas vezes dificeis de realizar. Nos modelos mais classicos, obtidos em
estudos epidemiologicos que consideram a positividade nos testes cutdneos de histoplasmina,
estima-se que nos Estados Unidos entre 60% e 90% das pessoas que vivem em areas ao redor
dos vales dos rios Ohio e Mississippi foram expostas ao fungo em algum momento de suas
vidas [75,76]. Em 2011, a incidéncia de histoplasmose em adultos com 65 anos ou mais nos
EUA foi calculada em 3,4 casos por 100.000 pessoas, com as taxas mais altas nas areas
endémicas do Centro-Oeste, com uma estimativa de 6,1 casos por 100.000 habitantes [77]. Em
outro estudo, os dados de vigilancia de histoplasmose de 12 estados para os anos de 2011 a
2014 foram usados para calcular as taxas anuais de incidéncia de histoplasmose variando de 0
a 4,3 casos por 100.000 habitantes, com as taxas mais altas em estados endémicos de
Histoplasma [78]. Taxas muito mais altas sdo observadas em pessoas vivendo com HIV,
especialmente em paises em desenvolvimento. Em 2012, a incidéncia estimada de
histoplasmose foi de 1,48 casos por 100 pessoas vivendo com HIV na América Latina [79].

Continuando, foi abordado que as estimativas de histoplasmose em usudrios de
inibidores de TNF-o costumam variar de uma incidéncia de 16,7 a 18,78 casos por 100.000
pessoas tratadas com Infliximabe e cerca de 2,7 casos por 100.000 pessoas tratadas com
Etanercepte [22,24]. Ou seja, ndo ha apenas uma incidéncia maior em relagdo a populagdo em
geral, comparada aos estudos classicos, mas também se percebe uma diferenca importante em
relagdo as duas drogas citadas, apontando para maior risco com Infliximabe. No entanto, esses
pardmetros ainda sdo muito inferiores aos observados em pacientes com AIDS. Da mesma
forma, os nimeros ainda sdo muito inferiores aos observados na tuberculose, que continua
sendo a complica¢do mais frequente em usuarios de drogas inibidoras do TNF-0, com uma
incidéncia de 53,81 casos por 100.000 pacientes tratados com Infliximabe [64,80].

A diferenca na incidéncia de histoplasmose observada em terapias com anticorpos

monoclonais do tipo anti-TNF (como Infliximabe e Adalimumabe) em comparagdo com
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aquelas que usam Etanercepte, um receptor solivel de TNF, ¢ discutida, e provavelmente se
deve a diferenca nas estruturas moleculares e nos mecanismos de acao [22,26]. Os anticorpos
monoclonais t€m uma gama mais ampla de efeitos, inibindo TNF soluvel e associado a células,
incluindo suas formas monoméricas e triméricas [64]. Em contraste, o Etanercepte bloqueia
apenas a forma trimérica soluvel [64]. Além disso, os anticorpos monoclonais induzem
apoptose de mondcitos e células T, enquanto o Etanercepte tem um efeito anti-apoptdtico
[34,81]. Outro efeito, ndo observado no Etanercepte, é que o Infliximabe ¢ o Adalimumabe
induzem a lise mediada pelo complemento de células que expressam receptores de superficie
do TNF-a, incluindo mondcitos [81,82]. Diferengas farmacocinéticas adicionais incluem os
altos niveis de Infliximabe observados logo apos as infusdes intravenosas, enquanto os niveis
sanguineos de Etanercepte sdo baixos e variam pouco com a dosagem [82].

Uma outra questdo que permanece em debate ¢ se a patogénese da histoplasmose em
pessoas em uso de inibidores de TNF-a estd relacionada a reativagdo de doenca latente ou €
decorrente de uma nova infec¢do. Embora a reativacdo de lesdes latentes seja um mecanismo
observado em pacientes diagnosticados com tuberculose apds o inicio de inibidores de TNF-q,
este pode ndo ser o principal mecanismo no caso da doenga fingica [22,23]. Por um lado, a
reativacdo da histoplasmose latente ja foi objeto de relatos de casos e ¢ sugerida pelo curto
tempo entre o inicio da terapia inibitéria do TNF-a e o diagnostico de histoplasmose em
algumas séries - como a de Lee ef al. em 2002 [20,61,63]. No entanto, argumenta-se que uma
incidéncia muito maior de histoplasmose seria esperada em usuarios dessas terapias nas areas
endémicas se a reativacdo fosse o mecanismo principal. Tal perspectiva leva em conta a
diferenca observada no numero de pessoas com reagdo positiva no teste cutineo de
histoplasmina, marcador de contato prévio com Histoplasma que pode atingir até 90% dos
adultos em areas endémicas, ¢ o aumento desproporcional da incidéncia de histoplasmose em
pacientes ap6s o inicio da terapia inibitoria do TNF-a, estimada em pouco mais de 18 casos por
100.000 usuarios de Infliximabe, ou seja, uma incidéncia de 0,00018% dos adultos [75,80].

Uma publicacdo que poderia contestar reativagdo como o principal mecanismo apos a
imunossupressdo ¢ uma revisdo retrospectiva de prontuarios de 586 pacientes submetidos a
transplante de orgdo solido ou medula 6ssea de janeiro de 1994 a dezembro de 1996 em
Indiana/EUA, uma area endémica onde 50 a 80% da populacdo tem evidéncia de infec¢ao
prévia por Histoplasma conforme testes cutaneos [83]. Apesar de 18% dos pacientes
apresentarem testes sorologicos positivos para histoplasmose pré-transplante e 4%
apresentarem radiografias de toérax consistentes com doenca granulomatosa prévia, nenhum

desenvolveu histoplasmose durante um periodo de acompanhamento de 3 anos.
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E possivel que o bloqueio do TNF-o. nio seja suficiente para a reativacio de organismos
presentes em lesdes anteriores, mas que seja muito significativo em uma nova exposicao a
conidios inalados, devido ao impacto na imunidade celular. O TNF-a ¢ um dos mais
importantes mediadores da reagdo inflamatoria nos organismos, principalmente em processos
agudos de resposta imune a microrganismos patogénicos, incluindo os fungos [33,34]. Os
efeitos locais do TNF-a incluem o recrutamento de neutrofilos e macrofagos para o local da
infec¢do, por meio de quimiosinalizagdo e estimulo a producdo de moléculas de adesdo no
endotélio vascular, entre outras fungdes [54,84]. Ja os efeitos sistémicos incluem participagdo
na sinalizagdo hipotalamica para a geracdo da febre, produ¢do de proteinas de fase aguda pelo
figado e promogdo da diferenciacdo celular na medula 6ssea [54,85]. Os efeitos desse bloqueio
do TNF-a para o controle de infec¢des agudas ou latentes ainda estdo sendo compreendidos.

Considerando os dados apontando que uma maior vulnerabilidade auma nova exposicao
parece ser um mecanismo mais importante do que a reativacao, a necessidade de triagem para
histoplasmose antes de iniciar a terapia inibitoria do TNF-a também ¢ incerta. Naqueles que
estdo iniciando a terapia, os especialistas recomendam a investigacdo de sintomas de
histoplasmose ativa ou recente, bem como a discussdo sobre atividades com potencial risco de
exposi¢do ao fungo apods o inicio da medicagdo [26]. Outros recomendam que pacientes com
suspeita de histoplasmose nos 2 anos anteriores ao inicio da terapia com inibidores de TNF-a
sejam submetidos a radiografia de torax [26]. Por outro lado, a triagem de rotina com sorologia
ou antigeno de Histoplasma geralmente ndo ¢ recomendada [26,66]. No estudo envolvendo
pacientes submetidos a transplante de 6rgao sélido ou medula 6ssea, evidéncia sorolégica ou
radiografica de infecc@o prévia por histoplasmose ndo foi preditiva de doenga na populagio
imunocomprometida [83]. Uma vez que o risco de reativagdo da histoplasmose ndo esta
estabelecido, a terapia profilatica ou preventiva também nao foi recomendada.

Até este momento, concluimos que os potentes efeitos imunomoduladores das terapias
bioldgicas revolucionaram o tratamento de doengas autoimunes em diversas areas desde o final
da década de 1990, porém, apresentam risco potencial de complicacdes infecciosas em seus
usuarios. Naqueles em uso de inibidores de TNF-q, a histoplasmose tem ganhado notoriedade
como a principal infecgdo fingica que pode impactar o tratamento desses pacientes. Pessoas
em uso de drogas inibidoras do TNF-a tém maior incidéncia de histoplasmose em comparagio
com a populac¢do em geral, ainda assim, a doenca é frequentemente complicada pelo diagnostico
tardio, pois pode apresentar sintomas inespecificos e a identificacdo do patdégeno pode ser
desafiadora sem métodos adequados. Dentre eles, o antigeno urinario para Histoplasma tem

ganhado destaque como ferramenta 1til para esse diagnostico. O papel da triagem ou terapia
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antifungica pré-inicio dos bioldgicos ainda € incerto e, at¢é o momento, ndo tem sido
recomendada, pois ndo foi observado impacto significativo da reativagdo do Histoplasma
latente em usuarios de bioldgicos até o momento. Dados clinicos e epidemiologicos sugerem
que o aumento da vulnerabilidade a novas exposigdes seria 0 mecanismo mais importante para
a doenga, mas esse ¢ um entendimento em andamento. Esperamos que nosso trabalho para

agregar informagdes para esse campo em construcao.



3. MARCO CONCEITUAL
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Figura 2. Marco conceitual da proposta deste estudo, partindo dos individuos sob risco (coorte em

analise), destacando-se a exposicdo ambiental a qual esses pacientes podem estar expostos, € o consequente

aumento de risco da doenga negligenciada em investigacdo: Histoplasmose Disseminada. A doenga em

investigacdo foi pesquisada em pacientes assintomaticos como screening em paciente antes do inicio dos

medicamentos da classe dos inibidores do TNF-a. Também foram realizados testes em pacientes sintomaticos que

jé estavam em uso da medicagdo. A pesquisa de antigeno foi considerada como a principal intervengao do estudo

(diagnostico de infecgdo por Histoplasma a partir do antigeno urinario) com posterior coleta de dados e seguimento

dos pacientes com teste positivo. A esquerda do colchete, destacam-se os principais objetivos do trabalho.

Legenda - AR: artrite reumatoide. DII: doenga inflamatdria intestinal. TNF-alfa: fator de necrose tumoral - alfa.
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3.1. Detalhamento do Marco Conceitual

Pacientes com doengas autoimunes (como artrite reumatoide, doenca inflamatoria
intestinal, psoriase, etc) refratarias as terapias menos imunossupressoras de primeira linha,
podem necessitar de tratamento com medicamento imunobioldgico para controle de sua doenga.
Dentre as terapias biologicas mais usadas para tais condi¢des, destaca-se o uso de inibidores do
TNF-alfa. Embora o efeito imunossupressor dessa classe seja desejado para controle da doenca
autoimune, tal imunomodulagdo predispde o paciente a ocorréncia de doengas infecciosas
oportunistas.

Em éreas onde a Histoplasmose ¢ considerada uma doenca endémica (como EUA,
América Central, América do Sul, Africa, Sudeste da Asia) destaca-se o risco da ocorréncia
desta patologia, incluindo em sua forma disseminada, entre os usuarios dos medicamentos
biologicos. A Histoplasmose ¢ considerada uma doenga infectocontagiosa negligenciada, e
pode ocasionar um quadro clinico que cursa com sintomas sist€émicos (febre, perda de peso,
linfonodomegalia disseminada), além de outras manifestacdes que incluem diarreia, quadro
pulmonar, hepatomegalia, esplenomegalia.

Este estudo propds-se a abordar individuos assintomaticos com plano de iniciar
medicamento bioldgico, como ferramenta de screeming, com seguimento para avaliar a
ocorréncia de Histoplasmose Disseminada como complicagdo do tratamento. A abordagem
proposta inclui teste para deteccdo de antigeno de Histoplasma em amostra de urina dos
pacientes que forem triados e fornecerem consentimento a partir da assinatura do TCLE. Testes
adicionais foram realizados em individuos ja em uso de medicamento bioldgico do tipo inibidor
do TNF-a que se apresentaram sintomaticos a emergéncia dos centros participantes, durante o
periodo do estudo.

Os pacientes triados com teste positivo foram avaliados quanto as suas variaveis
clinicas, conforme consta na ficha de coleta de dados. O seguimento serd realizado com
informagdes do prontudrio, em 30 e 180 dias. Na avaliagdo de seguimento serdo coletados dados
do desfecho clinico (incluindo mortalidade). Através deste modelo operacional, este estudo
procurou avaliar a prevaléncia, fatores de risco e progndsticos para Histoplasmose Disseminada

em pessoas utilizando medicamentos bioldgicos.
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4. JUSTIFICATIVA

Produtos esperados como resultado da execu¢io do projeto
A partir da execugdo do projeto, € esperada a obtencdo de informagdes importantes sobre
o impacto desta infeccdo fungica endémica em uma populagdo com imunossupressdo nio

causada pelo HIV (usuarios de bioldgicos) no Sul do Brasil, a saber:

1. Prevaléncia de histoplasmose disseminada em pacientes candidatos ao uso de
biologicos;
il. Prevaléncia de histoplasmose em usuarios de inibidores de TNF-alfa com

complicagdes infecciosas;

1ii. Fatores de risco para a ocorréncia de histoplasmose nessa populagéo;

iv. Papel da ferramenta diagnostica avaliada (pesquisa de antigeno de Histoplasma
capsulatum) em pacientes ndo-HIV com suspeita clinica;

v. Identificagdo de fatores prognosticos, nesses pacientes, para o desenvolvimento
de formas graves e mortalidade;

vi. Caracterizagdo de oportunidades para medidas de prevencao a estas doencas, em

pessoas usuarias de bioldgicos.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo primario

1. Determinar a prevaléncia e fatores de risco para histoplasmose disseminada em

pacientes ndo-HIV em tratamento com medica¢des imunobioldgicas inibidoras do TNF-alfa.

5.2. Objetivos secundarios

1. Determinar morbidade e a mortalidade de pacientes ndo-HIV com
histoplasmose;

ii. Documentar fatores de exposicao associados a histoplasmose;

iii. Determinar variaveis clinicas que possam predizer a ocorréncia de

histoplasmose disseminada, assim como fatores prognoésticos dessa doenga;

iv. Relacionar possiveis outros diagnésticos infecciosos estabelecidos com a
ocorréncia da doenca fingica;

v. Determinar risco para histoplasmose disseminada conforme o imunobioldgico
utilizado e doenca em tratamento;

Vi. Promover através do conhecimento fatores de risco, prevaléncia, evolucdo e
fatores prognosticos dessa doenga fungicas, agdes de educagdo e prevencdo em pessoas

recebendo terapias com bioldgicos.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

As doencas negligenciadas representam um importante agravo de satide no Brasil e
mundialmente. Em especial, as micoses endémicas representam um grupo de doencgas para as
quais as opcoes diagnosticas e terapéuticas seguem consideravelmente restritas, especialmente
quando comparamos a areas da Medicina que recebem maior aporte financeiro. Mesmo avangos
como o desenvolvimento de testes de diagnostico molecular para a Histoplasmose, apesar de
muito animadores, seguem muito restritos, com maior emprego em protocolos de pesquisa ou
disponiveis em estratégias ainda pontuais, como no Circuito Répido da AIDS avangada, em
implementacao pelo Ministério da Saude desde 2022.

Creio que este trabalho pdde ajudar a demonstrar que o dano da histoplasmose em
pacientes imunossuprimidos talvez seja maior do que se considera. Este ja ¢ um cenario que
tem sido cada vez mais reiterado no cuidado das pessoas que vivem com HIV, em que o
entendimento cresce no sentido de que naqueles com imunossupressao grave a doenca fingica
talvez cause tanta morbimortalidade quanto a propria tuberculose. De maneira similar, os
resultados de nossa Revisdo Sistematica e Metanalise apontam que a importancia do impacto
da histoplasmose em pacientes com outras formas de imunossupressdo, como a medicamentosa
provocada por tratamentos imunobioldgicos, talvez esteja subestimado. Considerando-se o
crescente numero de pacientes que tem recebido esses tratamentos em servigos de
Reumatologia, Gastrenterologia e Dermatologia, tal figura € preocupante.

Esperamos que nosso artigo original tenha agregado evidéncias para um campo onde as
questdes sdo inumeras e os dados objetivos, ainda parcos. Ha duvidas quanto qual ¢ a
prevaléncia da infec¢do assintomatica pelo Histoplasma capsulatum na populagdo
imunossuprimida, ¢ qual o risco de adoecimento naqueles que a apresentam e vao passar por
um tratamento imunossupressor, qual o impacto do rastreamento antes deste tratamento, e se
ha existéncia de beneficio em terapias preemptivas, entre outras questdes. Mesmo que ndo
tenhamos chegado a uma resposta definitiva para tais perguntas, assumo que nossa pesquisa

contribuiu para a construcao do entendimento destas questdes em um cenério futuro.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Nosso trabalho produziu dados interessantes sobre a prevaléncia da infec¢do por
Histoplasma capsulatum em pacientes tratados com medicamentos imunobioldgicos, como 0s
agentes inibidores do TNF-a. Em nossa Metanalise, foi demonstrado que o diagnodstico das
formas clinicas de histoplasmose, como a doenga disseminada, talvez seja mais frequente nessa
populagdo do que o considerado na taxa de incidéncia classicamente referenciada. Entretanto,
nossa revisdo agrupou estudos com desenhos e finalidades diferentes, com limitagdes inerentes
a estratégia. H4 uma demanda evidente por um estudo populacional em que identificar a
prevaléncia da histoplasmose em usuarios de imunobiologicos seja o desfecho principal.

Da mesma forma, nosso estudo de coorte produziu achados relevantes, que apesar de
capazes de agregar evidéncias as questdes em aberto esplanadas nas Consideragdes Finais,
poderiam ser melhor entendidos no contexto de trabalhos com um niimero maior de pacientes.
Como explicado, a etapa de recrutamento de nosso projeto foi prejudicada pela pandemia de
COVID-19, quanto muitos pacientes deixaram de ter atendimento presencial. Hoje, no contexto
pos-vacinacao para a doenga, os atendimentos estdo praticamente normalizados. Nosso trabalho
encontrou uma prevaléncia maior do que a esperada de antigeno de Histoplasma detectado em
testes de urina de pacientes com doengas cronicas autoimunes. Seria de muito interesse
confirmar esse dado ampliando a testagem em carater de pesquisa.

Estudos amplos que apurem questdes afins as que pesquisamos teriam implicagdes
praticas importantes no atendimento aos usuarios de imunobiologicos. O entendimento do
mecanismo de adoecimento na infec¢do por Histoplasma teria impacto na elaboragdo dos
proximos guidelines destinados ao cuidado destes pacientes, quanto necessidade ou ndo de
testagem pré-tratamento ou refor¢o de orientagdes para cautela quanto a exposi¢do ao fungo,
como locais de criadouros de passaros, por exemplo. Esperemos que nossas publicagdes

incentivem o interesse pelo tema e suscitem novos trabalhos.
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11. ANEXOS E/OU APENDICES

11.1 Formularios

11.1.1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (aplicacdo detalhada no Artigo 2):

Titulo de trabalho do Projeto: Histoplasmose disseminada: rastreamento em pessoas em uso
de medicamentos bioldgicos

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo ¢ avaliar a presenca do
fungo Histoplasma capsulatum como causa de infeccdo oportunista em pacientes usando
medicamentos imunossupressores. Com os métodos atualmente disponiveis, em alguns casos
pode ser dificil saber com rapidez e precisdo se esta infec¢do esta presente no organismo. Este
fungo em alguns pacientes pode causar doenca grave. Neste estudo, avaliaremos novos métodos
para o diagnostico dessa infecgdo e para isso, testaremos sua urina para a presenca deste fungo.
Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servigo de Infectologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua participagdo sao os
seguintes: vocé devera urinar em um frasco proprio para a coleta de urina, o volume aproximado
de 20 mL (meio frasco). A amostra de urina sera congelada e enviada para o Laboratdrio de
Biologia Molecular da Santa Casa, onde serad realizado o teste para pesquisa desse fungo.
Também faremos uma breve entrevista e revisaremos seu prontudrio médico para saber mais
sobre o estado de sua doenca, agora e apds 30 e 180 dias. Todas as informagdes referentes a sua
identificacdo serdo mantidas em sigilo. Os resultados dos exames serdo repassados ao seu
médico, que decidird, em conjunto com os demais exames realizados rotineiramente no
hospital, sobre o seu tratamento e acompanhamento, de acordo com a rotina do servico e
preconizado pelas diretrizes nacionais de tratamento.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagdo na pesquisa sdo possivel
dissabor na hora da coleta da urina, que sera realizada com a maior privacidade possivel, no
banheiro. As perguntas da entrevista serdo breves e podem oferecer minimo desconforto.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa s@o: o seu médico podera tomar
conhecimento, em conjunto com os exames ja realizados rotineiramente, caso vocé esteja com
infec¢do por este fungo; ainda, os resultados gerados por este estudo poderdo ajudar muitos
outros pacientes que estejam doentes com o mesmo problema, e também para a prevengdo
dessas doengas.

Sua participagdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatoria. Caso vocé
decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo havera
nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na institui¢ao.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé€ nao tera
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos, porém, podera ser ressarcido por
despesas decorrentes de sua participacdo, cujos custos serdo absorvidos pelo or¢amento da
pesquisa.
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Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participagdo na pesquisa, vocé
recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados
serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificagdo dos participantes, ou seja, o seu nome
nao aparecera na publicagdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel Diego
Rodrigues Falci, pelo telefone (51) 3359-7749, ou com o Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do
HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo ¢ assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:




10.1.2. Ficha clinica para coleta de dados (aplicacdo detalhada no Artigo 2):

DEMOGRAFICOS

1) Data de inclusio do paciente: / /__ (dd/mm/aaaa)

2) Iniciais do paciente:

3) Cidade e bairro de procedéncia:

4) Profissao:

5) Local de residéncia: [] Urbano []Semi-Urbano
[] Moradia precaria

6) Sexo: [[] Masculino [[] Feminino

7) Data de nascimento: _ /_ /  (dd/mm/aaaa)

Fatores de risco (exposicoes ambientais)

8) Atividade rural: [1Sim [] Ndo

9) Contato com galinheiro: [1sim [] N3o

10) Cavernas: [ 1 Sim [] N3o

11) Lugares com morcegos: [ Sim [] N3o

12) Taneis: [ Sim [1Nzo

13) Construcio civil: [] Sim [ Nzo

14) Exposicdo a passaros: [1Sim [ 1Nzo

[] Rural

QUADRO CLINICO (se paciente sintomatico no momento da entrevista)

15) Data do inicio dos sintomas: ___ / /__ (dd/mm/aaaa)

16) Data da suspeita diagnostica de doenca fangica: / / (dd/mm/aaaa)

17) Febre: [1Sim [INzo

18) Esplenomegalia: [ 1Sim [1Nzo []
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19) Perda de peso: [ sim [ Ngo [

20) Diarreia: [] Sim [] Nzo [

21) Padrio miliar: [] Sim [ No

22) Pancitopenia: []Sim[_| Nao

23) Hepatomegalia: [ 1Sim [] Nzo

24) Adenomegalia: [ ] Sim [ Nzo

25) Cefaleia: []Sim [ 1Nzo

26) Convulsées: [ Sim []N3o

27) Cegueira ou outras alteraces visuais: [] Sim [ ] N&o
28) Surdez ou hipoacusia: [1Sim [1Nzo

29) Déficits de forca ou sensibilidade: []sim [IN3o
30) Sintomas pulmonares (tosse, dispneia, dor toracica, hemoptise): [ sim [INzo
31) Lesdes de pele: [1Sim [1Nzo

32) Lesao oral de etiologia desconhecida: [1sim [IN3o

33) Linfonodos palpaveis: [ Sim [ 1Nzo

DOENCA auto-imune

34) Diagnostico

[] Artrite reumatéidelss

[] Espondilite anquilosanteists!
[] Artrite psoriatica

[] Artite idiopética juventil

[ Uveite

[ Psoriase
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[ Doenca inflamatéria Intestinal

[ Outra. Qual:

35) Tempo de doenca em meses:

36) Imunossupressores em uso (1)
37) Data que iniciou o tratamento: ___ / / (dd/mm/aaaa)
38) Data da ultima dose: /] (dd/mm/aaaa)

39) Medicamento e Formulagao utilizada:

40) Quantidade da tltima dosagem (mg):

41) Imunossupressores em uso (2)
42) Data que iniciou o tratamento: / /___ (dd/mm/aaaa)

43) Datada Gltimadose: __ / /  (dd/mm/aaaa)

44) Medicamento e Formulagao utilizada:

45) Quantidade da altima dosagem (mg): _

46) Imunossupressores em uso (3)
47) Data que iniciou o tratamento: / / (dd/mm/aaaa)
48) Data da tultima dose: / /___ (dd/mm/aaaa)

49) Medicamento e Formulagao utilizada:

50) Quantidade da dltima dosagem (mg): -

51) Imunossupressores em uso (4)

52) Data que iniciou o tratamento: / / (dd/mm/aaaa)
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53) Datada altimadose: _ /[ (dd/mm/aaaa)

54) Medicamento e Formulacao utilizada:

55) Quantidade da dltima dosagem (mg): _

RESULTADOS DO TESTES E DIAGNOSTICO (preencher somente apés a realizacio dos

testes e seguimento, respectivamente)

56) Resultado dos testes:

Histoplasma capsulatum: [ 1Positivo  []Negativo
57) Diagnéstico final (confirmado) de doenca fingica:

[] Histoplasmose

[] Sem confirmacio de doenca fangica

Seguimento (Preencher somente no seguimento — 30 e 180 dias)

58) Foram prescritos medicamentos antifangicos? [ Sim [ No

59) Os medicamentos prescritos foram todos para tratamento das doengas fingicas pesquisadas?
[Jsim [INzo (Se sim, verificar todos os que se aplicam a seguir)

Itraconazol

60) Data que iniciou o tratamento: ___/__ /_ (dd/mm/aaaa)

61) Datada daltimadose: _ / /  (dd/mm/aaaa)

62) Quantidade da Gltima dosagem (mg): __

Anfotericina B

63) Data que iniciou o tratamento: __//_ (dd/mm/aaaa)

64) Datadatltimadose: _ /_/_  (dd/mm/aaaa)

65) Formulacao utilizada:




66) Quantidade da altima dosagem (mg): _

Outro antiflingico (especificar)

67) Data que iniciou o tratamento: __ / /  (dd/mm/aaaa)
68) Data da ultimadose: _ //  (dd/mm/aaaa)

69) Quantidade da altima dosagem (mg):
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COMORBIDADES INFECCIOSAS E DESFECHOS (preencher somente no seguimento — 30

e 180 dias)

70) Diagnostico de outras infecgdes:

LITB [Pneumocistose [ Infeccdo bacteriana

[IcMv  [Outras infeccdes virais

Outra infeccdo (especificar)

71) Datas de seguimento:
—/—/_ (dd/mm/aaaa)
_/_ _/  (dd/mm/aaaa)
—/—/_ (dd/mm/aaaa)
—/—/_ (dd/mm/aaaa)
72) Resultado do tltimo encontro:
[ Morte

[1Sobrevida

Data da morte: / / (dd/mm/aaaa)

73) Outros resultados ou observacdes:

] Toxoplasmose
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11.2 Checklists dos guidelines STROBE e PRISMA dos artigos originais
11.2.1 PRISMA checklist para o Artigo 1

Location
where item
is reported

Checklist item

Section and Topic

TITLE

Title

RN

| Identify the report as a systematic review.

41

ABSTRACT

Abstract

N

| See the PRISMA 2020 for Abstracts checklist.

41

INTRODUCTION

Rationale

Describe the rationale for the review in the context of existing knowledge.

41— 42

Objectives

Provide an explicit statement of the objective(s) or question(s) the review
addresses.

42

METHODS

Eligibility criteria

Specify the inclusion and exclusion criteria for the review and how studies were
grouped for the syntheses.

43

Information sources

Specify all databases, registers, websites, organisations, reference lists and
other sources searched or consulted to identify studies. Specify the date when
each source was last searched or consulted.

42 - 43

Search strategy

Present the full search strategies for all databases, registers and websites,
including any filters and limits used.

42 - 43

Selection process

Specify the methods used to decide whether a study met the inclusion criteria of
the review, including how many reviewers screened each record and each report
retrieved, whether they worked independently, and if applicable, details of
automation tools used in the process.

43

Data collection
process

Specify the methods used to collect data from reports, including how many
reviewers collected data from each report, whether they worked independently,
any processes for obtaining or confirming data from study investigators, and if
applicable, details of automation tools used in the process.

43

Data items

10a

List and define all outcomes for which data were sought. Specify whether all
results that were compatible with each outcome domain in each study were
sought (e.g. for all measures, time points, analyses), and if not, the methods
used to decide which results to collect.

43

10b

List and define all other variables for which data were sought (e.g. participant
and intervention characteristics, funding sources). Describe any assumptions
made about any missing or unclear information.

43

Study risk of bias
assessment

11

Specify the methods used to assess risk of bias in the included studies, including
details of the tool(s) used, how many reviewers assessed each study and
whether they worked independently, and if applicable, details of automation tools
used in the process.

42 - 43

Effect measures

12

Specify for each outcome the effect measure(s) (e.g. risk ratio, mean difference)
used in the synthesis or presentation of results.

43

Synthesis methods

13a

Describe the processes used to decide which studies were eligible for each
synthesis (e.g. tabulating the study intervention characteristics and comparing
against the planned groups for each synthesis (item #5)).

43

13b

Describe any methods required to prepare the data for presentation or synthesis,
such as handling of missing summary statistics, or data conversions.

43

13c

Describe any methods used to tabulate or visually display results of individual
studies and syntheses.

43

13d

Describe any methods used to synthesize results and provide a rationale for the
choice(s). If meta-analysis was performed, describe the model(s), method(s) to
identify the presence and extent of statistical heterogeneity, and software
package(s) used.

43

13e

Describe any methods used to explore possible causes of heterogeneity among
study results (e.g. subgroup analysis, meta-regression).

43
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Location
Section and Topic Checklist item where item
is reported
13f | Describe any sensitivity analyses conducted to assess robustness of the 43
synthesized results.
Reporting bias 14 | Describe any methods used to assess risk of bias due to missing results in a 43
assessment synthesis (arising from reporting biases).
Certainty assessment 15 | Describe any methods used to assess certainty (or confidence) in the body of 43
evidence for an outcome.
RESULTS
Study selection 16a | Describe the results of the search and selection process, from the number of 44
records identified in the search to the number of studies included in the review,
ideally using a flow diagram.
16b | Cite studies that might appear to meet the inclusion criteria, but which were -
excluded, and explain why they were excluded.
Study characteristics 17 | Cite each included study and present its characteristics. 45
Risk of bias in studies 18 | Present assessments of risk of bias for each included study. 43 - 45
Results of individual 19 | For all outcomes, present, for each study: (a) summary statistics for each group 45
studies (where appropriate) and (b) an effect estimate and its precision (e.g.
confidence/credible interval), ideally using structured tables or plots.
Results of syntheses 20a | For each synthesis, briefly summarise the characteristics and risk of bias among 45
contributing studies.
20b | Present results of all statistical syntheses conducted. If meta-analysis was done, 46-48
present for each the summary estimate and its precision (e.g.
confidence/credible interval) and measures of statistical heterogeneity. If
comparing groups, describe the direction of the effect.
20c | Present results of all investigations of possible causes of heterogeneity among 45-48
study results.
20d | Present results of all sensitivity analyses conducted to assess the robustness of 48
the synthesized results.
Reporting biases 21 | Present assessments of risk of bias due to missing results (arising from reporting 47
biases) for each synthesis assessed.
Certainty of evidence 22 | Present assessments of certainty (or confidence) in the body of evidence for 46 — 47
each outcome assessed.
DISCUSSION
Discussion 23a | Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence. 49 - 50
23b | Discuss any limitations of the evidence included in the review. 50 - 51
23c | Discuss any limitations of the review processes used. 50
23d | Discuss implications of the results for practice, policy, and future research. 50- 51
OTHER INFORMATION
Registration and 24a | Provide registration information for the review, including register name and -
protocol registration number, or state that the review was not registered.

24b | Indicate where the review protocol can be accessed, or state that a protocol was -
not prepared.

24c | Describe and explain any amendments to information provided at registration or -
in the protocol.

Support 25 | Describe sources of financial or non-financial support for the review, and the role 51-42
of the funders or sponsors in the review.

Competing interests 26 | Declare any competing interests of review authors. 51

Availability of data, 27 | Report which of the following are publicly available and where they can be found: 43

code and other template data collection forms; data extracted from included studies; data used

materials for all analyses; analytic code; any other materials used in the review.

Fonte: Page MJ, McKenzie JE, Bossuyt PM, Boutron |, Hoffmann TC, Mulrow CD, et al. The PRISMA 2020 statement: an updated
guideline for reporting systematic reviews. BMJ 2021;372:n71. doi: 10.1136/bmj.n71



11.2.2 STROBE checklist para o Artigo 2
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STROBE Statement —Checklist of items that should be included in reports of cohort studies

Item Page
No Recommendation No
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or the
abstract 55
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what was 55
done and what was found
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation being
reported 56
Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses 57
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper 57
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of 57
recruitment, exposure, follow-up, and data collection
Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods of selection of 57
participants. Describe methods of follow-up
(b) For matched studies, give matching criteria and number of exposed and
unexposed
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, and 57-
effect modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable 58
Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and details of methods of
measurement assessment (measurement). Describe comparability of assessment methods if 57-
there is more than one group 58
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias 58
Study size 10 Explain how the study size was arrived at 58
Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If applicable, 57-
describe which groupings were chosen and why 58
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for 58
confounding
(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions 58
(c¢) Explain how missing data were addressed 58
(d) If applicable, explain how loss to follow-up was addressed 58
(e) Describe any sensitivity analyses 58
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Results
Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers potentially 58
eligible, examined for eligibility, confirmed eligible, included in the study,
completing follow-up, and analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage 58
(c) Consider use of a flow diagram -
Descriptive data 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, social) and 58,
information on exposures and potential confounders 67,
68
(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of interest 59
(c) Summarise follow-up time (eg, average and total amount) 59
Outcome data 15*  Report numbers of outcome events or summary measures over time 59
Main results 16 (@) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted estimates and their 59
precision (eg, 95% confidence interval). Make clear which confounders were adjusted for
and why they were included
(b) Report category boundaries when continuous variables were categorized -
(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute risk for a -
meaningful time period
Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and sensitivity 59
analyses
Discussion
Key results 18 Summarise key results with reference to study objectives 60
Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias or imprecision. | 62
Discuss both direction and magnitude of any potential bias
Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, limitations, 60-
multiplicity of analyses, results from similar studies, and other relevant evidence 62
Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results 62
Other information
Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present study and, if 63

applicable, for the original study on which the present article is based

*Give information separately for exposed and unexposed groups.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological

background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction

with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of

Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the

STROBE Initiative is available at http://www.strobe-statement.org.

Fonte: von Elm E, Altman DG, Egger M, Pocock SJ, Gotzsche PC, Vandenbroucke JP. The Strengthening the Reporting of
Observational Studies in Epidemiology (STROBE) Statement: guidelines for reporting observational studies. Ann Intern Med.
2007; 147(8):573-577.



