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Silva VHIA. Avaliacdo da imunogenicidade e reatogenicidade da vacina
contra febre amarela em pessoas que vivem com HIV [tese]. S&do Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2015.

INTRODUCAO: A vacina contra febre amarela é a principal forma de
prevencao da doencga, e é raramente associada a eventos adversos graves,
para 0s quais pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) teoricamente possuem risco aumentado. Nessa populagado, estudos
sugerem que a imunogenicidade da vacina é inferior, e fatores associados a
resposta vacinal sao pouco conhecidos. Neste estudo, avaliamos a
imunogenicidade e reatogenicidade da vacina contra febre amarela em
pessoas infectadas por HIV e controles, comparando os titulos de anticorpos
neutralizantes, ocorréncia de viremia pelo virus vacinal e eventos adversos
apods a vacinagao, e investigamos potenciais preditores da resposta vacinal.
Avaliamos ainda o grau de conhecimento a respeito da febre amarela e a
adesédo as recomendacdes de vacinagao entre pessoas que vivem com HIV.
METODOS: No Estudo 1, individuos com infeccdo por HIV e controles com
indicagdo de receber a vacina foram incluidos em uma coorte prospectiva
com um ano de acompanhamento, com avaliacdo peridédica de eventos
adversos, viremia pelo virus vacinal e titulos de anticorpos neutralizantes
especificos contra febre amarela apds a vacinacdo. No Estudo 2, individuos
com infeccdo por HIV sob tratamento antirretroviral e controles com uma
unica dose da vacina contra febre amarela no passado foram incluidos em
um estudo de corte transversal para avaliagdao dos titulos de anticorpos
neutralizantes contra febre amarela. Finalmente, no Estudo 3 pessoas
infectadas por HIV foram convidadas a completar um questionario avaliando
0 grau de conhecimento a respeito da febre amarela e a adesdo as
recomendagdes de prevencdo. RESULTADOS: Nao observamos entre
pessoas infectadas por HIV maior risco de viremia pelo virus vacinal,
ocorréncia de eventos adversos ou diferenca estatisticamente significante
nos titulos de anticorpos nos primeiros trés meses apds a vacinagao.
Entretanto a persisténcia de anticorpos foi significantemente inferior entre
individuos infectados por HIV, e associou-se inversamente a relagao
CD4*/CD8", um marcador de ativacdo imune e inflamacdo de importancia
crescente. Nas respostas ao questionario, embora os participantes tenham
demonstrado conhecimento a respeito da febre amarela e sua prevencao, a
prevaléncia de discrepancia entre as recomendacdes e 0 uso da vacina foi
de 19%. CONCLUSOES: Nossos resultados enfatizam a necessidade de
novos estudos e intervencdes entre pessoas infectadas por HIV a fim de
melhorar a adesao as recomendacgdes de uso da vacina, reduzir a ativagao
imune excessiva associada a pior resposta vacinal, e determinar o intervalo
de tempo ideal para administracédo de reforco vacinal nessa populagao.

Descritores: Vacina contra Febre Amarela, Anticorpos Neutralizantes, HIV,
Antirretrovirais, Inflamacéao, Relacdo CD4-CD8.
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Silva VHIA. Immunogenicity and reactogenicity of yellow fever vaccine
among HIV-infected persons [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2015.

INTRODUCTION: The yellow fever vaccine is the main prevention strategy
against the disease, and is rarely associated with severe adverse events for
which HIV-infected persons present theoretical increased risk. Studies
suggest that the immune response to the vaccine is reduced in this
population, but predictors of the vaccine immunogenicity are not well known.
In this study, we assessed yellow fever vaccine immunogenicity and
reactogenicity among HIV-infected persons and controls by comparing yellow
fever-specific neutralizing antibody titers, detection of viremia by the vaccine
virus and adverse events following vaccination. We also investigated
potential predictors of vaccine response. Furthermore, we assessed
knowledge and perceptions about yellow fever, and adherence to yellow
fever vaccine recommendations among HIV-infected individuals. METHODS:
In Study 1, HIV-infected participants and controls with indication to receive
yellow fever vaccine were enrolled in a prospective cohort study and followed
for one year with serial assessments of adverse events, viremia by the
vaccine virus and yellow fever-specific neutralizing antibody titers after
vaccination. In study 2, HIV-infected individuals under antiretroviral therapy
and controls with a history of a single dose of yellow fever vaccine in the past
were enrolled in a cross sectional study to evaluate yellow fever-specific
neutralizing antibody titers after vaccination. Finally, in Study 3, HIV-infected
persons under clinical follow up were invited to complete a survey assessing
knowledge and perceptions about yellow fever and adherence to yellow fever
prevention recommendations. RESULTS: We found no increased risk for the
occurrence of viremia by the vaccine virus or adverse events, and no
significant difference in yellow fever-specific antibody titers among HIV-
infected participants in the first three months after vaccination. However, the
duration of antibody response was reduced in HIV-infected persons, and was
inversely associated to CD4*/CD8" ratio, a biomarker of immune activation
and inflammation of increasing importance. In the survey responses,
although participants demonstrated awareness about yellow fever and yellow
fever prevention, the prevalence of discrepancy between vaccine
recommendation and actual compliance was 19%. CONCLUSIONS: Our
results reinforce the need for new studies and interventions among HIV-
infected persons to improve adherence to yellow fever vaccine
recommendations, reduce excessive immune activation associated with
impaired vaccine response, and to determine the ideal interval for a booster
vaccination in this population.

Descriptors: Yellow Fever Vaccine, Neutralizing Antibodies, HIV, Anti-
retroviral Agents, Inflammation, CD4-CD8 Ratio.
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1 Introducéao

Pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana (PVHIV)
sob tratamento antirretroviral (TARV) na atualidade vém experimentando
importante aumento da sobrevida e reducdo da ocorréncia de doencas
oportunistas relacionadas a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
quando comparadas a PVHIV na era pré-tratamento, ou PVHIV nas fases
iniciais da TARV. Entretanto, quando comparadas a pessoas nao infectadas
por HIV, PVHIV ainda apresentam maior morbidade e mortalidade™.
Hepatopatias* e nefropatias® cronicas, doengas cardiovasculares®, fragilidade
e alteracdes cognitivas’, osteoporose®, neoplasias® e infeccdes'®'? sdo
exemplos de condigdes que ocorrem com maior frequéncia e/ou maior
gravidade entre PVHIV. Além disso, diversos estudos prévios demonstraram
que PVHIV apresentam menor resposta a vacinas'>'’. A resposta imune
inferior apds vacinacdo foi associada a menor contagem de células T
CD4*''® carga viral do HIV (CVHIV) acima do limite de detecgdo'®?', e ao

ndo-uso de TARV'?1,

A semelhanca de outras vacinas, estudos prévios sugerem que a
vacina contra Febre Amarela (VFA) apresenta resposta humoral inferior entre
PVHIV quando comparadas a pessoas ndo infectadas por HIV??, e niveis
mais elevados de anticorpos neutralizantes (AcN) contra febre amarela (FA)
foram associados a CVHIV indetectavel e contagem de linfécitos T CD4" mais
elevada®?°. Contudo, estudos prévios ndo foram conclusivos em determinar
se a resposta inicial apos a VFA é inferior, se a persisténcia dos titulos de
AcN é reduzida decorridos os primeiros meses ap0s a vacinagao, ou se
ambos mecanismos operam simultaneamente em PVHIV. Além disso,
estudos sobre a resposta imune a vacinas restritos a PVHIV sob TARV eficaz
sao escassos15, e até o momento nao é claro se o uso de TARV é capaz de
eliminar as diferencas na resposta vacinal entre PVHIV e pessoas nao

infectadas por HIV.
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A VFA possui caracteristicas que a tornam particularmente

conveniente e relevante na investigagao da resposta imune a vacinas entre
PVHIV:

A FA é uma doenca viral de amplo espectro clinico, podendo apresentar-
se desde assintomatica até as formas hemorragicas graves, e nao possui
tratamento antiviral especifico’®?’. A vacinacdo é a principal forma de
prevencdo da doenca, e esta indicada para pessoas que residem ou

viajam para areas de risco .

Embora em viagens internacionais o
comprovante de vacinagdo seja exigido, nas viagens nacionais a
vacinagado nao é sistematicamente verificada e os viajantes necessitam
buscar ativamente a imunizacdo ou orientacdo de viagem.
Consequentemente, em muitos casos a vacinagao depende diretamente
do grau de conhecimento e informagcdo do viajante em relagdo a
prevencdo da FA. Estudos entre individuos higidos® e PVHIV®®
demonstram que, com frequéncia, viajantes desconhecem ou né&o
observam as recomendacgdes de prevencao de doencas transmissiveis.
O grau de conhecimento de PVHIV em relagdo a FA e a adeséo as

recomendacgdes de prevengao nessa populagdo ndo sao conhecidos.

. Entre individuos que residem em regides proximas as areas de

recomendagao da vacina FA no Brasil, como é o caso do municipio de
Sao Paulo, a exposi¢cao ao virus selvagem € improvavel, e a resposta
humoral aferida pode com maior seguranga ser atribuida a vacinagao.

Entre individuos saudaveis a vacina FA é altamente eficaz, produzindo
resposta humoral de longa duragdo em cerca de 99% dos individuos®"%2.
Por esse motivo, em recente publicagdo® a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) sugeriu o uso de uma dose unica da VFA, sem
necessidade de reforgo periddico. Entretanto, no mesmo documento, a

OMS alude a possibilidade de que a mesma recomendacdo nao se

aplique a PVHIV, apontando a necessidade de estudos adicionais.

. Em funcao de sua elevada imunogenicidade, o virus da VFA vem sendo

utilizado como vetor para o desenvolvimento de novas vacinas®,
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incluindo a vacina contra o HIV3®%,

A compreensdo dos fatores
associados a maior eficacia da VFA entre PVHIV é fundamental para o
uso de novas vacinas baseadas nesse vetor, e para o potencial

desenvolvimento de uma vacina terapéutica contra o HIV.

V. No Brasil, as areas com indicacdo de vacinagdo contra FA sofreram
consideravel expanséo durante a década de 2000 devido a identificagéo
de epidemias e epizootias da doenca em areas previamente
consideradas indenes?®*"**. Simultaneamente, nos Ultimos anos, PVHIV
apresentam maior sobrevida e melhor qualidade de vida, e representam
um crescente contingente de viajantes expostos a FA*. PVHIV possuem
restricdes para receber a VFA tanto no Brasil como nos Estados Unidos
da América, com base em escassos estudos sobre sua eficacia e

reatogenicidade*™*’.

Preditores da resposta imune a vacinas entre
PVHIV sob TARV eficaz sdo pouco conhecidos'®. Estudos recentes
demonstraram que a ativagdo imune excessiva e persistente, que
frequentemente é observada em PVHIV mesmo sob TARV eficaz, esta
associada a menor resposta imune decorrente da vacina contra
influenza*® e da VFA®. Este efeito é coerente com diversos estudos
prévios que demonstraram que a ativacdo imune € um importante fator
associado a maior morbidade e mortalidade entre PVHIV°**2. Diversos
marcadores de ativacdo imune vém sendo utilizados em diferentes
estudos®. A relagdo entre o nimero de células T CD4* e T CD8* no
sangue periférico (relagdo CD4'/CD8") é um marcador de ativagéo imune
simples e de facil obtencdo na pratica clinica, que encontra-se
persistentemente reduzido em uma importante parcela das PVHIV
mesmo sob tratamento, e esta inversamente associada a mortalidade
entre PVHIV sob TARV®3. Além disso, a infeccdo crénica pelo GB virus
tipo C (GBV-C), caracterizada pela persisténcia de viremia apos infecgéo
inicial pelo virus, ocorre em cerca de 23% das PVHIV em nosso meio®™ e
foi associada a menores niveis de ativagcdo imune entre PVHIV em

estudos prévios®>®’. A relacdo CD4*/CD8" e a infecgdo cronica por GBV-
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VI.

C nao foram explorados como preditores de resposta a vacinas entre

PVHIV até o momento.

Por fim, a VFA é produzida a partir de virus vivos atenuados, e raramente
estd associada a ocorréncia de eventos adversos (EA) graves e até
fatais, como a doenca neurotropica e a doencga viscerotropica causadas
pela acdo direta do virus vacinal®®*®’. Em teoria, a multiplicacdo
descontrolada do virus vacinal estaria associada a estes raros EA, e
alguns trabalhos apontam para maior risco de EA graves em individuos
imunocomprometidos®®, entre eles PVHIV com contagens reduzidas de
linfocitos T CD4*. Em 2002, foi relatada a ocorréncia de encefalopatia
seguida de o6bito 9 dias apds a vacinagdo em um individuo de 56 anos
com contagem de linfocitos T CD4* de 108/mm?®, que desconhecia ser
portador do HIV ao momento da vacinacdo®. Entretanto, outros relatos e
séries de casos?>?*7%7" totalizando 674 pacientes com infecgdo por HIV
vacinados contra FA ndo demonstraram EA graves nessa populagéo.
Dentre esses 674 casos, pelo menos 42 apresentavam contagens de T
CD4" inferiores a 200 células/mm?® 2>2>7.73 Além da avaliacdo de EA
clinicos, a quantificacdo da viremia pelo virus da VFA e das enzimas
hepaticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT), bilirrubinas e hemograma em PVHIV apds a vacinagdo poderiam
esclarecer se essa populacao de fato apresenta multiplicagdo do virus
vacinal em niveis mais elevados ou duragdo mais prolongada, ou ainda

se PVHIV apresentam maior incidéncia de EA laboratoriais.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos gerais

e Avaliar a imunogenicidade e a reatogenicidade da VFA entre
PVHIV e controles, identificando preditores clinicos e laboratoriais

da resposta imune a VFA entre PVHIV.

e Avaliar o grau de conhecimento e a adesdo as recomendagdes da
VFA entre PVHIV.

O projeto foi divido em 3 estudos descritos a seguir.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Estudo 1

Descrever e comparar os titulos de AcN especificos contra FA, EA e
viremia pelo virus vacinal em PVHIV e controles imunizados ao momento da
inclusdo e acompanhados por 12 meses, identificando se a contagem de
células T CD4" e CD8", a relacdo CD4'/CD8" e a infeccdo por GBV-C séo

preditores da resposta imune entre PVHIV.

2.2.2 Estudo 2

Descrever e comparar os titulos de AcN especificos contra FA em
PVHIV e controles imunizados com uma unica dose da VFA no passado,
identificando se o tempo decorrido desde a vacinagdo, a contagem de
células T CD4" e CD8", a relagdo CD4'/CD8" e a infecgédo por GBV-C séo

preditores da resposta imune nessa populagao.
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2.2.3 Estudo 3

Descrever o grau de conhecimento a respeito de vacinas, da FA e
suas formas de prevencdo, e adesdo as recomendacdes da VFA entre

PVHIV atendidas em 3 diferentes unidades ambulatoriais de Sao Paulo.



3 Métodos
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3 Métodos

3.1 Estudo 1

3.1.1

3.1.2

Desenho do estudo

Estudo de coorte prospectivo.

Populacao do estudo

3.1.2.1 Critérios de inclusao
Individuos de ambos os sexos com idade acima de 18 anos

Com indicacdo de receber a VFA conforme as recomendacdes do
Ministério da Saude, avaliada pela equipe assistencial do Centro de
Referéncia de Imunobiolégicos Especiais (CRIE) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(HCFMUSP).

3.1.2.2 Critérios de exclusao

Doencgas associadas a imunodepressdo, exceto infeccdo por HIV;
doengas do bago, doengas do timo, transplante de érgaos solidos ou

medula éssea, imunodeficiéncias primarias.
Doencas auto-imunes.

Neoplasias (mesmo em remissdo e sem tratamento quimioterapico).
Foi considerada exce¢ao o Sarcoma de Kaposi em remissao ha mais

de um ano em PVHIV.
Diabetes Mellitus.

Hepatopatia ou nefropatia cronica.
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Histéria de reagdes alérgicas a ovos ou produtos derivados.
e Antecedente de reacdo adversa grave em vacinagao prévia contra FA.

e Aplicagdo de vacinas ou outros imunobiolégicos realizada até 4
semanas antes da inclusdo ou programada nas 2 semanas seguintes

a vacinagao.

e Uso de drogas imunossupressoras ou corticosteroides sistémicos nos

3 meses precedentes a inclusao.
e Gestacdo ou lactagao atual™.
e Doenga febril aguda.

e Incapacidade de compreender o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

e Qualquer outra condicdo que no julgamento da equipe de
investigacdo pudesse vir a prejudicar a vacinagdo ou o0s

procedimentos de estudo, inclusive o acompanhamento.

3.1.3 Recrutamento

Participantes em potencial foram consecutivamente selecionados no
periodo de outubro de 2011 a abril de 2014 entre os individuos que
buscaram o CRIE-HCFMUSP para avaliagao quanto a indicacéo de receber
a VFA. Uma vez definida a indicagdo da vacina apds triagem inicial pela
equipe assistencial do CRIE-HCFMUSP, esclarecimentos sobre a
participacdo no estudo foram realizados por um pesquisador da equipe.
Individuos que nao concordaram em participar do estudo foram

encaminhados para vacinacdo conforme a rotina do servigo.

Materiais informativos (pOsteres, folhetos ou postais) sobre as
recomendagdes do Ministério da Saude para vacinagao contra FA em PVHIV
foram distribuidos em centros especializados de assisténcia, recomendando
que o paciente procurasse seu meédico ou o CRIE-HCFMUSP para

esclarecimentos.
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3.1.4 Variaveis analisadas

Variaveis demograficas (idade, sexo, raga), antecedente de VFA (data
da vacinagao prévia e historia de EA quando indicado), histérico de infecgao
por HIV quando apropriado, e resultados de exames laboratoriais (presenca
de viremia por GBV-C a inclusdo, contagens de linfécitos T CD4" e CD8",
relagdo CD4°/CD8" e CVHIV quando apropriado) foram avaliados como
fatores potencialmente associados a ocorréncia de EA, viremia pelo virus
vacinal e titulos de AcN apds a vacinagao. EA clinicos e EA laboratoriais
foram aferidos nos dias 3, 5, 7, 14 e 28 apds a vacinacgao, e a viremia pelo
virus da VFA foi mensurada nos dias 3, 5, 7 e 14 apds a vacinagao; o titulo
de AcN contra FA foi aferido nos dias 7, 14, 28, 56, 84 e 365 (12 meses)

apos a vacinacao.

Foram considerados EA clinicos os sintomas locais ou sistémicos
reportados durante as visitas 3, 5, 7, 14 e 28 do estudo ou registrados no
cartdo de sintomas nos primeiros 10 dias apds a vacinagao. Além disso,
foram registrados como EA laboratoriais as alteragbes relevantes nos
exames de hemograma, bilirrubinas, AST e ALT durante os primeiros 28 dias
apos a vacinagao, graduados conforme a padronizagdo do National Institutes
of Health™.

3.1.5 Procedimentos do estudo

Visita_de triagem, inclusdo e vacinacao: Nessa visita, apresentamos

aos participantes em potencial os objetivos da pesquisa, procedimentos
necessarios € riscos associados a participacdo no estudo. Verificamos
elegibilidade através da aplicagdo de critérios de inclusdo e exclusao, e
obtivemos assinatura do TCLE. Realizamos histéria médica e exame fisico.
Para os participantes sem historia de infecgado por HIV foi realizado teste
rapido para deteccao da infeccdo por HIV com aconselhamento pré e pds-
teste. Foi realizada coleta de amostra de urina para realizacdo de teste de
gravidez para mulheres em idade reprodutiva. Apds afericdo de sinais vitais,

uma amostra de sangue foi coletada para realizagdo dos seguintes exames
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laboratoriais: contagem de linfocitos T CD4" e CD8", CVHIV (somente
PVHIV), AST e ALT, bilirrubinas, hemograma completo, viremia por GBV-C e
titulos de AcN. Foi administrada a VFA. O participante recebeu orientagdes
gerais, e um cartdo de sintomas composto de perguntas de multipla escolha
relacionadas a ocorréncia de EA locais e sistémicos (Anexo A) para
preenchimento durante os primeiros 10 dias apdés a vacinagdo. O

participante foi orientado a retornar para a visita do dia 3.

Visita _de avaliacdo dia 3%1: Foi realizada monitorizacdo de EA e

coleta de amostra de sangue para realizagdo dos seguintes exames
laboratoriais: ALT, AST, bilirrubinas, hemograma, CVHIV (somente PVHIV),
contagem de linfocitos T CD4" e CD8" e viremia pelo virus vacinal. O

participante foi orientado a retornar em 48 horas para a proxima visita.

Visita de avaliacdo dia 5+2: Semelhante a Visita do dia 3. O

participante foi orientado a retornar em 48 horas para a proxima visita.

Visita de avaliacdo dia 7+2: Semelhante a Visita do dia 3, acrescidos

de coleta de titulos de AcN contra FA. O participante foi orientado a retornar

em 1 semana para a proxima visita.

Visita de avaliacdo dia 14+3: Semelhante a Visita do dia 7. Solicitada

devolucdo do cartdo de sintomas. O participante foi orientado a retornar em

2 semanas para a proxima visita.

Visita de avaliacdo dia 28+5: Semelhante a Visita do dia 7, porém

sem afericdo da viremia pelo virus vacinal. Coleta de amostra de urina para
realizacédo de teste de gravidez para mulheres em idade reprodutiva. O

participante foi orientado a retornar em 4 semanas para a proxima visita.

Visita de avaliacéo dia 56+10: Realizada coleta de amostra de sangue

para realizacao dos seguintes exames laboratoriais: contagem de linfocitos T
CD4" e CD8", CVHIV (somente PVHIV) e titulos de AcN contra FA.

Visita de avaliacdo dia 84+14: Semelhante a Visita de avaliagao dia

56, acrescidos de teste rapido para HIV (exceto PVHIV) com

aconselhamento pré- e pos-teste.
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Visita de 365+30 dias: Visita de encerramento do estudo. Foi

realizada histéria médica, exame fisico, afericdo de sinais vitais e coleta de
amostra de sangue para realizagdo dos mesmos exames laboratoriais da
Visita do dia 84.

Visitas intermediarias foram realizadas conforme demanda dos
participantes ou avaliagdo médica. Os participantes foram orientados a
procurar o centro de pesquisa caso apresentassem qualquer queixa ou

sintoma relacionado a vacina.

O tempo necessario para a conclusao dos procedimentos da visita de
triagem e inclusdo foi de 120 a 150 minutos. As demais visitas tiveram

duracao de 45 a 60 minutos.
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Tabela 1 — Procedimentos do Estudo 1 — 2011 a 2014

Triagem,  pjy Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia 365

inclusdo e :
vacinagao 3+1 5+2 7+2 1443 2845 5617 84414 +30dias
Procedimentos Clinicos
TCLE, aplicagéo X
da VFA
EA X X X X X
Procedimentos Laboratoriais

Teste rapido HIV X X X
Testg de X X
gravidez
Contagem de
linfécitos T CD4" X X X X X X X X X
e CD8*
CVHIV X X X X X X X X X
AST, ALT,
Bilirrubinas, X X X X X X
Hemograma
RNA de GBV-C X
AcN X X X X X X X
eremia pelo X X X X
virus vacinal

TCLE, termo de consentimento livre e esclarecido; VFA, vacina contra febre amarela; EA, eventos
adversos; HIV, virus da imunodeficiéncia humana; CVHIV, carga viral do HIV; AST, aspartato
aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; RNA, acido ribonucleico; GBV-C, GB virus tipo C;
AcN, anticorpos neutralizantes

3.1.6 Calculo amostral

Para estimativa do tamanho amostral, consideramos como analise
principal do Estudo 1 a diferenca média entre os titulos AcN de PVHIV e
controles nas visitas dos dias 7, 14, 28, 56 e 84, analisada através de
modelo misto, que acomoda afericdes repetidas da variavel dependente.
Estimativas convencionais de tamanho amostral ndo podem ser obtidas com

utilizacdo de modelos mistos. Entretanto, € possivel estimar o tamanho
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amostral com meétodos convencionais utilizando variancia reduzida, que em
geral é obtida com a utilizagdo de afericdes repetidas. Dessa forma,
estimamos o tamanho amostral considerando um erro alfa de 0,05, poder de
80% e uma diferenca média de 0,4 LogiomUI/mL entre os grupos® com
desvio padrao de 0,4 LogiomUI/mL (20% inferior ao desvio padrao de 0,5
LogiomUI/mL obtido na populagdo controle em estudo prévio’®).
Antecipamos também grupos de tamanho amostral assimétrico (1:3), uma
vez que a prevaléncia de PVHIV no local de recrutamento é baixa. O
tamanho amostral estimado foi de 11 participantes no grupo de PVHIV e 31

no grupo controle.

3.1.7 Analise estatistica

Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos participantes foram
descritas através de frequéncias, porcentagens, medianas, intervalos
interquartis, médias e desvios padrbes. A comparagao entre os grupos de
participantes com e sem infec¢cao por HIV foi realizada através do teste da
soma dos postos de Wilcoxon para as variaveis continuas e do teste exato

de Fisher para as variaveis categoricas.

EA clinicos e EA laboratoriais foram analisados como variaveis
binarias, definidas como positivas quando o participante apresentou
qualquer EA clinico ou qualquer EA laboratorial nas visitas 3, 5, 7, 14 ou 28.
A viremia pelo virus vacinal foi analisada como variavel continua e como
desfecho binario, definido como positivo caso o participante tenha
apresentado viremia detectavel (acima de 200 copias/mL) nas visitas 3, 5, 7
ou 14.

Titulos de AcN foram transformados para os respectivos logaritmos
na base 10, a fim de aproximar a distribuicdo das observagdes da

distribuicdo normal.

’ Segal M. (University of California San Francisco). Correspondéncia pessoal; 2015.
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A comparagao entre os grupos de participantes com e sem infecgao
por HIV em relacédo a ocorréncia de EA e em relagao a ocorréncia de viremia
pelo virus vacinal foi realizada através de regressao logistica multivariada

ajustada para idade, sexo e antecedente de vacinagéo contra FA.

A associacao entre infecgao por HIV e os titulos de AcN nos dias 7,
14, 28, 56 e 84 foi investigada através de modelo misto, que leva em
consideragao as multiplas afericdes da variavel dependente, com uso de
erro padrao robusto. O modelo foi ajustado para idade, sexo, antecedente de
vacinagao contra FA e interagao entre infeccao por HIV e a variavel referente
as visitas, permitindo analise do efeito da infec¢do por HIV sobre os titulos
de AcN em cada visita, bem como o efeito global sobre o conjunto das
visitas avaliadas. A associacao entre infecgao por HIV e os titulos de AcN no
dia 365 apos a vacinacao foi analisada separadamente utilizando modelo de
regressao linear com erro padrdo robusto ajustado para sexo, idade e
antecedente de vacinacgao contra FA, com o intuito de discriminar a resposta

inicial (até 3 meses) da persisténcia de AcN um ano apés a vacinagao.

O efeito da viremia por GBV-C, contagens de linfécitos T CD4" e da
relagdo CD4'/CD8" sobre os titulos de AcN entre PVHIV foi investigada
através de modelo misto, com uso de erro padrao robusto e ajustado para
idade, sexo, antecedente de VFA e CVHIV.

Foi verificada linearidade das variaveis idade, contagem de linfocitos
T CD4", CD8" e relacdo CD4'/CD8" para inclusdo nos modelos de analise.
Para todas as analises, foi considerado um erro alfa bicaudal de 0.05. Todas
as andlises foram realizadas com uso do programa Stata versdo 13.1
(StataCorp. College Station, TX: StataCorp LP).

3.1.8 Aspectos éticos

O principal risco associado a participagao no estudo relacionou-se a
ocorréncia de EA graves a VFA. Tais eventos, embora raros, estdo
associados a elevada morbidade e mortalidade. Entretanto, foram incluidos

somente participantes com indicagdo de receber a VFA conforme as
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recomendagdes do Ministério da Saude, avaliadas pela equipe assistencial
do CRIE-HCFMUSP. Dessa forma, o risco associado ao procedimento da
vacinagao ocorreria independentemente de sua participacdo no estudo,
sendo superado pelo beneficio da protecdo contra a doenca. No caso de
ocorréncia de EA a vacina, os participantes foram orientados a buscar o
fluxo habitual de atendimento estabelecido pela Secretaria de Estado da
Saude de Sao Paulo. Nao houve qualquer custo relacionado a tais
procedimentos. Antes do inicio do estudo foi constituido um Comité
Independente de Monitoramento de Dados, que deu suporte a execugao do

projeto.

Outros riscos e prejuizos potencialmente decorrentes da participagao
no estudo relacionaram-se a: 1. Procedimentos de coleta de sangue; 2.
Realizacdo de teste rapido para HIV no grupo controle; 3. Recursos
dispensados no comparecimento as visitas. Os procedimentos de coleta de
sangue foram realizados em ambiente adequado por profissional qualificado,
minimizando possiveis desconfortos. O teste rapido para HIV foi realizado
dentro do contexto de aconselhamento pré e pos-teste, sob sigilo, e seu
resultado foi revelado ao participante em potencial em até 30 minutos,
minimizando possiveis desconfortos e ansiedade. Os participantes
receberam ressarcimento de despesas com transporte e alimentacao

relacionadas a participagao no estudo.

Todos os participantes leram, compreenderam e assinaram o TCLE.
O projeto foi aprovado na Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq; numero do projeto: 0206/10). Documentos contendo
identificacdo dos participantes foram mantidos em gabinetes e arquivos
eletrbnicos seguros, acessiveis somente aos investigadores. A identificagao

dos participantes foi mantida em sigilo.
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3.2 Estudo 2

3.2.1

3.2.2

Desenho do estudo

Estudo de corte transversal

Populacéo do estudo

3.2.2.1 Critérios de inclusao
Individuos de ambos os sexos com idade de 18 anos a 65 anos.

Dose unica reportada de vacina prévia contra FA, documentada

através de registro em carteira vacinal.

3.2.2.2 Critérios de exclusao

Doengas associadas a imunodepressao, exceto infeccdo por HIV;
doencgas do bacgo, doengas do timo, transplante de 6rgéos sélidos ou

medula éssea, imunodeficiéncias primarias.
Doengas auto-imunes.

Neoplasias (mesmo em remissdo e sem tratamento quimioterapico).
Foi considerada exce¢ao o Sarcoma de Kaposi em remissao ha mais

de um ano em PVHIV.

Diabetes Mellitus.

Hepatopatia ou nefropatia cronica.

Historia de reacgbes alérgicas a ovos ou produtos derivados.
Antecedente de reacéo adversa grave em vacinagao prévia contra FA.

Aplicagdo de vacinas ou outros imunobiologicos realizada até 4

semanas antes da inclusao.
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e Uso de drogas imunossupressoras ou corticosteroides sistémicos nos
3 meses precedentes a incluséo.

e Gestacdo ou lactacdo atual ™.

¢ Doenca febril aguda.

e Para o grupo de PVHIV, foram excluidos participantes que nao se
encontravam sob TARV ha pelo menos um ano, com CVHIV

indetectavel ao momento da inclusdo.

¢ Incapacidade de compreender o TCLE.

3.2.3 Recrutamento

Os participantes foram selecionados de forma aleatéria entre os
individuos que foram atendidos no CRIE-HCFMUSP para orientagdes sobre
viagens ou vacinagdo em geral, e relatavam possuir registro prévio da VFA.
Adicionalmente, PVHIV foram selecionadas entre o0s pacientes
acompanhados regularmente no Servico de Extensdo em Atendimento ao
Paciente HIV/Aids (SEAP)-HCFMUSP e Ambulatério do Instituto de
Infectologia Emilio Ribas (IIER). Durante a pré-consulta de enfermagem, o
participante em potencial foi interrogado sobre seu histérico de vacinagéo

contra FA, e convidado a participar do estudo caso previamente vacinado.

3.2.4 Variaveis analisadas

Variaveis demogréaficas (idade, sexo, raga), histérico de infeccado por
HIV, resultados de exames laboratoriais (presencga de viremia por GBV-C a
inclusdo, contagens de linfécitos T CD4" e CD8", relagdo CD4"/CD8" e
CVHIV quando apropriado) e o tempo decorrido desde a vacinagao foram
avaliados como fatores potencialmente associados ao titulo de AcN contra
FA.
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3.2.5 Procedimentos do estudo

Apds explicar os objetivos da pesquisa, o0s procedimentos
necessarios e 0s riscos associados a participagdo no estudo, determinamos
elegibilidade de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo, e obtivemos
assinatura do TCLE. Realizamos histéria médica, exame fisico e
preenchimento dos formularios de coleta do estudo, incluindo informagao
sobre a data da VFA. Para os participantes do grupo controle foi realizado
aconselhamento para realizagao do teste rapido para HIV. Apds afericdo de
sinais vitais foi realizada coleta de amostra de sangue para realizagdo de
contagem de linfécitos T CD4" e CD8", CVHIV (somente PVHIV), teste
rapido para HIV (somente grupo controle), e afericdo do titulo de AcN contra
FA.

3.2.6 Calculo amostral

Para estimativa do tamanho amostral, consideramos como analise
principal do Estudo 2 a diferenga média entre os titulos AcN de PVHIV e
controles. Considerando um erro alfa de 0,05, poder de 80% e uma
diferenca média de 0,3 LogiomUI/mL entre os grupos® com desvio padrdo
de 0,5 LogiomUI/mL®, o tamanho amostral estimado foi de 44 participantes

em cada grupo.

3.2.7 Anélise estatistica

Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos participantes foram
descritas através de frequéncias, porcentagens, medianas, intervalos
interquartis, médias e desvios padrdes. A comparacado entre os grupos de
participantes com e sem infec¢ao por HIV foi realizada através do teste t ou
teste da soma dos postos de Wilcoxon para as variaveis continuas quando
apropriado. Para as variaveis categoricas foi utilizado o teste qui-quadrado
ou teste exato de Fisher. As correlagcdes entre os titulos de AcN e as
variaveis independentes continuas foram realizadas através do teste de

correlacdo ndo paramétrico de Spearman. A associacao entre a infec¢cao por
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HIV e os titulos de AcN ajustada para idade, sexo e tempo decorrido desde a
vacinagao foi analisada através de regressao linear multivariada com erro
padrao robusto. A associacdo entre a viremia por GBV-C e a relagao
CD47/CD8" foi analisada através do teste da soma dos postos de Wilcoxon e
através de regressao linear ajustada para idade e sexo. Para todas as
analises, foi considerado um erro alfa bicaudal de 0,05. Todas as analises
foram realizadas com uso do programa Stata versdo 13.1 (StataCorp.
College Station, TX: StataCorp LP).

3.2.8 Aspectos éticos

Todos os participantes leram, compreenderam e assinaram o TCLE.
O projeto foi aprovado na CAPPesq (numero do projeto: 0206/10).
Documentos contendo identificagdo dos participantes foram mantidos em
gabinetes e arquivos eletrbnicos seguros, acessiveis somente aos
investigadores. A identificacdo dos participantes foi mantida em sigilo. Os
cuidados em relagao aos procedimentos de coleta de sangue, realizagao de
teste rapido para HIV no grupo controle e ressarcimento de recursos
dispensados no comparecimento a visita foram realizados de maneira

analoga ao Estudo 1.
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3.3 Estudo 3

3.3.1 Desenho do estudo

Estudo de corte transversal

3.3.2 Populac¢éo do estudo

3.3.2.1 Critérios de incluséo

e PVHIV com idade acima de 18 anos, com acompanhamento clinico no
IER, na coorte de recém-infectados do CPC-HCFMUSP ou em

consultério privado no municipio de Sao Paulo.

3.3.2.2 Critérios de exclusao

e Incapacidade de compreender a declaragdo de consentimento anexa

ao questionario.

3.3.3 Recrutamento

PVHIV em acompanhamento em qualquer dos trés servigos
ambulatoriais selecionados foram aleatoriamente convidados para participar
do estudo. O convite foi realizado por ocasidao da consulta de rotina do
paciente, durante sua permanéncia na sala de espera antes ou logo apos a

consulta.

3.3.4 Variaveis analisadas

Foram descritas as variaveis demograficas e clinicas (idade, sexo,
raca, escolaridade e prevaléncia de outras doengas crbnicas) conforme o
servico ambulatorial de origem. Variaveis relacionadas ao nivel de

conhecimento a respeito de vacinas em geral, da FA e da VFA, bem como a
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adesdao as recomendacbes da VFA foram obtidas através de itens

especificos do questionario.

3.3.5 Procedimentos do estudo

Durante seu periodo de espera antes ou logo apds a consulta médica
de rotina, participantes em potencial foram abordados por um profissional da
equipe do estudo quanto a sua disponibilidade e interesse em responder ao
questionario. O mesmo foi preenchido pelo proprio paciente (ou pelo
entrevistador caso solicitado pelo paciente) apds assinatura de
consentimento informado. Ao término do questionario o profissional da
equipe do estudo realizou esclarecimentos sobre quaisquer itens do
questionario respondidos incorretamente ou sobre os quais o participante

tivesse manifestado duvidas.

O questionario completo do estudo encontra-se disponivel no Anexo

3.3.6 Calculo amostral

Para o calculo amostral desse estudo descritivo, consideramos a
presenca de discrepancia entre a recomendacgao e o uso da vacina FA como
variavel principal de interesse. Considerando uma proporcédo estimada de
20% na amostra, para descrigcdo dessa variavel com amplitude do intervalo
de confianca (IC) 95% de 0,15, o tamanho amostral total estimado através

do método exato binomial foi de 121 participantes.

3.3.7 Andlise estatistica

Variaveis clinicas e demograficas identificadas nos trés grupos de
pacientes foram comparadas através do teste de qui-quadrado ou teste
exato de Fisher. Para comparacao da idade foi utilizado o teste de Kruskal-

Wallis. Quando observada diferenca estatisticamente significante na analise
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incluindo os 3 grupos, a analise foi repetida comparando-se os grupos 2 a 2
com uso de correcdo de Bonferroni, a fim de identificar qual par de
comparag¢des mantinha diferenga estatisticamente significante. Foi também
calculado o IC 95% para as proporgcdes descritas nas variaveis binarias

através do método exato binomial.

Para todos os calculos foi considerado o nivel de significancia
estatistica de 0,05 e utilizado o pacote estatistico Stata 13.0 (StataCorp.
College Station, TX: StataCorp LP.).

3.3.8 Aspectos éticos

No momento da inclusdo no estudo, cada participante declarou
consentimento para participacdo na pesquisa através de uma rubrica, sem
identificacdo de dados individuais, na porgao inicial do questionario. Essa
estratégia foi escolhida em oposicao ao TCLE tradicional para agilizar a
execucao da pesquisa e facilitar a inclusdo de participantes. Dessa forma,
nenhum documento contendo dados de identificacdo dos participantes foi
produzido nesse estudo. O projeto foi aprovado na CAPPesq (numero do
projeto: 0206/10).
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3.4 Métodos Laboratoriais

3.4.1 Titulos de AcN contra FA

Titulos de AcN especificos contra FA foram aferidos através do teste
de neutralizacdo em placa (plaque reduction neutralization test, PRNT),
realizado no Laboratério de Tecnologia Viroloégica (LATEV) de
Biomanguinhos, Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro. O
PRNT é considerado o teste de referencia para a analise da resposta imune
protetora apds a vacinagdo’’, com resultados quantitativos altamente
correlacionados com protecdo’®’®. O PRNT foi conduzido em placas de 96
orificios conforme previamente descrito’® através de diluicdes seriadas (fator
2) iniciando-se em 1:5, em aliquotas de 20 uL de soro inativado por calor (56
°C por 30 minutos). Foi utilizado como referéncia positiva um soro padrao
preparado in house, previamente calibrado frente a First International
Reference Preparation (NIBSC code: YF)®. Para a etapa de neutralizagao,
foi acrescentada a cada orificio uma suspensdo do virus da FA a uma
concentracdo de cerca de 30 unidades formadoras de placa. Apos
incubac&o por uma hora a temperatura ambiente, uma suspensao de células
Vero foi acrescentada a esta mistura, e as placas foram novamente
incubadas a 37 °C em presenga de 5% de didéxido de carbono por um
periodo de trés horas. O meio foi entdo descartado e as células cobertas
com meio semissoélido contendo carboximetilcelulose, a um volume de 100
uL por orificio. Apds incubagdo por seis dias a 37 °C em presenca de 5%
diéxido de carbono, a monocamada celular foi fixada com formaldeido a 10%
e corada com cristal violeta 0,04%. As placas de lise foram contadas
utilizando um projetor de diapositivo adaptado. O titulo do PRNT foi definido
como a reciproca da ultima diluicdo onde ocorreu 50% de reducao do
numero de placas de lise. Titulos de AcN foram determinados através de
regressao linear. Titulos expressos em mUI/mL foram calculados conforme o
conteudo de anticorpos no Soro de Referéncia Internacional (143 Ul/mL),

utiizado para determinagdo do valor do soro controle positivo (1115
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mUI/mL). Dessa forma, foi possivel transformar titulos de AcN representados
pela diluicdo em mUI/mL. Para este estudo, foram utilizados os respectivos
logaritmos na base 10, a fim de aproximar a distribuicdo das observagdes da

distribuicdo normal.

3.4.2 Viremia pelo virus da VFA

A viremia pelo virus vacinal foi aferida no Laboratério de Biologia
Molecular da Fundagdo Pro-Sangue Hemocentro de Sao Paulo, através da
amplificagcdo gendmica do virus da VFA pela Reagdo de Polimerizagdo em
Cadeia em Tempo Real (real time polymerase chain reaction, RT-PCR). O
acido ribonucléico (ribonucleic acid, RNA) de plasma ou soro foi extraido
com o Kit de extracdo QIAGEN conforme protocolo do fabricante e
submetido a sintese de acido desoxirribonucleico complementar
(complementary deoxyribonucleic acid, cDNA). Ao RNA extraido (10 ul)
foram adicionados 300 ng de random primer (Random Primer — Amersham)
com incubagdo a 70 °C por 10 minutos. A sintese de cDNA ocorreu na
presenca da 100 U da enzima transcriptase reversa (Super Script -
Invitrogen), 20 U da enzima RNAse Out (Invitrogen) e 0,4 mM de dNTs
(Amersham). Foi utilizada temperatura de 45 °C por 90 minutos com
posterior denaturacao da transcriptase reversa a 70 °C por 10 minutos. Para
a deteccgao do virus da VFA foi amplificado um fragmento da regido NS5 do
genoma viral por RT-PCR, adicionando-se 10 uyl do cDNA a mistura de
reacdo contendo os iniciadores, sonda especificas e Universal PCR Master
Mix Tagman (Applied Biosystems). Foi utilizado um ciclo inicial de 95 °C por
2 minutos, seguido de 45 ciclos de 94 °C por 15 segundos, 60 °C por 1
minuto e coleta de dados na fase de extensado. O teste atingiu sensibilidade

para detecgao de viremia igual ou superior a 200 copias/mL.
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3.4.3 Contagens de linfocitos T CD4" e CD8"

Contagens de linfocitos T CD4" e CD8" foram realizadas no Instituto
Adolfo Lutz, através de citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences,
CA, USA) utilizando reagente Multitest™ (BD Biosciences).

3.4.4 CVHIV

A quantificagdo da CVHIV foi realizada no Laboratério Central do
HCFMUSP, por meio de RT-PCR utilizando o teste Amplicor™ HIV-1 Monitor
Test (Roche Diagnostic Systems, NJ, USA), com limite inferior de deteccao

de 40 cépias/mL.

3.4.5 Viremia pelo GBV-C

A deteccdo de RNA do GBV-C foi realizada no Laboratério de
Investigagdo Médica (LIM) 60. O RNA viral foi extraido a partir de 140 ul das
amostras de soro utilizando o kit QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN Inc.,
California, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Uma aliquota
de 5 pyl do RNA extraido foi utilizada para realizar o procedimento de RT-
PCR quantitativo utilizando o kit SuperScript ® Ill Platihum ® One-Step
Quantitative RT-PCR System com ROX (Life Technologies) com iniciadores
a uma sonda TagMan que amplifica e quantifica um fragmento de 72 pares
de base da regido 5' nao traduzida (5'UTR) do GBV-C. A reagao foi realizada
com 0,5 ul da enzima (SuperScript® Ill RT/Platinum® Taq Mix), 12,5 pl do
tampao contendo ROX (2X Reaction Mix with ROX), 0,75 pul do iniciador
foward a 10 yM - RTG1 (5’GTGGTGGATGGGTGATGACAZJ’) (Sigma), 1,25
Ml do iniciador reverso a 10 pM - RTG2 (5’GACCCACCTATAGTGG
CTACCAZ3’) (Sigma), 0,4 ul da sonda TagMan a 25 uM ([6’FAM]JCCGGGA
TTTACGACCTACC[TAMRA-6-FAM])) (Life Technologies) e o volume final de
25 ul da reacgéao foi completado com agua tratada com dietilpirocarbonato. A
sintese do cDNA se deu nos 15 primeiros minutos de reagao a 50 °C. Apods 2

minutos a 95 °C a amplificacdo e a quantificagdo foram realizadas durante



Métodos 29

40 ciclos com os seguintes tempos e temperaturas: 95 °C por 15 segundos,
60 °C por 30 segundos. A leitura da fluorescéncia de FAM foi realizada

durante o periodo de anelamento (60 °C).

3.4.6 AST, ALT, Bilirrubinas e Hemograma completo

Os testes de AST, ALT, Bilirrubinas e Hemograma completo foram
realizados no Laboratoério Central do HCFMUSP. O hemograma foi realizado
através do método automatizado com estudo morfolégico do esfregacgo
quando necessario. A determinacgao de bilirrubina total e fragcbes foi realizada
pelo método colorimétrico, e a mensuragao de AST e ALT pelo metodologia
cinética UV-IFCC.

3.4.7 Teste rapido para deteccdo do HIV a teste de gravidez

Os testes rapidos para deteccédo de infeccdo por HIV e os testes de
gravidez foram realizados no CPC-HCFMUSP, com execugao e orientagao
de profissional de enfermagem habilitado para esses procedimentos. Para o
teste rapido do HIV foi utilizado o kit Determine ou Biopix conforme
disponibilidade. Para o teste de gravidez foi utilizado o kit Detect test ou

Abbott conforme disponibilidade.
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4 Resultados

4.1 Estudo 1

Sessenta e trés participantes foram incluidos no Estudo 1 entre
outubro de 2011 e abril de 2014. Apds exclusdo de 1 participante do grupo
de PVHIV e 5 participantes do grupo controle devido a perda de seguimento,
57 participantes foram incluidos na analise, sendo 12 no grupo de PVHIV e

45 no grupo controle.

N&o observamos diferenga significativa entre os grupos em relagéao a
idade (p=0,12) ou proporgao de participantes com vacinagao anterior contra
FA (p=0,56). Os grupos diferiram significativamente em relagdo a
distribuicdo de sexo (p=0,001), sendo o sexo masculino observado em 100%
dos participantes no grupo de PVHIV e 49% no grupo controle. A mediana
de contagem de linfocitos T CD4" foi elevada entre PVHIV (722, intervalo
interquartil 526-795 células/mm?®) porém ainda significativamente inferior ao
grupo controle (p=0,003). Como esperado, a relacdo CD4*/CD8" foi menor
no grupo de PVHIV em relagdo ao grupo controle (medianas 0,7 e 1,6,

respectivamente; p<0,0001).

A prevaléncia de viremia positiva por GBV-C foi elevada em ambos os
grupos, sendo encontrada em 67% dos participantes com HIV e 27% dos
controles (p=0,001). As caracteristicas demograficas e clinicas dos

participantes a inclusdo estao descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes do
Estudo 1 a inclusdo — 2011 a 2014*

PVHIV Controles

N=12 N=45 Valor p*
Idade — anos 33 (30-47) 43 (31-62) 0,12
Sexo masculino — N (%) 12 (100) 22 (49) 0,001
VFA prévia — N (%) 4 (33) 16 (36) 0,56
Contagem de linfécitos T CD4*/mm? 722 (526-795) 941 (807-1470) 0,003
Relagdo CD4*/CD8" 0,7 (0,5-0,8) 1,6 (1,3-2,6) <0,0001
CVHIV indetectavel — N (%) 8 (67) - -
Viremia por GBV-C — N (%) 8 (67) 12 (27) 0,001

PVHIV, pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana; N, nimero; VFA, vacina contra
febre amarela; CVHIV, carga viral do HIV; GBV-C, GB virus tipo C
*Variaveis continuas foram descritas como medianas e intervalos interquartis.
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4.1.1 Efeito da infeccdo por HIV sobre a viremia pelo virus vacinal, EA
clinicos e EA laboratoriais ap6s a vacina FA

A viremia pelo virus vacinal foi observada em pelo menos uma visita
entre os dias 3, 5, 7 e 14 em 4 de 10 participantes no grupo de PVHIV (40%)
e 11 de 32 participantes no grupo controle (34%). Em modelo de regressao
logistica ajustado para idade, sexo e vacinagao prévia contra FA, a infegao
por HIV associou-se a uma razédo de odds de 1,29 em relagéo a ocorréncia
de viremia pelo virus vacinal, porém esta associagdo nao atingiu
significancia estatistica (IC 95% 0,16 a 10,44; p=0,81). Também néo
observamos diferenca estatisticamente significante entre os grupos na
analise quantitativa da viremia pelo virus vacinal em modelo misto ajustado

para idade, sexo e vacinagao prévia contra FA (p=0,99, Tabela 3).

Somente EA clinicos leves foram reportados pelos participantes do
estudo em ambos os grupos (Tabela 4). EA locais (dor, vermelhiddo e/ou
edema) foram descritos por 16,7% das PVHIV e 15,6% dos participantes no
grupo controle. EA sistémicos (nausea, mialgia, mal estar, sonoléncia e/ou
tontura) foram relatados por 50% das PVHIV e 42,4% dos individuos no
grupo controle. Em modelo de regressao logistica ajustado para idade, sexo,
viremia pelo virus vacinal e vacinagao prévia contra FA, a infegao por HIV
associou-se a uma razao de odds de 0,40 em relacdo a ocorréncia de EA
clinicos, porém essa associagado nao atingiu significancia estatistica (IC 95%
0,05 a 2,92; p=0,37, Tabela 3). Em modelo de regressao logistica também
ajustado para idade, sexo, viremia pelo virus vacinal e vacinagdo prévia
contra FA, a infegao por HIV associou-se a uma razao de odds de 1,65 em
relacdo a ocorréncia de EA laboratoriais, porém essa associagdo nao atingiu
significancia estatistica (IC 95% 0,22 a 12,21; p=0,62, Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito da infeccdo por HIV sobre a viremia pelo virus da vacina
contra febre amarela e eventos adversos em participantes com
infeccao por HIV e controles apds a vacinacao — 2011 a 2014

PVHIV Controles Razao de odds

Val
N=12 N=45 (IC 95%) alorp

Viremia pelo virus
vacinal®* — N (%)

Viremia pelo virus
vacinal, copias/mL, 112 (628) 106 (899) - 0,99
média (DP)

Eventos adversos
clinicos — N (%)

4 (40) 11(34,4) 1,29 (0,16 2 10,44) 0,81

6 (50) 22(48,9) 0,40(0,05a2,92) 0,37

Eventos adversos

iaboratoriais - N (%) 3 (25) 13 (28,9) 1,65(0,22a1221) 0,62

PVHIV, pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana; N, numero; IC, intervalo de
confianga; DP, desvio padréo.
“Dado disponivel para 10 participantes no grupo de PVHIV e 32 participantes no grupo controle.

Tabela 4 - Eventos adversos a vacina contra febre amarela apresentados
nos primeiros 28 dias apds a vacinacdo em pessoas com HIV e
controles — 2011 a 2014

PVHIV Controles Razao de odds
Eventos adversos Valor p
N=12 N=45 (1C95%)
Locais — N (%) 2 (16,7) 7 (15,6) 0,40%
0,37
Sistémicos — N (%) 6 (50) 19 (42,2) (0,05 a 2,92)
Laboratoriais — N (%) 1,658 0,62
Anemia leve 0 (0) 3(6,7) (0,22 a12,21)
Linfopenia leve 0 (0) 2 (4,4)
Neutropenia leve 1(8,3) 6 (13,3)
Elevagao grau | de 1(8,3) 3(6,7)
AST/ALT
Plaquetopenia leve 1(8,3) 1(2,2)

PVHIV, pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana; N, ndmero; IC, intervalo de
confianca; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase

& Referente a ocorréncia de EA locais e/ou sistémicos

$ Referente a ocorréncia de qualquer EA laboratorial
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4.1.2 Efeito da infeccdo por HIV sobre os titulos de AcN especificos
contra FA nos primeiros trés meses apds a vacinagcdo e sobre a
persisténcia de AcN especificos contra FA um ano apés a

vacinacao

Nao observamos diferenca estatisticamente significante na resposta
inicial a vacina FA, aferida nas visitas dos dias 7, 14, 28, 56 e 84, entre
PVHIV e controles em modelo misto ajustado para idade, sexo e vacinagéo
prévia contra FA. O efeito da infeccao por HIV ndo foi estatisticamente
significante em qualquer das visitas ou no conjunto das visitas avaliadas
(Tabela 5). O sexo feminino associou-se a menores titulos de AcN (efeito
relativo 0,43, IC 95% 0,27 a 0,69, p<0,001). Além disso, como esperado, a
vacinagao prévia contra FA associou-se a maiores titulos de AcN nesse
modelo (efeito relativo 3,41, IC 95% 2,16 a 5,40, p<0,001).

A persisténcia de AcN, aferida nesse estudo através dos titulos de
AcN um ano apéds a vacinagdo, mostrou-se significativamente inferior no
grupo de PVHIV em relagdo ao grupo controle (efeito relativo 0,32, IC 95%
0,13 a 0,83, p=0,021). A idade, sexo e vacinagao prévia contra FA nao
apresentaram associagdo estatisticamente significante com o titulo de AcN

um ano apos a vacinagao (Tabela 6).
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Tabela5- Fatores associados ao titulo de anticorpos neutralizantes
contra FA nos primeiros trés meses apds a vacinacao entre os
participantes do Estudo 1 — 2011 a 2014
Efeito relativo sobre o Intervalo de Valor
titulo de AcN, mUl/mL confianca 95% P
Idade (cada ano de aumento) 0,991 0,978 a 1,003 0,143
Sexo feminino 0,433 0,273 a 0,687 <0,001
VFA prévia 3,412 2,157 a 5,396 <0,001
Infeccéo por HIV:
Inclusédo 0,250 0,025 a2,473 0,236
Dia 7 0,936 0,091 a 9,653 0,985
Dia14 0,716 0,118 a 4,355 0,717
Dia 28 0,658 0,281 a 1,561 0,342
Dia 56 0,681 0,289 a 1,603 0,379
Dia 84 0,790 0,344 a 1,814 0,579
Efeito global 0,802

AcN, anticorpos neutralizantes; VFA, vacina contra febre amarela; HIV, virus da
imunodeficiéncia humana

Tabela 6 - Fatores associados ao titulo de anticorpos neutralizantes
contra febre amarela um ano apdés a vacinagdo nos
participantes de Estudo 1 — 2011 a 2014
Efeito relativo sobre o Intervalo de Valor
titulo de AcN, mUl/mL confianca 95% P
Idade (cada ano de aumento) 1,014 0,964 a 1,068 0,568
Sexo feminino 0,539 0,116 a 2,502 0,418
Vacina FA prévia 1,265 0,247 a 6,478 0,771
Infecgao por HIV 0,324 0,126 a 0,831 0,021

AcN, anticorpos neutralizantes; HIV, virus da imunodeficiéncia humana
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4.1.3 Efeito da contagem de linfécitos T CD4" e CD8", da relagéo
CD4'/CD8" e da infeccdo por GBV-C sobre os titulos de AcN

especificos contra FA entre PVHIV

Os resultados da analise da associagao entre os titulos de AcN e
contagens de linfécitos T CD4" e CD8", relagdo CD4*/CD8" e infeccéo por
GBV-C estao descritos na Tabela 7. A cada 10 unidades de incremento na
contagem de linfocitos T CD8", o titulo de AcN predito pelo modelo é 2%
inferior, com IC 95% de 1% a 4% (p=0,006). A cada 0,1 unidade de
incremento na relagdo CD4/CD8", o titulo de AcN predito pelo modelo foi
35% superior, com IC 95% de 12% a 63% (p=0,002). Nao observamos efeito
estatisticamente significante da contagem de linfocitos T CD4" ou da viremia
por GBV-C sobre os titulos de AcN contra FA em PVHIV (p=0,704 e 0,880,

respectivamente).

Tabela7 - Fatores associados ao titulo de anticorpos neutralizantes
contra febre amarela um ano apds a vacinagao entre pessoas
que vivem com HIV incluidas no Estudo 1 — 2011 a 2014

Efeito relativo sobre o Intervalo de

titulo de AcN, mUI/mL confianga 95% Valor p

Contagem de linfocitos T
CD4"/mm? 0,99 0,95a 1,03 0,704

(A cada 10 células de aumento)

Contagem de linfocitos T

CD8"/mm° 0,98 0,96 a 0,99 0,006
(A cada 10 células de aumento)

Relagédo CD4"/CD8"

(A cada aumento em 0,1 1,35 1,12a 1,63 0,002
unidade)

Viremia por GBV-C 1,13 0,22 a 5,80 0,880

HIV, virus da imunodeficiéncia humana; AcN, anticorpos neutralizantes; GBV-C, GB virus tipo C



Resultados 38

4.2 Estudo 2

No periodo de novembro de 2010 a abril de 2014 foram incluidos 34
participantes com mediana de idade de 46 anos no grupo de PVHIV e 58
participantes com mediana de idade de 38 anos no grupo controle. A
proporcao de individuos do sexo masculino foi maior no grupo de PVHIV
(79% vs. 29%, p<0,001). No grupo de PVHIV, 30 participantes (88%)
relataram ter recebido a VFA apds o diagndstico da infeccédo por HIV. A
mediana de tempo decorrido entre a vacinagao e a inclusdo no estudo foi de
41 meses entre as PVHIV e 69 meses no grupo controle, e poucos
participantes relataram ter apresentado qualquer EA ap6s a vacinagao (9%
no grupo de PVHIV e 21% no grupo controle). Como esperado, o grupo de
PVHIV apresentou menores contagens de linfécitos T CD4" e relagéo
CD4%/CD8". A prevaléncia de viremia por GBV-C foi maior no grupo de
PVHIV, porém esta diferenca n&do atingiu significancia estatistica. As

caracteristicas dos participantes a inclusdo estao descritas na Tabela 8.

Tabela 8 - Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes do
Estudo 2 — 2010 a 2014*

PVHIV Controles
Valor p
N=34 N=58
Idade — anos 46 (41-49) 38 (29-48) 0,088
Sexo masculino — N (%) 27 (79) 17 (29) <0,001
Tempo desde a VFA — meses 41 (25-119) 69 (35-131) 0,156
EA apds a vacina — N (%) 3(9) 12 (21) 0,158

Contagem de linfécitos T CD4" /mm?** 790 (603-956) 1120 (945-1308) <0,0001
Relagdo CD4°/CD8" ' 0,7 (0,5-1,2) 1,8 (1,3-2,5) <0,0001

Viremia por GBV-C*-N (%) 8 (42) 15 (38) 0,735

PVHIV, pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana; N, nimero; VFA, vacina contra
febre amarela; EA, eventos adversos; GBV-C, GB virus tipo C

*Variaveis continuas foram descritas como medianas e intervalos interquartis.

TDispom’veI para 49 controles

#Disponl’vel para 40 controles e 19 PVHIV
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Os titulos médios de AcN foram significativamente menores no grupo
de PVHIV (3,3 LogiomUI/mL, IC 95% 3,1 a 3,5) em relagdo ao grupo controle
(3,6 LogiomUl/mL, IC 95% 3,4 a 3,7; p=0,044, Figura 1). Essa diferenca se
manteve em modelo de regressao linear ajustado para idade, sexo e tempo
decorrido desde a vacinagao: em média, os titulos de AcN em PVHIV foram
0,44 vezes os titulos preditos para individuos do grupo controle (IC 95% ClI
0,22 a 0,90, p=0,024). No grupo de PVHIV, ndo observamos correlagéo
entre os titulos de AcN e as contagens de linfocitos T CD4" (Rho de
Spearman: -0,11, p=0,52). Porém os titulos de AcN apresentaram correlagao
com o tempo decorrido desde a vacinagdo (Rho de Spearman: -0.38,
p=0,027, Figura 2), com as contagens de linfocitos T CD8" (Rho de
Spearman: -0,49, p=0,003) e com a relagdo CD4"/CD8" (Rho de Spearman:
0,42, p=0,014, Figura 3). Nenhum desses fatores teve correlacdo com os
titulos de AcN no grupo controle. A presenca de viremia por GBV-C nao
apresentou associagao estatisticamente significante com os titulos de AcN
quando avaliada em modelo univariado ou em modelo ajustado para idade,
sexo e tempo decorrido desde a vacinagao para toda a populagdo do estudo
(efeito relativo 0,85, IC 95% 0,42 a 1,69, p=0,64) ou entre PVHIV (efeito
relativo 1,40, IC 95% 0,38 a 5,11, p=0,59).
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4.5

___ p=0,0443

AcN contra FA, Log10 mUl/ml

Controles PVHIV

*PVHIV, pessoas que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana; AcN, anticorpos neutralizantes;
FA, febre amarela

Figura l- Titulos de anticorpos neutralizantes contra febre amarela entre
pessoas que vivem com HIV e controles*
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Figura2 - Correlagbes entre tempo decorrido desde a vacinagdo, em meses, e
titulo de anticorpos neutralizantes contra febre amarela em controles
(A) e pessoas que vivem com HIV (B)
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4.3 Estudo 3

No periodo de fevereiro a agosto de 2013, 158 participantes foram
incluidos no Estudo 3, sendo 91 acompanhados no ambulatério do IIER, 37
na coorte de recém-infectados do CPC-HCFMUSP e 30 em consultorio
privado. A mediana de idade dos participantes foi de 44 anos, e 78% dos
participantes eram homens. Participantes em acompanhamento no IIER
eram significativamente mais velhos e apresentavam maior prevaléncia
comorbidades em relagdo aos demais participantes. Participantes em
acompanhamento no consultério privado apresentavam maior propor¢ao de
etnia caucasiana comparativamente aos participantes em seguimento no
IIER, e maior proporg¢ao de individuos com ensino superior completo quando

comparados aos demais participantes (Tabela 9).

Tabela9 - Caracteristicas demograficas dos participantes incluidos no
Estudo 3, de acordo com servico ambulatorial de origem —

2013*
IIER CPC Consultoério TOTAL
N=91 N=37 N=30 N=158
Idade — anos” 49 (43-54) 36 (33-44) 37 (30-48) 44 (36-52)
Sexo masculino — N (%) 74 (67) 84 (31) 83 (25) 78 (123)
Etnia — N (%)
Caucasiana 49 (54) 22 (59) 25 (83) 96 (61)
Outras 39 (43) 15 (41) 5(17) 59 (37)
Nao informado 3(3,3) - - 3(2)
Escolaridade — N (%)
Fundamental incompleto 4 (4) - 1(3) 5 (3)
Fundamental completo 18 (20) 2 (5) - 20 (13)
Ensino médio 34 (37) 16 (43) 3(10) 53 (34)
Ensino Superior 34 (37) 19 (51) 26 (87) 79 (50)
Nao informado 1(1) - - 1(1)
Comorbidades — N (%) 60 (66) 12 (33) 11 (37) 83 (53)

*IIER, Instituto de Infectologia Emilio Ribas; CPC, Centro de Pesquisas Clinicas; N, nimero
#*Descrita como mediana e intervalo interquartil.
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A maioria dos participantes nos trés grupos identificou que criangas,
adultos com problemas de saude, adultos saudaveis e idosos séao
populacdes para as quais as vacinas sao importantes. Uma proporg¢ao
significativamente menor de participantes acompanhados em consultério
privado relatou ter recebido recomendagdo médica para receber vacinas e
ter recebido a vacina contra Influenza na dudltima campanha, quando

comparados aos individuos em seguimento no IIER.

Em relagdo ao grau de conhecimento a respeito da FA, embora a
maior parte dos participantes tenha corretamente identificado os mosquitos
como principais vetores da doenga e a vacina como principal estratégia de
prevencado, em todos os grupos uma grande porcentagem dos individuos
demonstrou desconhecer a gravidade potencial e auséncia de tratamento

especifico contra FA.

A presenca de discrepéancia entre a recomendacao da vacina FA e o
antecedente vacinal, observada quando o participante relatou viajar ou
residir em areas onde a vacina é recomendada mas nunca ter recebido a
vacina, foi observada em 19% dos participantes sem diferenca

estatisticamente significante entre os grupos (Tabela 10).
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Tabela 10 - Respostas ao questionario do Estudo 3 de acordo com servigo
ambulatorial de origem — 2013

IIER CPC Consultério Total
N=91 N=37 N=30 N=158

Para quais grupos de pessoas as vacinas sao importantes? — N (%)

Criangas 82 (90) 29 (78) 28 (93) 139 (88)
Adultos com problemas de saude 62 (68) 28 (76) 26 (87) 116 (73)
Adultos saudaveis 73 (80) 33 (89) 25 (83) 131 (83)
Idosos 73 (80) 30 (81) 28 (93) 131 (83)

Todos os grupos
Recebeu orientagdo médica para receber alguma vacina durante o tratamento — N (%)
81 (89) 31 (84) 17 (57) 129 (82)
Recebeu vacina contra Influenza na ultima campanha — N (%)
81 (89) 30 (81) 17 (57) 128 (81)
Nivel de conhecimento a respeito da febre amarela

Identificou corretamente os mosquitos como vetores — N (%)

70 (77) 31 (86) 28 (93) 129 (82)

Identificou corretamente que a doenga é grave e nao tem tratamento especifico — N (%)

14 (15) 4 (11) 5(17) 23 (15)

Identificou corretamente a vacina como principal forma de prevengao — N (%)

74 (81) 34 (94) 27 (90) 135 (86)
Discrepancia entre recomendacao e antecedente de vacinagao contra febre amarela

Viaja/reside em areas onde a vacina é recomendada, mas nunca a recebeu— N (%)

17 (19) 8 (22) 4 (13) 29 (19)

*IIER, Instituto de Infectologia Emilio Ribas; CPC, Centro de Pesquisas Clinicas; N, nimero
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5 Discussao e Conclusdes

Em nosso estudo incluindo PVHIV e controles vacinados contra FA a
inclusdo (Estudo 1), a infecgdo por HIV n&o apresentou efeito
estatisticamente significante sobre o risco de viremia pelo virus vacinal,
ocorréncia de eventos adversos clinicos ou eventos adversos laboratoriais.
Além disso, ndo observamos diferenga estatisticamente significante entre os
titulos de AcN nos primeiros trés meses apds a vacinagao comparando 0s
grupos de PVHIV e controle. Entretanto a persisténcia de AcN um ano apés
a vacinacao foi significantemente inferior entre PVHIV. Nessa populacéao, a
contagem de linfécitos T CD8" e a relagdo CD4/CD8" associaram-se ao
titulo de AcN aferido durante o primeiro ano apés a vacinacido, enquanto a
contagem de linfécitos T CD4" e a presenga de viremia por GBV-C néo

apresentaram associagao estatisticamente significante com esse desfecho.

Entre pessoas com vacinagdo contra FA pregressa (Estudo 2), a
infeccdo por HIV associou-se a titulos inferiores de AcN especificos contra
FA independentemente da idade, sexo e tempo decorrido desde a
vacinagao. Além disso, observamos correlagdo inversa entre o tempo
decorrido desde a vacinagao e os titulos de AcN em PVHIV, mas n&o entre
participantes do grupo controle, reforgando a hip6tese de menor persisténcia
de AcN apdés a vacinacado identificada do Estudo 1. Finalmente, ndo
observamos em PVHIV associacdao entre a viremia por GBV-C ou a
contagem de linfécitos T CD4+ e titulos de AcN contra FA, mas a relagcao
CD4*/CD8" correlacionou-se a este desfecho, confirmando os resultados do
Estudo 1.

No Estudo 3, demonstramos que PVHIV em seguimento em
diferentes servicos ambulatoriais apresentam elevada prevaléncia de
discrepéancia entre a recomendagao e o uso da vacina FA, embora esta seja
a principal estratégia de prevencédo da doencga disponivel ha mais de 70

anos.
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Os resultados do nosso trabalho sao coerentes com a observagao de
diversos estudos prévios, mostrando que PVHIV com contagens de linfocitos
T CD4" dentro do limite da normalidade ainda apresentam evolugéo clinica

desfavoravel quando comparadas a pessoas nao infectadas''>®",

Além disso nossos achados proveem importantes respostas para a
compreensdo da imunogenicidade da VFA entre PVHIV em
acompanhamento na atualidade. Enquanto estudos prévios ndo forneciam
dados definitivos sobre o mecanismo da imunogenicidade inferior da VFA
entre PVHIV, nosso estudo mostrou que a resposta vacinal inicial é
aparentemente adequada, porém a duracdo da resposta € inferior entre
PVHIV. Uma importante implicagao pratica desse achado diz respeito a
necessidade de reforco vacinal apds a primeira dose da vacina FA entre
PVHIV. Embora a vacina FA seja altamente eficaz em individuos saudaveis,

produzindo resposta humoral de longa duragéo®'*?

, recomendagdes de uso
da vacina em dose Unica sem reforgo periddico® provavelmente ndo se
aplicam a PVHIV, e o uso de pelo menos uma dose de reforco é
recomendavel para esta populagdo®2. Entretanto, o intervalo ideal entre as
doses nao é conhecido para esta populagao.

Enquanto a resposta a VFA em estudos pregressos associava-se a

contagens de linfécitos T CD4+ e CVHIVZ%

, N0 nosso estudo a contagem
de linfocitos T CD8" e, mais significativamente, a relacdo CD4'/CD8",
associaram-se ao titulo de AcN aferido durante o primeiro ano apds a
vacinagao. Esse resultado é coerente com diversos estudos publicados que
demonstraram que a relacdo CD4"/CD8" é um marcador da ativagéo imune
residual e pode ser um indicador progndstico possivelmente mais relevante
do que a contagem de linfécitos T CD4" entre PVHIV sob TARV
eficaz’’*38%#  Além disso, nossos achados ressaltam a necessidade de
identificar interveng¢des para reduzir a ativagdo imune excessiva observada

entre PVHIV sob tratamento®.

Observamos uma prevaléncia elevada de viremia positiva para GBV-

C tanto entre PVHIV como controles, que n&o teve associagao
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estatisticamente significante com os titulos de AcN contra FA. No passado, a
infecgcdo crénica por GBV-C, caracterizada pela presengca de viremia
persistentemente positiva, foi associada a melhor evolugdo imunoldgica e
clinica entre PVHIV. Os possiveis mecanismos associados a esse efeito
foram a inibicdo da entrada, replicagcao e reativacao viral, e a reducao da

ativagéo imune56,57,85-91

. Entretanto, a associagao entre a viremia por GBV-C
e resposta a vacinas nao havia sido estudada até o presente. Poucos
estudos realizados em periodos mais recentes do uso da TARV nao foram
consistentes em demonstrar efeito benéfico da infecgao por GBV-C sobre a
evolucdo clinica e laboratorial de PVHIV®?% e estudos avaliando esta
associacdo em PVHIV tratadas precocemente com TARV ndo estéo
disponiveis. Nossos resultados sugerem que o efeito benéfico da infecgao
por GBV-C observado no passado pode ter sido atenuado ou eliminado pelo
uso mais precoce e consistente da TARV, resultando na inibicdo da
replicacao do HIV e redugao da ativagdo imune; entretanto, essa hipotese

necessita investigagao adicional.

Nosso trabalho teve limitagbes importantes. A inclusdo de
participantes para o Estudo 1 foi dificultada pelo elevado numero de visitas.
Além disso, a indicacdo da vacinagcdo foi feita com base em viagens
programas que comprometeram o seguimento no estudo. Embora o numero
de participantes incluidos tenha sido suficiente para demonstrar a
associacao entre a infecgao por HIV e menores titulos de AcN especificos
contra FA um ano apds a vacinagao, nao podemos descartar definitivamente
a existéncia de um efeito mais ténue da infeccdo por HIV sobre os titulos de
AcN nos primeiros 3 meses apds a vacinacdo. Além disso o tamanho
amostral foi inadequado para a analise conclusiva do efeito da infecgao por
HIV sobre o risco de viremia pelo virus vacinal e ocorréncia de EA clinicos
ou laboratoriais. A associagao entre infeccdo por HIV e menor persisténcia
de AcN contra FA pode ter sido parcialmente distorcida pela presenca de
fatores de confusdo tais como variaveis comportamentais (tabagismo,
etilismo, uso de drogas ilicitas), nutricionais e comorbidades mais

prevalentes entre PVHIV e possivelmente associadas a menor resposta a
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vacinas. Porém esses potenciais fatores de confusdo foram em grande parte
eliminados através da aplicagao dos critérios de exclusdo dos estudos 1 e 2,
e € improvavel que tenham exercido efeito determinante nos resultados.
Finalmente, a infecgao crénica por GBV-C foi avaliada através da detecgao
de viremia em uma unica amostra, ndo discriminando as infecgdes recentes

ainda nao resolvidas das infec¢des crbnicas.

Em conclusdo, a menor imunogenicidade da VFA entre PVHIV
demonstrada no passado parece persistir entre PVHIV em seguimento na
atualidade, principalmente devido a menor persisténcia de AcN apos a
vacinagdo. A ativagdo imune persistente, quantificada em nosso estudo
através da relagdo CD4'/CD8", associou-se inversamente ao titulo de AcN
especificos contra FA entre PVHIV. Nossos resultados enfatizam a
necessidade de novas intervengcbes na populacdao de PVHIV a fim de
melhorar a adesao as recomendacdes de uso da vacina, e reduzir a ativagao
imune excessiva, persistente em detrimento de TARV eficaz. Além disso,
novos estudos sdo necessarios para determinar o intervalo de tempo ideal

para administracado de reforco da VFA nessa populacgao.
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6 Anexos

6.1 Anexo A: Cartao de sintomas do Estudo 1

Avaliacdo da imunogenicidade da vacina contra Febre Amarela 17DD em populacfes
especiais

Data da vacinagao: Projeto | Subestudo Grupo Nudmero
S S — S__
CARTAO DE SINTOMAS — 10 dias I

| DO | D1 | D2 | D3 | D4 | D5 | D6 | D7 | D8 | D9 | D10 |

Instru¢des para preenchimento:

-Vocé deve medir a temperatura com termdédmetro na axila caso perceba mal estar ou
calafrios.
-Os sintomas apresentados podem ser de intensidade leve, moderada ou grave, conforme a
descrigao abaixo:
-Sintomas leves: apenas desconforto minimo. Eu fiz todas as minhas atividades
habituais.
-Sintomas moderados: eu notei o sintoma. N&o consegui fazer tudo o que fago
habitualmente.
-Sintomas graves: o sintoma realmente me incomodou. Ndo me permitiu fazer
tarefas importantes.
-Sangramento: assinale sim se houve algum sangramento nas fezes, vomito ou urina. Anote
também se vocé observou sangramento maior que o normal em algum corte ou pelo nariz.

Vocé teve alguma reacdo a

vacina contra Febre ( ) Néo ()Sim
(fim da ficha)
Amarela?

( ) Sim. Assinale a intensidade:

( ) Sensibilidade (d6i somente quando
tocado)

( ) Dor leve (o local déi mesmo sem ser
Dor ( )Nao tocado, mas consegui usar meu brago como
sempre uso)

( ) Dor moderada (notei a dor e ndo usei meu
brago como habitualmente)

() Dor grave (a dor ndo me permitiu fazer
tarefas importantes)

( ) Sim. Assinale a intensidade:

o N3o ()Leve
Vermelhidao ) ( ) Moderada

() Grave
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Inchago

( ) Sim. Assinale a intensidade:
() Leve
( ) Moderado
() Grave

Febre

( ) Sim. Temperatura: graus

Dor no corpo

() Sim. Assinale a intensidade:
() Leve
( ) Moderada
() Grave

Dor de cabeca

( ) Sim. Assinale a intensidade:
() Leve
( ) Moderada
() Grave

Nauseas

( ) Sim. Assinale a intensidade:
() Leve
( ) Moderada
() Grave

Vomitos

( ) Sim. Assinale a intensidade:
() Leve
( ) Moderada
() Grave

Mal estar

() Sim. Assinale a intensidade:
() Leve
( ) Moderado
( ) Grave

Manchas na pele

( ) Nao

( ) Sim. Assinale a intensidade:
() Leve
( ) Moderada
() Grave

Chiado no peito

( ) Nao

() Sim

Inchago nos labios ou
palpebras

( ) N&o

( ) Sim

Sonoléncia

( ) Nao

( ) Sim. Assinale a intensidade:
() Leve
( ) Moderada
() Grave

Tontura

( ) Sim. Assinale a intensidade:
() Leve
( ) Moderada
() Grave

Confusao mental ou
desorientacao

( ) Nao

( ) Sim

Convulsoes

() Nao

() Sim

Olhos amarelos

( ) Nao

() Sim

Sangramento

() Nao

() Sim
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6.2 Anexo B: Questionario do Estudo 3

Projeto de Pesquisa: Avaliacdo do nivel de informacé&o e adesado a vacinas em
servicos ambulatoriais de atendimento a pessoas que vivem com HIV do
municipio de Séo Paulo.

Pesquisadora: Dra. Vivian lida Avelino-Silva Data: / /

Esta pesquisa tem como objetivo esclarecer qual € seu grau de conhecimento a
respeito da Febre Amarela e a respeito de vacinas em geral. Seu tratamento nao
sofrera qualquer alteragcdo se vocé optar por participar. Sua identidade nao sera

revelada durante a pesquisa. Vocé concorda em responder este questionario?

] Sim ] Nao
Rubrica:
1. Data de nascimento: / / [IMasculino [LIFeminino
2. Etnia
1 Branco 1 Negro 1 Pardo 1 Amarelo 1 Outro

3. Escolaridade
LJAté 42 fundamental (142 — 82 fundamental [11°-3° ano ensino médio
LIEnsino superior (completo ou incompleto)

4. Para quais grupos de pessoas as vacinas sao importantes? Assinale todas as

alternativas que vocé acredita que sao corretas:

[ Criangas 1 Adultos saudaveis

1 Adultos com problemas de saude 1 Idosos
5. Vocé foi orientado(a) por seu médico(a) para receber alguma vacina durante o
tratamento?
O Sim O Nao O Nao sei
6. Recebeu vacina contra gripe na ultima campanha?

O Sim O Nao O Nao sei
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7. Vocé possui outros problemas crénicos de saude?
O Sim O Nao O Nao sei
8. Se sim, qual (quais):
1 Presséo Alta [1 Diabetes [ Colesterol elevado [1 Hepatite B ou C
L] Outro. Qual:

9. Vocé sabe como ocorre a transmissdo da Febre Amarela? Assinale todas as

alternativas que vocé acredita que s&o corretas:

[1 Sangue contaminado [1 Secregoes respiratérias 1 Picadas de mosquitos

O Alimentos contaminados O Outro O Nao sei

10. A pessoa que adoece por Febre Amarela pode apresentar:
[J Um quadro muito leve de febre, que geralmente passa sozinho sem maiores
consequéncias

] Um quadro grave de febre e alteragbes no figado e em outros érgaos, mas que
tem tratamento eficaz e melhora em quase todos os casos

[J Um quadro grave de febre e alteragdes no figado e em outros érgaos, que nio
tem tratamento especifico e tem alta letalidade

0 Nao sei

11. Como é possivel prevenir a Febre Amarela? Assinale todas as corretas.

[1 Uso de repelentes contra insetos 1 Vacina
1 Medicamentos contra o virus 1 Nao sei

1 Outro (s). Qual:

12. As areas escuras no mapa da préxima folha mostram as regides de indicagéo

da vacina contra Febre Amarela. Vocé mora ou viaja para essas areas?

O Sim O Nao O Nao sei

13. Ja recebeu vacina contra Febre Amarela?
O Sim O Nao O Nao sei

Muito obrigada por sua contribui¢cao!
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Febre Amarela
[ Areasem recomendac¢do da vacina
I Area com recomendacio da vacina
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YELLOW FEVER PREVENTION STRATEGIES AWARENESS AMONG HIV-INFECTED
PATIENTS IN SAQ PAULO, BRAZIL

Vivian lida AVELINO.SILVA(1), Hilario Sousa FRANCELINO(2) & Esper Georges KALLAS(1,2)

SUMMARY

Introduetion: Vaccination is the main preventive strategy against Yellow Fever (YF), which is a public health concern in Brazil
However, HIV-infected patients might have insufficient knowledge regarding YF, YF prevention, and vaccines in general. Methods:
In this questionnaire-based study, data from 158 HIV-infected individnals were addressed in three distinet outpatient clinics in Sdeo
Panlo. Information was collected on demographic and clinical characteristics, as well as patients” knowledge of vaccines, YFand YF
preventive strategies. In addition, individual YF vaceine recommendations and vaceine status wete investigated. Resualts: Althongh
most participants adequately ascertain the vaccine as the main prevention strategy against YF, few participants were aware of the
severity and lack of specific treatment for YF. Discrepancy in YF vaccine (patients who should have taken the vaccine, but did not}
was observed in 18.8% of participants. Conclusion: YF is an important and preventable pablic health concern, and these results
demonstrate that more information is necessary for the HiV-infected population.

KEYWORDS: HIV; AIDS; Yellow Fever: Vaccine; Questionnaire.

INTRODUCTION

Yellow fever (YF) is a public health concern int several Latin
Arerican and African comntries. Vaccination is the main preventive
strategy for this highly lethal disease, for which a specific treatment is
lacking®.

In Brazil, the areas with recommendation for YF vaccine have been
subjected to extension during the last decades after new YF epidemics
and epizooties were documented in regions previously considered as out
of risk!?. Nevertheless, the population’s awareness ont the disease, as well
as the prevention sirategies, is probably far from ideal.

HIV-infected patients are supported by the Brazilian public health
system, for inpatient and outpatient care, antiretroviral therapy, and
vaccines. A very small percentage of HIV-infected patients attend
private medical offices. Despite regular aceess for treatmnent and health
information during their clinical follew up, there is a hypothesis that
HIV-infected patients have insufficient knowledge regarding YF, YF
preventive strategies, and vaccines in general

To address this issue, a self-completion questionnaire was applied to
158 HIV-infected patients regalarly monitored in three outpatient clinics
in Sao Paulo, Brazil.

METHODS

A cross sectional study was performed from March to November
2013, and inclnded HIV-infected patients regularly monitored in three
outpatient clinies in Sao Paulo, Brazil: one large pablic outpatient clinic
(Group 1), one HIV clinical research cohort {(Group 2), and one private
clinic (Group 3). All participants provided an informed consent, and
participants’ identities were kept confidential. The study was approved
by the Ethics Committee of the University of Sio Panlo Medical School.

Self-completion questionnaires were applied in the clinie’s waiting
area, either before or immediately after the medical appointment. Data
were collected regarding demographic and clinical characteristics, last
season’s Influenza vaceination history, and patients” knowledge of
vaccines, YF and YF preventive straiegies. In addition, individnal YR
vaccine status was investigated. All data were collected in the form of
closed guestions.

The demographic and clinical characleristics referred by the three
groups of patients were cormpared by Pearson’s chi-square test or by
Fisher’s two-sided exact test. The age between the groups was compared
using the Kruskal-Wallis-test. The Bonferroni correction was calculated
for each pairwise comparison performed. The 95% confidence intervals
for the percentage of binormial variables were caleulated nsing the exact
binommial method. All stalistical tests used a significance level of 0.05

{1} Department of Infections Diseases, University of Sio Paulo Medical School, Sdo Paulo, SP, Brazil
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and were performed using STATA 13.0 (StataCorp. College Station,
TX: StataCorp LP).

RESULTS

The study enxolled 91 participants in Group 1, 37 participants in
Group 2 and 30 participants in Group 3, for an overall population of
158 HIV-infected patients.

Most participants were male (77.9%), with amedian age of44 years.
Group 1 was significantly older than Groups 2 and 3, while Group 3had
a higher proportion of white ethuicity when compared to Group 1, and
a higher propostion of graduate participants when compared to Groups
land 2.

According to the age distribution, chronic conditions other than HIV
were found more frequently in Group 1.

Most participants in the three groups reported that children, bealthy
adults, adults with chronic conditions and elderly are populations to
whom vaccines are important. A significantly smaller proportion of
participants in Group 3 reported receiving a medical recommendation
for vaccines during follow up, when compared to Group 1. In addition,
fewer patients in Group 3 reported receiving the flu vaccine in the last
season when compared to Group 1.

Regarding YF knowledge, although most participants adequately
identify mosquitoes as Y F transmission agents and vaccine as the main
prevention strategy, in all three groups few participants are aware of the
severity and Jack of specific treatment for YE

A higber proportion of participants in Group 3 reported traveling to
or living in YF endemic areas, and accordingly Group 3 had a higher
proportion of vaccinated participants. Disciepancy in YF vaccive (patients
who should have taken the vaccine, but did nots was observed in 18.8%
of participants (CI 95% = 13.0-25.9).

Table 1
Demographic characteristics of participants and survey results

Total Group 1 Group 2 Group 3
(N=158) (N=91) (N=37) (N=30)
Age (median, p25-75) 44 (36-32) 49 36 37
Male (% (N)) 77.8 (123) 73.6(67) 83.8 (31) 83.3(25)
Ethnicity (% (N1)
White 60.8 (96) 53.8(49) 59.5(22)
Black 8.9(14) 132012 54 (2)
Mulatto 27.9 (44) 297 (27 351 (13)
Other/not reported 2.5 33(3) -
Education level (% (N))
Elementary 323 444 -
Middle school 127 (20) 19.8(18) 54(2) -
High school 335 (53) 374 (34; 432(16) 10(3)
College/Gradnate 50(79: 42-38) 374 (34) 314 (19) 86.7 (26)
Not informed 0.6 (1) 1.1 - -
Chronic conditions other than HIV (% (N)) 52.9 (83) 65.9 (60) 333(12) 36.7(11)
To which groups are vaccine important? (% (N)}
Children 88.0 (139) 90.1 (82) 784 (29) 93.3(28)
Healthy aduits 82.9 (131) 80.2(73) 89.2 (33) 83.3(25)
Adults c. conditions 73.4(116) 68.1 (62) 757 (28) 86.7 (26)
Elderly 82.9 {131 80.2(73) 81.1 30) 93.3(28)
All the above 63.3 (100) 59.3 (54) 64.9 (24) 733020
Personal physician recommended vaccines during follow up (% (N)) 81.6 (129 89.0(81) 838 (31 56717
Received last season’s Fli vaccine 81.0(128) 89.0 (81) 81.1 (30) 56717
Knowledge in YF (% (N))
Correctly identifies mosquitoes as transmission ronte 82.2(129) 76.5(70) 86,1 (31) 93.3(28)
Correctly identifies YF as potentially severe disease, with no 14.6 (23) 15414 1114 167 (5
specific treatment
Correctly identifies vaccine as YF prevention strategy 86.0(135) 81.3(74) 94.4 (34) 90 (27)
Travels to YF endemic arcas 44.6 (70) 28.6 (26) 06.7 (24) 66.7 (20)
Past YF vaccine 274 (43 154 (14 25(9) 66.7 (20)
Travels to YF endemic areas but never received YF vaccine 18.8 (29) 19307 22.2(8) 133 (4)
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DISCUSSION

Brazilian state policies define selected regions in which the vaccine
is recommended, either for those living or traveling to these locations.
In the last decades, massive vaccination campaigns have followed the
expansions in the YF vaccine recommendation area™?. Nevertheless,
this study found a large percentage of HIV-infected patients who are
upaware of YF severity and lack of specific treatment. Furthermore, a
significant proportion of participants should have been vaccinated, but
remains unprotected.

Although several couniiies keep border vigilance systems for YF
vaccine adequacy, vigilance for persons already inside the country’s
frontiers are frequently lacking. Thus, non-immune individuals may enter
the vaccine recommendation regions, posing a significantindividualisk,
as well as arisk for YF urbanization’.

Several previous studies have addressed knowledge, attitudes and
practices (KAP) of travelers towards travel-related infections diseases
in alrport surveys, also demoustrating important drawbacks in travelers'
KAP, which emphasize the need for better knowledge among travelers
regarding preventable diseases®®’.

Althonghincome was not investigated in this survey, itis likely due to
better financial conditions that more patients in Group 3 reported traveling
to YF risk areas and, accordingly, more participants in this Group had
been vaccinated against YF, with only 13% reporting traveling to endemic
areas without previons vaccination. Group 3 had less patients vaccinated
against Influenza in the last season, and a smaller proportion of patients
in Group 3 had received recommendation for vaccines during follow
up. One possible explanation is related to the existence of a vaccination
umit inside the clinic attended by Groups 1 and 2, but not by Group 3.

A general potion, possibly more consistent among individuals with
a lower level of education, states that vaccines are beneficial only in
exireme ages - young children and the elderly - and uonecessary in
adults. This hypothesis has been tested in this study. These results may
be hased due to the fact that this population of HIV-infected patients is
different to the average adult population, either due to a higher level of
education, or to the information delivered by the health care providers
during clinical follow up. In addition, adult HIV-infected patients have
specific vaccine recommendations, which might also increase awareness
regarding vaccines in this population.

Risk perception is a complex issue, and previous studies have
addressed the importance of effective communication on the risk of
preventable diseases, as opposed to the risk of vaccination and other
social, cultural and economic factors that may influence vaccination

decisions®.

Anti-vaccination movements might also have aninfluence on vaccine
compliance, but they 40 not seem {0 bring a particular impact on YF
vaccine. On the other hand, reports on severe adverse events of the YF
vaccine, and more specifically the YF vaccine-associated viscerotropic
disease, have been described with increasing frequency. Even though the
increasing frequency may be, at Jeast, pariially attributed to surveillance,
the fear of such adverse events might have diminished vaccine uptake
by travelers and residents in risky areas, or even health care providers’

recommendations for the vaccine; however, this hypothesis needs further
investigation.

Ttis believed that these resulis are essential for this group of patients.
First, they point out the main deficiencies in the knowledge of the HIV-
infected population, and provide hinis for education sirategies. Second,
they are indicators of the quality of HIV care in this setting. This is
increasingly important in the Highly Active Antiretroviral Therapy era,
when opportunistic conditions become rarer, and focus has changed to
prevention strategies and primary care management. Third, the presence
of nnvaccinated participants who should have taken the vaccine in this
group points 1o a deficieucy in vaccination strategies,

This study has some limitations. The sample size was not very large
and not randomly attained. Furthermore, selected outpatient clinics may
not adequately represent the overall HIV-infected population. However,
the results revealed important information on YF and YF vaccine
awareness that may guide future actions to spread the knowledge of
these issues and other preventable infectious diseases with immunogens,
especially to those travelling to infectious disease-endemic areas.

In conclusion, YF is an important and prevestable public health
concern, and these results demonstrate that more information is necessary
for the HIV-infected population.

RESUMO

Nivel de conhecimento sobre estratégias de prevengéo contra febre
amarela entre pessoas que vivem com HIV em 8do Paulo, Brasil

A vacinagio & a principal forma de prevencio contra 2 Febre Amarela
(FA), doenca de importAncia em satide piblica no Brasil. Fntretanto,
pessoas que vivem com HIV possivelmente possuem conhecimentos
insuficientes a respeito da FA, suas formas de prevengdo e tarobém sobre
vacinas de modo geral. Métodos: Neste estudo baseado em questiondrios
de autopreenchimento, avaliamos dados de 158 pacientes infectados por
HIV atendidos em tés diferentes servicos ambnlatoriais do Municipio
de S@o Paulo. Foram coletados dados demograficos, clinicos, e dados
relacionados ao grau de conhecimento a respeito de vacinas, da FA e
de suas formas de prevengio. Além disso, avaliamos individualmente a
indicagfio e antecedente de vacinagio contra FA. Resultados: Embora a
maioria dos participantes tenha identificado corretarnente que a vacina
€ a principal forma de prevencfio da FA, poucos tinham conhecimento a
respeito da gravidade clinica e auséncia de tratamento especifico dadoenga.
Discrepédncia pa vacinagfo (caracterizada quando o participante deveria
ter recehido a vacina, mas nio a recebeu) foi observada em 18,8% dos
casos. Conelusfio: A FA € importante agravo em sade piblica, passivel
de prevengio, e nossos resulfados demonstram que si0 necessdrias mais
acdes de educacdio voltadas & populagio de pessoas que vivem com HIV.
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