ALESSANDRA APARECIDA MACHADO

Imunogenicidade da vacina contra o virus da influenza sazonal em
criancgas e adolescentes infectados e nao infectados pelo virus da

imunodeficiéncia humana

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo para

obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias

Programa: Doencas Infecciosas e Parasitarias

Orientadora: Dra. Daisy Maria Machado

Sao Paulo

2010



ALESSANDRA APARECIDA MACHADO

Imunogenicidade da vacina contra o virus da influenza
sazonal em criangas e adolescentes infectados e nao

infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana

Dissertacao apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo para obtencdo do

titulo de Mestre em Ciéncias

Programa: Doencas Infecciosas e Parasitarias

Orientadora: Dra. Daisy Maria Machado

Versao corrigida. Resolugdo CoPGr 5890, de 20 de dezembro de 2010.

A versao original esta disponivel na Biblioteca FMUSP

Sao Paulo

2010



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicac¢io (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reprodugdo autorizada pelo autor

Machado, Alessandra Aparecida

Imunogenicidade da vacina contra o virus da influenza sazonal em criangas e
adolescentes infectados e nao infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana /
Alessandra Aparecida Machado -- Séo Paulo, 2010.

Dissertagcdo(mestrado)--Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.
Programa de Doengas Infecciosas e Parasitdrias.

Orientadora: Daisy Maria Machado.

Descritores: 1.Imunogenicidade 2.Vacinas contra influenza 3.HIV
4.Infecgdes respiratérias/virologia

USP/FM/DBD-452/10




DEDICATORIA

Em forma de oracao, dedico esta dissertacao a Deus.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por conduzir meus passos.

A Nossa Senhora Aparecida, pelo abrigo materno.

Aos meus queridos pais, Jodo Machado e Maria Aparecida de Fatima dos

Santos Machado, pelas oragdes, apoio e estimulos inesgotaveis.

Aos meus familiares, Marcio Denilson Machado, Juliana de Novaes

Machado e Josué de Novaes Machado.

A Dra. Daisy Maria Machado, amiga e orientadora, exemplo de humildade e

competéncia, com maos fortes, porém suaves, conduziu este trabalho.

A Dra. Clarisse Martins Machado, pela amizade e estimulo para o

desenvolvimento cientifico e académico.

Ao Dr. Claudio Sérgio Pannuti e Dra. Vanda A. U. F. de Souza, pela acolhida
no Laboratdrio de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade

de Sao Paulo.

A Lucy Santos Vilas Boas e Tatiana Mitiko Kanashiro, pela disponibilidade

na execucgao das reagdes de Inibicdo da Hemaglutinagao.

A Tania Regina Tozetto Mendoza pela leitura das laminas de

imunufluorescéncia.



A Ana Carolina Mamana Fernandes de Souza, pela amizade e apoio na

realizacao das técnicas de Biologia Molecular.

A Maria Cristina Domingues da Silva Fink e Luiz Henrique da Silva Nali, pelo

encorajamento e auxilio nos PCRs para virus respiratorios.

Ao Dr. José Eduardo Levi e membros do Banco de Sangue do Hospital Sirio

Libanés, pela realizagao dos testes de ELISA para HIV.

Aos funcionarios, sempre solicitos, do Centro de Atendimento da Disciplina

de Infectologia Pediatrica da Universidade Federal de S&ao Paulo.

A equipe gestora da Unidade Escolar Marina Cintra, pela aceite em sediar

parte deste trabalho.

A todas as criancas e adolescentes participantes do estudo, sempre
prestativos para coleta de dados e materiais bioldgicos, fundamentais neste

trabalho.

As secretarias do Departamento de Pés-Graduacao, Roseli Antonia Santo e

Vania Regina Miguel, pelo carinho e disponibilidade.

As amigas- irmas, Débora Alves dos Santos, Jaila Borges e Kéatia Neves,

pelo carinho, partilhas e oragoes.



Aos amigos, José de Paula Paz Junior, Erica Roberta Godoi, Elaine Xavier
de Lima, Célia Luiza de Lima Rodrigues, José Aparecido Nogueira e Rosane

Dias Reis, pela amizade e incentivo.

A todos os demais membros do Laboratério de Virologia, pelo auxilio direto
ou indireto e agradavel convivéncia: Aluisio A. C. Segurado, Luiz V. F. da
Silva Filho, Adriana Tateno, Camila Malta Romano, Cynthia L. M. do Canto,
Laura M. Sumita, Marli de Paula Estevam, Silvia Helena de Lima, Wilton
Santos Freire, Daniel Alves dos Santos , Cicero R. da Silva Junior, Daniel R.
da Silva, Jussara C.S.P. de Moraes, Luciano M. da Silva, Maria A. F. de
Lima, Sonia Ap. dos Anjos Ferraz, Vera Lucia P. da Silva, Synara A. A. Silva,
Adriana M. Freire, Renato dos Reis Oliveira, Rodrigo Melim Zerbinati,
Marcelo Plaisant Geraldi, Cristiane Mendes de Oliveira, Paulo Roberto
Palma Urbano, Maira Marcele Birochi, Priscila Bruce de Souza Braga,
Renata Moscoline Romao, Thiago Santiago Faria, Silvia de Andrade Imura,

Michele Galhardone Padovan, Wanessa Cardoso da Silva.



Tudo posso naquele que me fortalece.

Filipenses 4, 13.



Esta dissertagcdo esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no

momento desta publicacio:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals

Editors (Vancouver)

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Servico de Biblioteca e
Documentacao. Guia de apresentacdo de dissertacées, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi,
Maria F. Crestana, Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso,
Valéria Vilhena. 22 ed. Sdo Paulo: Servico de Biblioteca e Documentacao;

2005.

Abreviatura de titulos e peridédicos de acordo com List of Journals Indexed in

Index Medicus.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

RESUMO

SUMMARY

1 INTRODUGAO.......ccoeeiererrrererserssesssessssessssessssssssssssesssssssssssssseneas

1.1 Virus dainfluenza............oooo
1.1 Caracteristicas gerais..........ccccccuuiiiiiiiiiieeee e
1.2 BiosSintese Viral..........oooooiiiiiiiiiee e
LB HISIOMICO. ..
1.4 Manifestages CliNICAS........ccoouiiii i
1.5 GruPO 0 MSCO.c.eieiiiiiiiieee e ettt e e e e e e e eeneennnes
.1.6 Epidemiologia do virus da influenza..............ccccccooeeeeiiiinenennnn,
.1.6.1 Surtos de gripe na populagdo humana.............ccccevvvvvvvviinnnn.
.1.6.2 Epidemias mundiais provocadas pelo virus da influenza........
.1.7 Sazonalidade do virus da influenza...............ccoooiiiiiiccine .

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1.1.8 Medidas de PrevVENGCAOD. ..........ceeevuiiiiic e
1.1.8.1 VaCiNACAO. .......covi et
1.1.8.1.1 EfiCACIA....euviiiiiiiieieeee et
1.1.8.1.2 Imunogenicidade...............coeeiiiiiiiiiiiiiiiii e
1.1.8.1.3 TIipOS de VACINaS.........ccoovvuieeiiiieeeeee e
1.1.8.1.3.1 Vacinas de virus inativado.............cccccccmmiiiiiiiiiiiiiiieeceee.
1.1.8.1.3.2 Vacina de virus vivo atenuado.............ccccceeiiiiiiinnneneennnn.
1.1.8.1.3.3 Vacinas VIrOSSOMAIS. ......uuuuiiiiiieeeee e
1.1.9 Rede de VIgilAnCia .........cccooeeiiiiiiieeeeeceeee e
1.1.10 Vacinagao contra o virus da influenza no Brasil.......................
1.2 HIV/aids e o virus da influenza..............ccco oo
1. 2.1 HIV/QIAS....eiiiiiiiiieeeeeeee ettt e e
1.2.2 Infecgdes por influenza em individuos com HIV/aids.................

1.2.3 Desempenho da vacinacdo contra influenza em pacientes

© 0 0 N O O ~h 2 2 -

|\ NO NS U . N U U UL U U U U U U G-
O 00 00 O O O ~h W W N NN -~ -~



HIV/aidSs. ...
2 JUSTIFICATIVA.......ccorirernnneninas
3 OBJETIVOS........ccoiirnrrrrnee s
4.CASUISTICA E METODOS..................

4.1 Desenhodo estudo.......c.ceeeeneeennennn...

4.2 Critérios de inclusdo do grupo HIV.....

4.3 Critério de exclusao do grupo HIV......

4.4 Critérios de inclusdo do grupo controle...........ccceeevieeeieeeiiiceeeiiennns

4.5 Critérios de exclusado do grupo contro

4.6 Termo de consentimento livre e escla

4.7 Aprovacdo pelos Comités de Etica e Pesquisa com seres

NUMANOS. ..

L
FECIAO. .eee i

v 38 I [ 010 1= Vo= Lo J S

4.9 Acompanhamento............ccccceeeeeeeeennn.

4.9.1 Pacientes infectados pelo HIV.........

4.9.2 Grupo controle..........cccceeevvvieeeeennnns

4.10 Definicdo de caso de infecgdo respiratoria.............evvveeieienenn...

4.11 Coleta e processamento dos materiais.............ccooeeevviiiiciinennennn.
4111 SANQUE....eeeeeeceee e ——————
4.11.2 Inibicdo da Hemaglutinagao............coovvviiiiiiiiiiieiceeeee e,

4.11.2.1 Culturade células........ccccon........
4.11.2.2 Cultivodos Virus.........ccceeveeennen..

4.11.2.3 Preparagao das hemacias..........

4.11.2.4 Titulagao dos antigenos..............
4.11.2.5 Tratamento do soro.....................

4.11.2.6 Execucao da reacao de inibigao

4.11.2.7 Determinagao dos Titulos Médios Geomeétricos, Taxa de

Soroprotecédo e Soroconverséo................

4113 ELISA....o

4.11.4 Lavado de nasofaringe..................
4.11.5 Imunofluorescéncia Direta.............

4.11.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase

da hemaglutinagao...........

21
22
23
24
24
24
25
25
26
26

26
27
27
27
28
28
28
28
29
29
30
31
31
32
33

34
34
35
35
36



4.11.6.1 Extragdo de RNA ... ..o e
4.11.6.2 Sintese de cDNA (RT-PCR).......covvmiriiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee

4.11.6.3 Amplificagdo das sequUéncias alvo..............ceeevveererveiiiceeeeennn.

411.6.3.11
411.6.3.21

NFIUBNZA A .o

NFIUBNZA B ..o

4.11.6.3.3 MetapneUMOVIIUS.......ccoveiiiiieeeeeiiiie e
4.11.6.3.4 RINOVIIUS. ....uuiiiiiiii ettt
4.11.6.3.5 AAENOVIIUS.....oiiiiiiieiiieeeeee s
4.11.6.3.5.1 REVEIAGAO........ce e
4.11.6.3.6 COrONAVIIUS. ....cceeeeeeeeeeeeee et e e e e
4.11.6.3.6.1 ReVEIACAO..........coueiiiiieee e
4.11.6.3.7 BOCAVIIUS......cceiiiiiiiiiiiiie e
4.11.6.3.7.1 REVEIAGAO. ......ce e e e
4.11.6.3.8 CD4 e carga Viral..............ueeeeieiiiiiiiiiiie

4.11.6.3.9 Quadro clinico e terapia...........ccoovvveeeiiiiiiiiiie e

4.11.6.3.10
4.11.6.3.10

Analise estatistica........cooe v

.1 Softwares UtilizadosS. ......o.eeeeeee e,

5 RESULTADOS. ...t sssss s s e
6 DISCUSSAOD.......cooierecerireressssse st sssssssssssssssesssssssssssssassssesanes

7 CONCLU
8 ANEXOS

LT 0] =1 TSRS

9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ccovoeeeererererersrasseenerenees

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 —

virus

Proteinas codificadas pelos segmentos genémicos dos

da influenza e suas respectivas

L1811 o= TSR

Tabela 2

atualmente

— Vacinas contra os virus da influenza disponiveis

36
37
37
37
38
40
41
42
45
45
46
47
48
48
49
49
50
51
66
73
75
86



Tabela 3 — Vacinas contra os virus da influenza disponiveis no
Brasil.. .o
Tabela 4 — Cepas de Myxovirus influenza propagados em ovos
embrionados de galinha, presentes na vacina contra os virus da
influenza do ano de 2008 para hemisfério sul..............ccceeeeiiiiieeiinnns
Tabela 5 — Primers e sondas utilizadas para a detecgéo dos virus da
INFIUBNZA AL
Tabela 6 - Primers e sondas utilizadas para a detecgao dos virus da
INFIUEBNZA B..... e
Tabela 7 - Primers e sondas utilizadas para a detec¢cao dos
MELAPNEUMOVITUS. ....etiiieeieeiiie et e e e e e e ee et e e e e e eaananns
Tabela 8 - Primers e sondas utilizadas para a detecgao dos
FINOVITUS . ... e et e ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaennnnnn e e e eeeas
Tabela 9 — Sequéncia de primers Hex1deg e Hex2deg......................
Tabela 10 - Sequéncia de primers P1 e P2........cccooiiiiiiiiiiiiiiies
Tabela 11 - Sequéncia de primers CoV1 e CoV2.......ccoveeeeeevinnnnnnnnnn.
Tabela 12 - Sequéncia de primers 188R e 542R...........ccccooeeeeevennnnn.
Tabela 13 — Sexo e idade das criangas e adolescentes infectados e
nao infectados pelo HIV...........cooiiiiiiee e,
Tabela 14 — Valores dos titulos médios geométricos de anticorpos
contra os antigenos vacinais H1, H3 e B nos instantes pré-vacina e
1 més apos a vacinagao segundo exposi¢ao ao HIV.........................
Tabela 15 — Valores dos titulos médios geométricos de anticorpos
contra os antigenos vacinais H1, H3 e B em criangas e
adolescentes infectados e nao infectados pelo HIV instante pré-
vacina € um meés apos @ VaCINAGAO0. .........cceueueeurumuuiaaaaeeeeaaeeeeeeeeenennnnns
Tabela 16 — Taxa de protecdo de anticorpos contra os antigenos
vacinais H1, H3 e B nos instantes pré-vacina e 1 més apds a
vacinagéo segundo grupo de exposigao ao HIV.........ccccceeviiienennn
Tabela 17 — Numero (%) de individuos protegidos para os antigenos
H1, H3 e B nos instantes pré-vacina e 1 més apds a vacinacgao,

ES1=T0 (U] o [0 TS (o TR

17

27

37

39

40

41

43

43

45

47
51

52

53

54

55



Tabela 18 — Taxa de soroconversdao de anticorpos contra os
antigenos H1, H3 e B nos instantes pré-vacina e 1 més apoés a
vacinagao segundo exposicado ao HIV..........ccccoei i
Tabela 19 — Frequéncia dos agentes virais presentes nos episodios
de infecgao respiratéria segundo infecgdo pelo HIV..........cccceeiee.
Tabela 20 — Distribuigdo do numero de episédios de infeccao
respiratoria segundo infecgao pelo virus HIV.............coooiiiiiiiiiiiiinns
Tabela 21 - Distribuicdo das criangas soropositivas para o HIV
segundo classificagdo clinica/munolégica e numero de vacinas
contra influenza sazonal recebidas em anos anteriores......................
Tabela 22 — Estatistica descritiva dos resultados da determinacéao
quantitativa de Linfocitos TCD4+ e TCD8+ no sangue periférico/mm?
das criangas e adolescentes infectados pelo HIV antes e apds a
8] g F= TRV 7= Vo |  F= T Lo TSRS
Tabela 23 — Estatistica descritiva da carga viral do HIV detectavel
das criangas e adolescentes infectados pelo HIV antes e apés a
0] g F= T V7= Vo |  F= Tz Lo TSR
Tabela 24 — Valores dos titulos médios geométricos de anticorpos
para os antigenos vacinais H1, H3 e B nas criangas e adolescentes
infectados pelo HIV nos instantes pré-vacina e 6 meses apds a
(722 T3 0 =T Lo TR

Tabela 25 — Taxa de protegdo dos anticorpos contra os antigenos
H1, H3 e B das criangas e adolescentes infectados pelo HIV nos
instantes pré-vacina e seis meses apos a
1722163 === Lo 1
Tabela 26 — Valores dos titulos médios geométricos de anticorpos
para os antigenos vacinais H1, H3 e B em criangas e adolescentes
infectados pelo HIV seis meses apds a vacinagdo segundo numero
de vacinas reCcebida...........uuiiii i
Tabela 27 - Valores dos titulos médios geométricos dos anticorpos
para os antigenos vacinais H1, H3 e B em criangas e adolescentes

infectados pelo HIV seis meses apds a vacinagao segundo CD4+ a

56

58

59

60

61

62

62

63

63



17213 === Lo T
Tabela 28 — Valores dos titulos médios geométricos de anticorpos
para os antigenos vacinais H1, H3 e B em criangas e adolescentes
infectados pelo HIV seis meses apds a vacinagado segundo carga
VIral do HIV ...
Tabela 29 — Correlagédo entre os titulos médios geométricos de
anticorpos para os antigenos vacinais H1, H3 e B e numero de
vacinas recebidas, Linfocitos TCD4+ a vacinagao e carga viral do

[ | A= Y= Vo  F= Vo= o SO

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representagdo esquematica do virus da influenza
SAZONAN. .. e
Figura 2 — Taxa de protecédo de anticorpos contra os antigenos H1,
H3 e B nos instantes pré-vacina e 1 més apds vacinagdo nos
infectados pelo HIV ... ... e e
Figura 3 — Taxa de protecédo de anticorpos contra os antigenos H1,
H3 e B nos instantes pré-vacina e 1 més apds vacinagdo nos nao
infectados pelo HIV ... e
Figura 4 — Taxa de soroconversdo de anticorpos contra os

antigenos H1, H3 e B segundo exposicdo ao HIV..........ccccevvvvennnnn.

64

64

65

95

95

57



LISTA DE ABREVIATURAS

AAP American Academy of Pediatrics
BEPA Boletim Epidemioldgico Paulista
CDC Centers for Disease Control and Prevention

CEADIPe Centro de Atendimento da Disciplina de Infectologia Pediatrica

EDTA Etilenodiaminotetracético

HA Hemaglutinina

HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana
IMT Instituto de Medicina Tropical

MDCK Martin Darby Canine Kidney

MS Ministério da Saude

NA Neuraminidase

OMS Organizagao Mundial de Saude

PBS Solugao Salina Tamponada

PCR Reacao em Cadeia da Polimerase
RDE Receptor Destroing Enzime

SBIM Sociedade Brasileira de imunizacdes
T™MG Titulo Médio Geométrico

UHA Unidade Hemaglutinante



RESUMO

MACHADO AA. Imunogenicidade da vacina contra o virus da influenza sazonal em
criangas e adolescentes infectados e nao infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo.

INTRODUCAO: Individuos infectados pelo HIV apresentam maior risco de quadros
graves de infecgéo por influenza sazonal e, portanto, devem receber doses anuais
da vacina contra gripe. No entanto, a capacidade dos individuos responderem as
vacinas com titulos apropriados de anticorpos depende de variaveis como tipo de
antigeno vacinal, idade e grau de comprometimento imunologico no momento da
imunizagao. OBJETIVOS: 1) Avaliar a imunogenicidade da vacina contra influenza
sazonal em 37 pacientes infectados pelo HIV, em comparacdo com 29 individuos
nao infectados pelo HIV 2) Realizar a vigilancia dos episoédios de infecgbes
respiratérias durante o periodo de acompanhamento apdés a vacinagao.
METODOS: Ambos os grupos receberam a vacina contra o virus da influenza
sazonal recomendada para o hemisfério sul em 2008. A resposta de anticorpos
contra os antigenos H1N1, H3N2 e B foi medida em amostras de sangue extraidas
1-2h antes da vacinagao (T0), apos 1 més (T1) e apos 6 meses (T6; apenas no
Grupo HIV). A vigilancia dos sintomas respiratérios foi realizada através de
telefonemas semanais, durante 6 meses apds a vacinagdo. Em individuos
sintomaticos para infecgcoes respiratorios foram coletadas amostras de lavado
nasofaringeo para pesquisa de virus respiratorios por Imunofluorescéncia e PCR:
influenza A e B, parainfluenza 1, 2 e 3, adenovirus, metapneumovirus, virus
sincicial respiratério, rinovirus e coronavirus. RESULTADOS: A idade mediana da
populacao de estudo foi de 12 (10-18) anos. No momento T1, ambos os grupos
mostraram aumento significativo nos TMGs para todos os antigenos. Contudo, o
grupo controle apresentou valores mais elevados para os antigenos A/HIN1 e
A/H3N2 (p = 0,002 e 0,001, respectivamente). Houve maior aumento na
porcentagem de individuos nao infectados pelo HIV com titulos protetores A/H1N1
(96,6%) em comparagao aos infectados pelo HIV (67,6%). No T1 (p=0,004). A
porcentagem de individuos do grupo controle com aumento de quatro vezes ou
mais nos titulos de anticorpos para A/H1N1 e A/H3N2 foram mais elevadas que no
grupo HIV (p = 0,03 e 0,01, respectivamente). Agentes virais foram detectados em
39/60 (65%) dos episodios de infecgdo respiratoria no grupo HIV e em 17/32
(563,1%) no grupo controle. Os virus diagnosticados no grupo HIV e grupo controle
foram respectivamente: adenovirus (8,6%), metapneumovirus (1,2%), rinovirus
(16,8%), coronavirus (14,0 %) e influenza B (0,1%).CONCLUSOES: A vacina
sazonal contra os virus da influenza foram imunogenicas em ambos 0s grupos.
Ocorreram diferenca nas taxas de soroprotegao entre os grupos somente para o
antigeno H1, que foi mais elevadas no grupo controle. O grupo controle também
mostrou valores mais altos nos TMGs para os antigenos H1 e H3 depois da
imunizagdo. Os rinovirus (27,7%) e coronavirus (22,5%) foram os agentes mais
prevalentes identificados no grupo infectado pelo HIV. No grupo controle, os virus
mais frequentes foram os rinovirus (24,2%) e adenovirus (21,2%).



SUMMARY

MACHADO AA. IMMUNOGENICITY OF THE VACCINE AGAINST SEASONAL
INFLUENZA IN HIV-INFECTED AND NON-INFECTED CHILDREN AND
ADOLESCENTS [DISSERTATION]. SAO PAULO: “FACULDADE DE MEDICINA,
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO”; 2010

INTRODUCTION: Individuals infected with HIV are at higher risk for severe cases of
seasonal influenza infection and therefore should receive annual doses of influenza
vaccine. However, the ability to respond to vaccines respond appropriate antibodies
titres depends on variables such as vaccine antigen, age and degree of immune
impairment at immunization. OBJECTIVES: 1)To evaluate the immunogenicity of a
seasonal influenza vaccine in 37 HIV-infected patients (HIV Group), compared to 29
uninfected individuals (Control Group) 2) To carry out a clinical and virological
surveillance of influenza in this population during a follow-up period of six months.
METHODS: Both groups received the vaccine against seasonal influenza virus
recommended for the southern hemisphere in 2008. The antibody response against
the antigens H1N1, H3N2 and B were measured in blood samples drawn at
vaccination (TO), after 30 days (T1) and after 6 months (T6; only for HIV Group).
Antibody titres >1:40 were considered protective against influenza infection A
surveillance of respiratory symptoms was performed weekly by telephone calls for a
post-vaccination follow-up period of 6 months. Samples were collected (nasal wash) if
respiratory symptoms. DFA and real time PCR was used to diagnose influenza A virus
(FLU A) and B (FLU B), respiratory syncytial virus (RSV), parainfluenza virus types 1, 2
and 3 ( Paraflu 1, 2 or 3), adenovirus, coronavirus, rhinovirus, metapneumovirus and
bocavirus. RESULTS: The median age of the study population was 12 (10-18) years.
At TO, there were no significant differences in the antibody geometric mean titres
(GMTs) against all vaccine antigens between groups. One month after vaccination
(T1), both groups showed significant increases in the antibody GMTs for all antigens.
However, healthy controls showed higher values for antigens A/H1N1 and A/H3N2 (p =
0.002 and 0.001, respectively). There was a higher increase in the percentage of HIV-
uninfected subjects with protective A/H1N1 antibodies (96.6%) comparing to HIV-
infected vaccinees (67.6%) at T1 (p = 0.004). The percentage in subjects control group
with a fourfold or greater increase of A/H1IN1 and A/H3N2 antibody titres was higher
than that found in HIV group (p = 0.03 and p = 0.01, respectively. Viral agents were
identified in 39/60 (65%) episodes of respiratory infections in HIV-infected group and in
17/32 episodes (53.1%) from the control group (P=0.273). The virus diagnosed in HIV
group and control group were, respectively: Adenovirus (8;6), Metapneumovirus(1;2)
Rinovirus(16;8), Coronavirus(14 ;0); Influenza B(0;1). CONCLUSIONS: The seasonal
influenza vaccine was immunogenic in both groups. There were differences in
seroprotection rates between groups only for AgH1, which was higher in the control
group. The control group also showed a greater increase in GMTs for H1 and H3
antigens after immunization. Viral agents were identified in respiratory symptoms
during the follow-up: Rhinoviruses (27.7%) and coronavirus (22.5%) were the most
prevalent agents identified in HIV-infected individuals. In the control group, the viruses
most frequently found were rhinoviruses (24.2%) and adenovirus (21.2%).



1 INTRODUGAO

1.1 Virus da Influenza

1.1.1 Caracteristicas gerais

Os virus da Influenza, responsaveis por infecgdes em seres humanos,
estdo classificados na familia Orthomyxoviridae e s&o divididos em 3
diferentes géneros, Influenzavirus A; Influenzavirus B e Influenzavirus C, de
acordo com as diferencas antigénicas em duas de suas proteinas
estruturais, a proteina de matriz (M) e a nucleoproteina (NP) (Wright et al.,
2007; Girard et al., 2005). Sao relevantes para a saude humana os géneros
AeB.

Os Influenzavirus B sé&o responsaveis apenas por infeccbes em seres
humanos, ja os Influenzavirus A podem infectar uma ampla variedade de
animais, como aves domésticas, aves aquaticas, suinos, equinos e
mamiferos marinhos; infec¢gdes pelos Influenzavirus C sao descritas com
menor frequéncia, tanto em humanos como em animais (Girard et al.,2005;
Jofre et al.,2005).

As particulas dos virus da influenza sao esféricas ou filamentosas,
com aproximadamente 100 nm de diametro, compostas por 0,8 a 1% de
RNA; 70% de proteinas; 20% de lipidios e 5 a 8% de carboidratos (Couceiro,
2002). Seu material genético é constituido de RNA de fita simples, com
polaridade negativa, segmentado, sendo os géneros A e B formados por oito

segmentos de RNA e o género C por apenas sete segmentos de RNA,



responsaveis pela codificacdo de diferentes proteinas virais (Tabela 1)
(Couceiro, 2002; Palese et al.,2007).

O genoma viral € envolto por um capsideo protéico e por um envelope
lipidico derivado da célula hospedeira (Couceiro,2002;Palese et al.,2007).
Na superficie dos virus estdo presentes duas glicoproteinas, denominas
Hemaglutinina (HA) e Neuraminidase (NA) que desempenham importante

papel na antigenicidade e patogenia do virus (Figura1) (Palese, et al., 2007).

Tabela 1 - Proteinas codificadas pelos segmentos gendmicos dos virus da

influenza e suas respectivas funcdes

Proteina Funcao

PB2 Endonuclease que funciona como iniciadora da transcricdo do RNA
viral, usando primers fornecidos pela célula hospedeira.

PB1 Continuadora do processo de transcrigéo.

PA Atua na replicagdo do RNA viral.

HA Responsavel pelos processos de adsorcao a receptores celulares e
fusao pH-dependente, nos virus da influenza A e B.

NP Formadora do nucleocapsideo viral.

NA Responsavel pelo processo de clivagem de acidos sialicos,
permitindo a expansao da infecgdo, nos virus da influenza A e B.

M1 Responsavel pelo brotamento.

M2 Canal de protons, responsavel pelo processo de fusao pH-
dependente.
No virus da influenza B, a fungao da proteina M2 é desempenhada
por NB.

NS1 Responsaveis, respectivamente, por processos envolvendo o RNA

e mensageiro e pela exportacao do nucleocapsideo do nucleo para o

NEP citoplasma.

HEF Adsorcao, fusdo e acetil-esterase, presente somente no virus da
influenza C.

(Couceiro, 2002)



Figura | - Representagdo esquematica do virus da influenza sazonal
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Neuraminidase (NA): Glicoproteina de superficie;
Hemaglutinina (HA): Glicoproteina de superficie;

RNA segmentado: Genoma viral;

Envelope lipidico: Revestimento derivado da célula hospedeira;

Capsideo protéico: Envoltério viral protéico.

(http: // micro.magnet.fsu.edu / cells / viruses / influenzavirus. htmi)

Os fragmentos de RNA permanecem no centro, envolvidos por um capsideo
protéico e por um envelope lipidico. Na superficie dos virus estao presentes

as glicoproteinas Hemaglutina (HA) e Neuraminidase (NA).



No género Influenzavirus A séo encontrados diferentes subtipos virais
classificados de acordo com as diferengas genéticas e antigénicas de suas
HA e NA. Atualmente sdo conhecidos dezesseis subtipos de HA (H1 — H16)
e nove subtipos de NA (N1 — N9). Sdo0 comumente encontrados circulando
na populagdo humana os subtipos H1IN1, H1IN2 e H3N2 (Palese et al., 2007;

Girard et al., 2005).

1.1.2 Biossintese viral

A replicagdo dos virus da influenza ocorre no epitélio do trato
respiratorio, onde as particulas virais adsorvem-se as células através da
ligacdo da HA com os residuos de acido sidlico, presentes na superficie
celular (Couceiro, 2002). Apdés a adsorgdo, ocorre a endocitose, com
posterior fusdo entre o envelope viral e a membrana do endossomo,
processo em que atua a proteina M2 que funciona como canal de prétons
(Couceiro, 2002). No interior da célula, o acido nucléico é liberado do
nucleocapsideo e dirigido ao nucleo pelo citoesqueleto, onde penetra pelo
poro nuclear (Couceiro, 2002; Treanor, et al., 2002). No nucleo, ocorrem os
processos de transcricdo e replicacdo do genoma viral, restando aos
ribossomos a tarefa de sintese das proteinas virais (Jofre et al., 2005).

Ap0s a replicagdo do genoma e produgao de proteinas virais, ocorre a
montagem dos novos virus, com posterior langamento pelo processo de
brotamento, resultando na lise das células infectadas (Jofre et al., 2005). A

liberagcdo das particulas virais € favorecida pela glicoproteina NA, que cliva



os residuos de acido sialico da membrana citoplasmatica, liberando os
novos virus e fazendo com que a infeccado se dissemine para as células

vizinhas (Couceiro, 2002).

1.1.3 Historico

Estima-se que o virus da influenza esteja circulando na populagao
humana por muitos séculos, sendo provavelmente responsavel por doencas
respiratorias descritas por Hipdcrates em 412 a.C. (Wright, 2007).

O termo influenza tem sua origem na Idade Média, quando na regido
de Florenga, Italia, pensava-se que os sinais clinicos de febre, tosse e
calafrios ocorriam por influéncia de conjun¢des planetarias (Couceiro, 2002).

O primeiro isolamento do virus da influenza humana ocorreu em 1933,
por Wilson Smith, Christopher Andrewes e Patrick Laidlaw, do Instituto
Nacional de Pesquisas Médicas em Londres, Inglaterra. Esses
pesquisadores realizaram inoculagdes intranasais em animais de laboratorio
(furées), utilizando lavado nasofaringeo de um paciente com sintomas de
infecgao respiratoria. Esses animais apresentaram um quadro semelhante a
infeccdo em seres humanos e transmitiram o virus para os animais das
jaulas vizinhas. Um colaborador do estudo, chamado Charles Stuart-Harris,
foi infectado por um desses animais de experimentagdo e o virus foi
seguidamente isolado desse individuo. Por ser o primeiro virus da influenza
humana isolado, foi chamado de Influenzavirus A. Em 1940, um virus

antigenicamente distinto foi encontrado e posteriormente classificado como



influenzavirus B. Anos mais tarde, em 1947, foi identificado outro género do
virus da influenza denominado, entdo, influenzavirus C (Wright, 2007,

Couceiro, 2002).

1.1.4 Manifestacgoes clinicas

A influenza humana, também chamada de gripe, provoca doenga
respiratoria altamente contagiosa, que apdés um periodo curto de incubacao,
de um a quatro dias, se manifesta por febre geralmente alta, dor de cabecga,
cansago extremo, tosse seca, dor de garganta, coriza, congestdo nasal e
dores musculares. Sintomas gastrointestinais como nausea, vémito e
diarréia, também podem ocorrer, sendo mais freqlientes em criangas que em
adultos (CDC, 2009).

O diagndstico etiologico de infecgdo por influenza é de dificil
conclusao devido as semelhangas das manifestacbes com outras viroses
respiratorias, o que requer confirmacgao laboratorial (Cox et al., 1999).

A transmissdo do virus da gripe ocorre através das secregbes
respiratorias e se dissemina facilmente de pessoa a pessoa. O periodo de
transmissao € de um a dois dias antes do aparecimento dos sintomas até
sete dias depois (CDC, 2006). Pacientes imunodeprimidos e criangas
pequenas transmitem o virus por um tempo mais prolongado (SBIM, 2008).
Criancas que frequentam creches e escolas sdo consideradas as principais
disseminadoras do virus na comunidade e introdutoras do virus nos

domicilios (Glezen, 1986).



Na maioria dos casos e na auséncia de complicacbes, a doenca
evolui em torno de trés a sete dias, podendo persistir a tosse e o mal-estar
por mais de duas semanas (MS, 2008). Contudo, ndo sdo raras as
ocorréncias de complicagbes geradas pela influenza, que anualmente
respondem por um numero elevado de ébitos (Thompson et al., 2003).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), durante os surtos
anuais de influenza, de 5 a 15% da populagao sao afetados por infecgbes
respiratorias, o que resulta na morte de 250 a 500 mil pessoas, anualmente
(OMS, 2008). A gripe é também considerada a maior causa de doengas,
perturbacdes na vida diaria e falta ao trabalho na populacédo de 18 a 64 anos
(SBIM,2008).

As complicagbes geradas pelo virus da influenza podem ser
primarias, relacionadas ao proéprio virus, ou secundarias, relacionadas as
infeccbes bacterianas subsequentes (Girard et al., 2005). O agravamento do
quadro, provocado pelo proprio virus, como a pneumonia viral, € pouco
freqUente, mas apresenta alta letalidade (MS, 2008). J&4 as complicagbes
secundarias sao mais comuns e acontecem principalmente pela sobre
infecgao bacteriana por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae
e Staphylococcus aureus, podendo gerar quadros graves de otite média,

pneumonia, sinusite, asma e bronquiolite. (MS, 2008).

1.1.5 Grupo de risco

Pacientes com imunodeficiéncias, como os individuos infectados pelo

virus da imunodeficiéncia humana e/ou sindrome da imunodeficiéncia



adquirida (HIV/Aids), fazem parte do grupo de risco para maior gravidade da
infecgao por influenza, assim como, idosos maiores de 60 anos de idade e
portadores de doencgas cardiopulmonares (Succi et al., 2006; Foster et al.,
1992; Gorse et al., 1997; MS, 2008).

Existem relatos de maior morbidade e letalidade por agravamento da
doencga preexistente e/ou pneumonia, em pacientes pertencentes ao grupo
de risco para infecgdes por influenza (Succi et al., 2006; Foster et al., 1992;
Gorse et al., 1997 MS, 2008). Alguns estudos demonstram que mais de 80%
dos pacientes portadores de aids, desenvolvem infeccdo pulmonar em
algum estagio da doenga (Andiman, et al.,1998). Criancgas infectadas pelo
HIV tém uma elevada susceptibilidade para infeccbes respiratorias virais e
bacterianas, com casos de infeccdes persistentes pelo virus da influenza

(Andiman et al.,1998; Englund et al.,1998).

1.1.6 Epidemiologia do virus da influenza

1.1.6.1 Surtos de gripe na populagao humana

A ocorréncia de repetidas epidemias do virus da influenza na
populacdo humana é resultado de variagbes antigénicas que ocorrem
principalmente nas glicoproteinas de superficie do virus (HA e NA). Essas
alteracdes permitem aos virus escaparem da neutralizagao pelos anticorpos,
tornando os individuos susceptiveis apesar de infecgbes anteriores (Cox et

al., 1999; Murphy et al., 1996).



Essas variagdes antigénicas ocorrem de duas formas principais. A
primeira delas é chamada de mutagao antigénica menor (antigenic drift) e
atinge principalmente os géneros A e B. Ocorre pelo acumulo de mutagdes
pontuais nos genes que codificam as moléculas de HA e NA, resultando em
novas cepas virais, contra as quais existe pouca ou nenhuma imunidade
prévia na populacao (Girard et al.,2005). Esse processo ocorre como parte
da evolugao continua dos virus da gripe (Cox et al., 1999).

O segundo tipo de variagdo, conhecida como mutagdo antigénica
maior (antigenic shift), ocorre somente nos virus pertencentes ao género A.
E definida como o surgimento na populacdo humana de um novo virus da
influenza, contendo uma molécula de HA e/ou NA completamente nova.
Esse processo ocorre devido a natureza segmentada do virus que de forma
repentina pode adquirir novos genes de outros virus da influenza. Acredita-
se que esse processo ocorra mais frequentemente em porcos, uma vez que
esses animais possuem a capacidade de se co-infectarem com cepas de
distintas espécies de forma simultanea, permitindo a reorganizagao genética
e a geragao de um novo subtipo viral (Moorman,2003; Zambon,2001; Girard
et al.,2005). Se o virus recombinante infectar a populagdo humana e se
disseminar de pessoa a pessoa de modo eficiente, uma nova epidemia

mundial pode acontecer (Lipatov et al., 2004).

1.1.6.2 Epidemias mundiais provocadas pelo virus da influenza

Trés pandemias de influenza assolaram o século XX. Em 1918, o
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virus H1N1 foi o causador da chamada “gripe espanhola”. No ano de 1957,
emergiu a “gripe asiatica”, provocada pelo virus H2N2. Em 1968, o virus
H3N2 foi o responsavel pela “gripe de Hong Kong”. Todas as epidemias se
alastraram rapidamente pelo mundo, mas a de 1918 foi a que mais dizimou
a populacdo mundial, sendo responsavel pela morte de 20 a 50 milhdes de
pessoas (Palese, 2007; Cox et al.,2003).

No comeco deste século, no ano de 2003, foi identificado um novo
virus da influenza (H5N1), com uma glicoproteina (HA) de um virus aviario,
apresentando mortalidade elevada e potencial pandémico (CDC, 2004).
Contudo, foram escassos os relatos a respeito da transmissao de pessoa a
pessoa, sugerindo que o virus ainda ndo se adaptou a espécie humana.
Mundialmente esforcos foram realizados no intuito de conter uma possivel
pandemia (BEPA, 2005).

No ano de 2009, um virus completamente novo surgiu no México e
ameacou a populacdo mundial. Apesar dos arduos esforcos para reter a
propagacéao do virus, no dia 11 de junho de 2009, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), declarou Pandemia de “Gripe A” (H1N1). A primeira epidemia
mundial de gripe em quarenta e um anos (OMS, 2009).

Segundo a OMS, a “gripe A” comegou como “gripe suina”, porém o
virus ganhou capacidade de passar de pessoa a pessoa e assim de pais
para pais. Na data da declaracdo da pandemia, o virus ja tinha atingido a
propor¢ao de 30.000 casos em 74 paises (OMS, 2009).

A pandemia de “gripe A” foi considerada um evento sem precedentes

na histéria da virologia moderna. O aparecimento do virus da influenza
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A/H1N1 de 2009 ndo se encaixa na definicdo classica de um novo subtipo
viral (antigenic shift) para o qual a populagdo ndo tem experiéncia de
infecgao previa, pois desde 1977, cepas do virus H1N1sazonal estdo em
circulagao na populagdo humana. No entanto, o virus também nao pode ser
classificado como mutacdo antigénica menor (antigenic drift), porque nao
tem relagdo evolutiva direta com o virus sazonal H1N1 de origem humana

(Smith et al., 2009).

1.1.7 Sazonalidade do virus da influenza

Em paises de clima temperado e no Sul e Sudeste do Brasil, as
epidemias provocadas pelo virus da influenza acontecem nos meses de
inverno (De Paiva et al., 2001; Cintra et al., 2005). No entanto, nos locais
com climas tropicais, podem acontecer em qualquer época do ano e as
vezes, mais que uma vez por ano, podendo estar associadas as estacdes
chuvosas (Arruda et al., 1999).

Alonso et al, em seu trabalho sobre os padrées sazonais da gripe no
Brasil, sugere que as forcas ambientais, como temperatura e umidade,
desempenham importante papel na conducédo do calendario da epidemia de
gripe no pais, superando os fatores populacionais como densidade e trafego

de viajantes (Alonso et al., 2007).

1.1.8 Medidas de prevengao
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1.1.8.1 Vacinagao

A vacinacgao anual contra os virus da influenza sazonal, constitui-se
medida eficaz e de grande impacto epidemiolégico na redugao de doengas

respiratorias, seja da gripe ou de suas complicagdes (Farhat et al., 2002).

1.1.8.1.1 Eficacia

A eficacia da vacina varia em fungao da idade, do estado imunoldgico
do individuo e da similaridade entre as cepas vacinais e circulantes. Quando
as cepas contidas nas vacinas sao antigenicamente similares as que estao
circulando, a porcentagem de prevengao da enfermidade varia entre 70 a

90% dos individuos saudaveis (Jofre et al.,2005).

1.1.8.1.2 Imunogenicidade

Os valores de imunogenicidade proporcionada pela vacina inativada
contra os virus da influenza tem relagdo diretamente proporcional a idade
(Neuzil, et al., 2002). Em criangas menores de 6 anos, aproximadamente 40
a 80% apresentam soroconversado apds uma dose da vacina, enquanto que,
nas criangas maiores de 6 anos, a taxa de soroconversao eleva-se para 70 a
100% (Clover et al.,1991; Gruber et al.,1990).

De acordo com os critérios publicados pelo Comité Europeu para
Proprietarios de Produtos Medicinais (CPMP), para que uma vacina contra
os virus da influenza A e B seja licenciada, € necessario que 0s seguintes

parametros sejam respeitados: para individuos entre 18 a 60 anos de idade,
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a taxa de soroconversao deve ser maior que 40% e a taxa de prote¢do maior
que 70%. Para individuos acima de 60 anos, a taxa de soroconversao deve
ser maior que 30% e a taxa de protegcao maior que 60% (CEC,1997)

Ndo existem pardmetros pré-estipulados para individuos
imunodeprimidos, porém, diversos autores ja demonstraram que a
concentracdo de anticorpos contra os virus influenza, apds a vacinacao,
nessa populacdo € inferior quando comparada com individuos saudaveis
(Vigano, et al., 2008; Montoya et al.,2007; Amendola et al., 2001).

A concentragao de anticorpos protetores € alcancada depois de dez a
quatorze dias da vacinagao, com a produg¢ao de anticorpos séricos e locais,
frente aos subtipos de HA e NA presentes nos virus vacinais (Jofre et al.,

2005).

1.1.8.1.3 Tipos de vacinas

As vacinas contra a gripe disponiveis atualmente sdo compostas por
virus inativados (completos, particulados ou antigenos virais purificados) e

virus vivos atenuados ou virossomais (Tabela 2).

1.1.8.1.3.1 Vacinas de virus inativado

As vacinas inativadas, de uso parental, sdo as mais empregadas
mundialmente. No inicio eram elaboradas com virus completo inativado,
posteriormente passaram a ser desenvolvidas com fragmentos do virus,
chamadas de vacinas particuladas ou split vaccines, ou com antigenos

purificados, conhecidas como vacinas de subunidade (Jofre et al., 2005).
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As vacinas compostas por virus inteiros apresentam boa
imunogenicidade, porém com maior reatogenicidade, especialmente a
ocorréncia de febre em criancas, ndo sendo indicada para essa faixa etaria.
(Cintra et al., 2000). As vacinas fracionadas, seja a particulada ou a
subunitaria, apresentam bom perfil de seguranca, sendo a primeira mais

imunogénica que a segunda (Ruben, 2004).

1.1.8.1.3.2 Vacina de virus vivo atenuado

A vacina de virus vivo atenuado foi elaborada para a administracao
intranasal, com uma cepa de influenza adaptada ao frio, com capacidade de
se replicar efetivamente a temperatura de 25°C e de restringir sua replicagao
a temperatura de 37°C, o que limita sua replicagdo no trato respiratério
inferior (Wright et al.,2007; Jofre et al., 2005).

A vacina atenuada contra o virus da influenza tem se revelado segura,
imunogénica e eficaz, porém sua administragcdo ndo € recomendada para
criangcas pequenas, idosos e pacientes com imunosupressao, tendo como
publico alvo apenas a faixa etaria de 5 a 49 anos (Piedra et al., 2005; Bergen
et al.,2004;Wright et al.,2007).

As vantagens desta vacina se comparada com as vacinas inativadas,
diz respeito a possibilidade de gerar uma resposta imune mais ampla, tanto
da mucosa respiratéria como sistémica, além de ter melhor aceitacdo devido

ao uso nao injetavel (Jofre et al., 2005).



1.1.8.1.3.3 Vacinas virossomais
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As vacinas virossomais s&o vacinas inativadas nas quais os antigenos

de superficie dos virus da influenza, HA e NA, s&o incorporadas a vesiculas

lipidicas, com fungéo coadjuvante (Huckried at al.,2005).

Esta disponivel uma formulacdo desde o ano de 1997, que tem

demonstrado alta imunidade e seguranga (Herzog et al., 2002; Kanra et

al.,2004).

Tabela 2 - Vacinas contra os virus da influenza disponiveis atualmente

Tipo de

Esquemas/

Vacina virus Composicao Indicagoes Via Doses

Virus inteiros  inativados Virus inteiros Acima de 12 1 dose IM 0,5mL
inativados anos

Fragmentado Inativado  Virus Apartirde6 1ou?2 0,25mL

(Split) fragmentados meses doses* IM (6 a 36m)
(HA,NA e 0,5mL
capsula) (>3 anos)

Subunitaria Inativado HA e NA A partirde6 1ou?2 _
isoladas meses doses

Virossomal Inativado HA e NA A partirde 6 1 dose IM 0,25mL
adsorvidos a meses (6 a 36m)
particula 0,5mL
virossomal (>3anos)

Virus vivo Atenuado  Virus inteiros 5a49anos 1ou?2 0,5mL
atenuados e saudaveis doses nasal

adaptados ao
frio

HA = Hemaglutinina; NA = Neuraminidase; IM = Intramuscular

* 6 meses a 9 anos: duas doses quando do primeiro ano de imunizagao.

(Fonte: Cintra et.al, 2006)
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1.1.9 Rede de vigilancia

A OMS coordena centros de vigilancia epidemiolégica da gripe em
varias partes do mundo, envolvendo atualmente cerca de 110 laboratérios
em 80 paises, 0s quais sistematicamente coletam amostras de secre¢des de
nasofaringe de pacientes acometidos pela gripe e enviam o material para
centros de referéncia mundial de influenza, que sido responsaveis pela
identificacdo completa do virus, com sua caracterizagdo antigénica
detalhada (Cintra et a.l, 2006).

Com base nas analises realizadas pelos centros de referéncia, é
determinada a composi¢gdo da vacina contra a gripe para os laboratérios
farmacéuticos, cuja recomendagcdo € enviada anualmente aos paises
membros da rede de vigilancia (BEPA, 2005).

No Brasil, a Fundagdo Oswaldo Cruz, o Instituto Adolfo Lutz e o
Instituto Evandro Chagas, sao as instituicbes governamentais responsaveis

pela vigilancia epidemiologica do pais (SBIM,2008)

1.1.10 Vacinagao contra os virus da influenza no Brasil

As vacinas inativadas sdo as Uunicas licenciadas no Brasil para
programas de prevengao contra os virus da influenza ( Tabela 2 ).

Estas vacinas sdo compostas por dois tipos de influenza A e
um B, de acordo com as recomendagdes da OMS, que a partir da

rede de vigilancia, faz a averiguagdo dos virus circulantes nos ultimos
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dozes meses e recomenda as cepas que devem entrar nha composicao

da vacina para cada hemisfério (SBIM,2008 ).

Em 2008, a formulagdo recomendada para o hemisfério Sul foi:

A/Solomon Islands/3/2006 (H1N1) — like virus; A/Brisbane/10/2007 (H3N2) —

like virus e B/ Floridal/4/2006 — like virus (SBIM, 2008).

Tabela 3: Vacinas contra os virus da influenza disponiveis no Brasil

Vacina Tipo de virus Composicao Apresentagées Laboratério
Vacina de Inativado Virus Frasco Sanofi-
virus inativado fragmentado multidose Pasteur
contra gripe (HA,NA e Monodose em
capsula) seringa, adulto
(0,5mL) e
pediatrico
(0,25mL)
Vacina de Inativado Virus Frasco-ampola  Glaxo Smith-
virus inativado fragmentado 0,5mL Kline
contra gripe (HA, NA e
capsula)
Vacina de Inativado Virus Frasco-ampola CSL
virus inativado fragmentado 0,5mL Australia
contra gripe (HA, NA e
capsula)
Vacina de Inativado HA e NA Frasco-ampola Berna
virus inativado adsorvidos a de 0,5mL
contra gripe particula
virossomal
Vacina de Inativado Virus Frasco-ampola Instituto
virus inativado fragmentado de 0,5mL Butanta
contra gripe (HA, NA e
capsula)

Legenda: HA = Hemaglutinina; NA= Neuraminidade

(Adaptada de Cintra et.al, 2006)
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1.2 HIV/aids e o virus da influenza

1.2.1 HiV/aids

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o agente etioldgico da
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) (Wigg, 2002). Este virus tem a
capacidade de destruir as células do sistema imunolégico, preferencialmente
células T CD4+ e macréfagos, reduzindo progressivamente a capacidade do
organismo de combater infecgbes (CDC,2004).

A evolugdo da doenca €& caracterizada pela elevada taxa de
replicacdo viral, que resulta na emergéncia de variantes virais mais
virulentas (Wigg, 2002). A infeccao pelo HIV é atualmente avaliada pela
contagem do numero de células CD4+, pela quantidade de particulas virais
no sangue e pelos sintomas clinicos (Wigg, 2002).

Nem todas as pessoas apresentam todos os estagios da doenga, e o
tempo entre a infeccado e a manifestagcdo dos diferentes quadros clinicos
pode variar, dependendo do individuo e de sua faixa etaria (Wigg, 2002)

Em adultos, o curso natural da infecgdo pelo HIV normalmente evolui
no periodo de alguns anos. Neste tempo pode ser observada uma queda
consideravel das células TCD4+ e um aumento abrupto da carga viral (Fauci
et al.,2003).

O curso da infecgao pelo HIV em criancas pode ocorrer de forma mais
rapida que nos adultos. Isso acontece devido as altas taxas de replicagao

viral persistente, que refletem a imaturidade do sistema imune, bem como a
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maior suscetibilidade de certos tipos celulares a infec¢ao pelo HIV (Burns et
al.,1999).

As principais formas de transmissdo do HIV s&o: sanguinea,
principalmente em usuarios de drogas injetaveis; sexual, através de relagdes
hetero ou homossexuais; e vertical, onde a mae pode transmitir o virus para
o filho durante a gestacgéao, parto ou aleitamento (Wigg, 2002).

A partir da segunda metade da década de 1990, importantes avangos
no cuidado de pacientes infectados pelo HIV levaram a mudancas na
progressao clinica da doenga, resultando em menor morbidade e
mortalidade. A melhor compreensao sobre a dinamica do HIV e o
desenvolvimento de novas classes de medicamentos propiciou a
reformulacédo na terapéutica antirretroviral (TARV), resultando no tratamento
combinado com trés ou mais drogas (MS, 2004).

Apesar dos beneficios oferecidos pelas drogas antirretrovirais, seu
uso deve ser criterioso, pois podem incorrer no risco da inducdo de
resisténcia e, consequentemente, no esgotamento precoce do arsenal
terapéutico disponivel. Além disso, efeitos adversos importantes e
frequentes ja estdo bem caracterizados (MS, 2004).

No ano de 2008, existiam em média 33,4 milhdes de pessoas
infectadas com HIV no mundo, sendo 31,3 milhdes de adultos e 2,1 milhdes
de criancas menores de 15 anos. Foram relatados neste mesmo ano 2,0
milhdes de mortes relacionadas a aids, sendo 1,7 milhdes de adultos e 280

mil criangas menores e 15 anos (UNAIDS, 2009).
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No Brasil, ja foram notificados 544.846 novos casos de aids, desde a
primeira notificacdo em 1980 até junho de 2009. No ano de 2009, 13.658
novos casos foram relatados, deste total, 13.152 adultos na faixa etaria de
20 a 60 anos ou mais e 506 criangas e jovens entre 0 a 19 anos. Em 2009

foram totalizados 11 523 débitos por aids no pais (MS, 2009).

1.2.2 Infecgdes por influenza em individuos com HIV/aids

Os individuos infectados pelo HIV sdo considerados mais vulneraveis
as infeccbes pelo virus da influenza sazonal, podendo apresentar
prolongada replicagao viral, longa duragdo dos sintomas de gripe e elevada
taxa de mortalidade influenza-relacionada (Zanetti et al., 2002).

Nos periodos de maior circulagcdo do virus da influenza, sao
constatadas elevagcbes consideraveis no numero de internagdes de
pacientes com HIV, bem como maior risco de morte por complicacdes
decorrentes da gripe (CDC, 2004).

Diante disso, desde o inicio da década de 1990, os guias nacionais e
internacionais de imunizagao, recomendam a vacinagao anual contra o virus
da influenza em pacientes infectados pelo HIV, sendo classificados como
membros do grupo prioritario para o procedimento (Bridges et al., 2001; MS,

1999-2000).
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1.2.3 Desempenho da vacinagao contra influenza em pacientes HIV/aids

Em pacientes com HIV, a protecido oferecida pela imunizagdo contra
os virus da influenza permanece pouco definida (Atashili et al., 2006). Ainda
existem questionamentos quanto a seguranga deste procedimento nesta
populagdo, uma vez que, aumentos transitorios da carga viral do HIV pos-
vacinagédo ja foram evidenciados em alguns estudos (Fine et al., 2001;
Vigano et al.,1998). Embora o significado clinico deste fenbmeno n&o esteja
esclarecido. Aléem disso, o efeito da vacina contra a gripe pode ser
comprometida pela resposta reduzida de anticorpos observada em alguns
individuos com HIV (Fine et al., 2001; Kroon et al., 1994; Jackson et al.,
1997). Contudo, o Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC), dos
EUA e o Ministério da Saude (MS), do Brasil, mantém a recomendacéo para
vacinagado anual contra a influenza nestes individuos (Bridges et al., 2001;
MS, 1999-2000). Esta recomendacéo é fortalecida pela observacdo de uma
maior susceptibilidade desses pacientes as infec¢des pelo virus da influenza

sazonal (Zanetti et al., 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

Individuos infectados pelo HIV fazem parte do grupo de maior
vulnerabilidade para as formas graves de infecgao por influenza e, portanto,
devem receber doses anuais de vacina contra a gripe (Succi et al., 2006). No
entanto, a capacidade desses individuos de responderem as vacinas com
titulos adequados e protetores depende do grau de comprometimento
imunolégico no momento da imunizagdo. Desta forma, portadores do HIV,
devem ser considerados possivelmente suscetiveis mesmo se
adequadamente vacinados (AAP, 2003). Atendo-se a esta questdo, e
levando em conta a escassez de dados na literatura, este estudo visou
acompanhar um grupo de criangas e adolescentes infectadas e nao
infectados pelo HIV, vacinados contra o virus da influenza sazonal no ano de
2008, no intuito de avaliar a imunogenicidade da vacina, bem como o grau

de comprometimento gerado pelos possiveis episédios de gripe.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a imunogenicidade da vacina contra os virus da
influenza sazonal, indicada para o ano de 2008, em criangas e

adolescentes infectados e n&o infectados pelo HIV.

Realizar a vigilancia dos epidddios de infecgdo respiratéria nos
individuos infectados e nao infectados pelo HIV, para os virus
da influenza A e B; virus sincicial respiratério; parainfluenza 1,
2 e 3; adenovirus; rinovirus, metapneumovirus, coronavirus e

bocavirus.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo longitudinal com um grupo de 37 criangas ou
adolescentes (8 - 18 anos) infectados pelo HIV, acompanhados no Centro de
Atendimento da Disciplina de Infectologia Pediatrica da Escola Paulista de
Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo (CEADIPe — EPM -
UNIFESP), com indicagédo para a vacinagdo contra o virus da influenza
sazonal no ano de 2008. Também foram recrutadas 29 criangas ou
adolescentes saudaveis (9 -15 anos), alunos da Unidade Escolar Marina
Cintra, situada no municipio de Sao Paulo e pertencente a Rede Publica de
Ensino do Estado de Sao Paulo, com disponibilidade para vacinagao contra
o virus da influenza no ano de 2008.

O calculo amostral foi realizado com o programa Eplnfo 6, levando em
consideragao uma resposta vacinal de 85% nas criangcas e adolescentes
saudaveis e de 45 a 50% nas criangas a adolescentes infectados pelo HIV,
resultando em um numero previsto de 26 a 32 individuos em cada grupo.

Ap6s a imunizagdo, os pacientes e grupo controle foram

acompanhados longitudinalmente durante um periodo de 24 semanas.

4.2 Critérios de inclusao do grupo HIV

Os pacientes foram selecionados com base nos seguintes critérios de
inclusao:
1. Comprovadamente infectados pelo HIV, segundo os critérios para o

diagndstico do Ministério da Saude;
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2. Em uso de esquemas terapéuticos anti-retrovirais ha mais de trés meses,
com condigdes clinicas e imunoldgicas estaveis;
3. Com disponibilidade para retornar ao centro de atendimento quando

solicitado.

4.3 Critérios de exclusao do grupo HIV

Foram excluidos do estudo os pacientes que se encontrava em
algumas das situagdes abaixo relacionadas:
1. Uso prolongado (acima de 30 dias) de corticoterapia nos ultimos seis
meses;
2. Em vigéncia de alguma infec¢ao oportunista ativa;
3. Possuir alguma doenga que impega a realizagéo das coletas de materiais
e vacina.

4. Nao estar em acompanhamento médico regular nos ultimos seis meses.

4.4 Critérios de inclusao do grupo controle

Apés convite enviado aos pais e alunos da Unidade Escolar Marina
Cintra, as criangcas e adolescentes foram selecionados com base nos
seguintes critérios de inclusao:

1. Com disponibilidade para coleta de materiais quando solicitado;
2. Comprovadamente nao infectados pelo HIV, segundo os critérios para o

diagndstico do Ministério da Saude;
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4.5 Critérios de exclusao do grupo controle

Foram excluidos do estudo os individuos que se encontravam na
situacao abaixo relacionada:
1. Faixa etaria inferior a oito anos, devido a necessidade de duas doses da

vacina contra influenza sazonal.

4.6 Termo de consentimento livre e esclarecido

O termo de consentimento livre e esclarecido dos pais ou
responsaveis legais pelas criangas ou adolescentes, foi obtido por um
profissional de saude envolvido na pesquisa, apdés esclarecimento dos

detalhes da mesma.

4.7 Aprovacdo pelos Comités de Etica em Pesquisa com seres

humanos

O estudo foi submetido e aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa com seres humanos da Escola Paulista de Medicina da
Universidade Federal de Sdo Paulo (N° 0202/08) e Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (N° 1287/09, registro 4677). Sendo também

registrado na Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (N° 307702).
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4.8 Imunizagao

Os pacientes infectados pelo HIV, bem como o grupo controle, foram
imunizados com uma solugdo injetavel de 0,5mL, produzida pela Sanofi
Pasteur®, contendo diferentes cepas dos virus da influenza, fragmentados e
purificados, de acordo com as recomendagdes da Organizagdo Mundial da
Saude para a temporada de 2008 do hemisfério sul (Tabela 4).

O procedimento foi realizado entre os dias 15 de maio a 10 de julho

de 2008.

Tabela 4 - Cepas de Myxovirus influenza, propagados em ovos embrionados
de galinha, presentes na vacina contra os virus da influenza do ano de 2008

para o hemisfério sul

Composicao Quantidade

A/Solomon Islands/3/2006 (H1N1) 15ug de Hemaglutinina.

A/Brisbane/10/2007 (H3N2). 15ug de Hemaglutinina
B/Florida/4/2006 15ug de Hemaglutinina
Formaldeido >30mcg.

Solugao tampao 0,5ml.

4.9 Acompanhamento

4.9.1 Pacientes infectados pelo HIV

Consultas médicas foram agendadas, com intervalos de 30 dias poés-

vacinagao, para avaliacido clinica e coleta de materiais. Os mesmos foram
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alertados para comparecerem ao centro de atendimento, caso
apresentassem sintomas de infecgcdo respiratoria nos intervalos das
consultas agendadas, para realizacdo de coleta de materiais e avaliagao
clinica. Os participantes também foram contatados semanalmente por via
telefénica, como procedimento de busca ativa de sintomaticos respiratorios

no periodo entre as consultas agendadas.

4.9.2 Grupo controle

As criangas ou adolescentes saudaveis pertencentes ao grupo
controle foram acompanhados semanalmente através de visitas a unidade
escolar, em busca de sintomaticos para infeccdo respiratéria e coleta de

materiais.

4.10 Definicao de caso de infecgao respiratoéria

Infeccdes respiratérias foram definidas pela presencga de dois ou mais
sinais e sintomas como tosse, coriza, obstrucado nasal, falta de ar, chiado no

peito (sibilos), acompanhados ou nao de febre (T>/= 37° °C).

4.11 Coleta e processamento dos materiais

4.11.1 Sangue

Aproximadamente 5ml de sangue total foram coletados dos pacientes

infectados pelo HIV, 1-2 horas antes da aplicacdo da vacina, 30 e 60 dias
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ap6s sua administragdo. No grupo controle, os 5ml de sangue foram
colhidos 1-2 horas antes da aplicacdo da vacina e apenas 30 dias apos sua
administragado. Apos o acondicionamento em tubos contendo anticoagulante
etilenodiaminotetracético (EDTA), o material foi imediatamente encaminhado
ao Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da Universidade
de Sao Paulo (LIM52 — IMT - USP) para seu processamento, obedecendo as

regras de bioseguranca.

4.11.2 Inibicao da Hemaglutinagao

Amostras de soro, cerca de 1mL, foram separadas do sangue total
por centrifugagdo, acondicionadas em microtubos e estocadas em freezer —
20°C para posterior realizagcédo do teste de Inibicdo da Hemaglutinagao (Hist,
1941; Salk, 1944).

Durante a realizagao do teste, as amostras de cada paciente, pré e
pos-vacinagao, foram avaliadas simultaneamente, para cada cepa vacinal

(virus da influenza A H1N1 e H3N2 e virus da influenza B).

4.11.2.1 Cultura de células

Os virus da influenza A e B foram cultivados em células Martin Darby
Canine Kidney (MDCK) de linhagem estabelecida, originada de rim de
cachorro, mantidas e subcultivadas em meio Eagle (MEM), adicionado de

10% de soro fetal bovino e antibiético (100U de Penicilina G potassica,
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100ug de Estreptomicina e 2ug de Anfotericina B por ml). Os subcultivos
foram feitos num intervalo de 3 a 4 dias. O meio de cultivo foi desprezado, a
monocamada celular foi lavada com PBS para retirada de residuos de soro
fetal bovino. Em seguida foram adicionados 10 ml de solugdo de tripsina a
0,2% e EDTA a 0,02%, mantendo as garrafas em temperatura ambiente.
Quando a camada de células comecou a se desprender, a solugdo de
tripsina foi removida e as garrafas mantidas em 37°C até o desprendimento
total das células. Uma suspensao de células contendo trés vezes o volume
inicial de meio nutriente foi preparado e posteriormente distribuido em
garrafas retangulares com aproximadamente 42 cm? de area util (20ml por

garrafa) e incubada a 37°C.

4.11.2.2 Cultivo dos virus

O meio de crescimento das garrafas foi desprezado e a monocamada
celular lavada com PBS por duas vezes. Foram inoculadas as suspensdes
virais (influenza H1N1, H3N2 e B) em garrafas individualizadas, contendo
0,1% de tripsina. Estas foram incubadas a 33°C por 60 minutos. Em seguida
foi adicionado o meio de manutencédo Eagle (MEM) suprimido do soro fetal
bovino. As garrafas foram mantidas em 33°C por 48 a 72 horas e
observadas diariamente ao microscépio, para verificagao do efeito citopatico.

Foram colhidas aliquotas do sobrenadante para realizacdo da
titulacdo por hemaglutinagdo, com o intuito de confirmar a presenca e

poténcia dos virus. Se o titulo fosse maior ou igual a 4 Unidades
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Hemaglutinantes (UHA), as garrafas eram congeladas por 24horas a -70°C.
A seguir, congeladas e descongeladas por 3 vezes, para rompimento das
células e liberagao dos virus. A suspensao de células foi centrifugada a 1200
Gs durante 10 minutos em 4°C. O sobrenadante foi distribuido em aliquotas
de 500ul e estocadas a 70°C, até o uso.
Os virus utilizados foram:
v A/Solomon Islands/3/2006 (H1N1);
v A/Brisbane/10/2007 (H3N2);

v" B/Florida/4/2006.

4.11.2.3 Preparacao das hemacias

Hemacias de peru foram colhidas por pungdo venosa no biotério do
Instituto de Medicina Tropical da USP e misturadas rapidamente com igual
volume de solugédo de Alsever. A seguir foi feito uma filtragem em gaze e
conservado a 4°C. Posteriormente, as hemacias foram lavadas 3 vezes com
PBS, através de centrifugagbes sucessivas a 900Gs por 5 minutos. Por
ultimo foi feita uma centrifugagcdo a 900Gs por 10 minutos e preparada uma

suspensao 0,5% de hemacias.

4.11.2.4 Titulagao dos antigenos

A titulacao foi feita em duplicata, por meio de placas de microtitulagao.

Na primeira fileira foram colocados 100ul de antigeno, nas demais fileiras
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50ul de PBS. Com uma micropipeta multicanal foram transferidos 50ul para
0 segundo orificio e assim uma diluicdo seriada em multiplos de dois. Foram
adicionados em todos os orificios 50ul de hemacias a 0,5%. A placa foi
agitada por um minuto e mantida em temperatura ambiente por 30 minutos.
O controle das hemacias foi realizado usando apenas o diluente PBS e as
hemacias a 0,5%, sem a presenca dos antigenos.

A maior diluicdo do antigeno que apresentou hemaglutinagao total foi
considerada como 1UHA. No momento da reagdao de inibicdo da
hemaglutinagdo, a diluigdo de uso foi calculada para ter 8UHA em 50ul.
Todos os dias o antigeno era titulado para calculo da diluigdo de uso na
reacao e re-titulado durante a reacao para confirmar o titulo e ter a certeza
de que a quantidade de virus estava correta. O antigeno foi mantido durante

toda a execucdo da reagao em banho de gelo.

4.11.2.5 Tratamento do soro

Para destruicdo dos inibidores inespecificos, foi utilizada a enzima
receptor destroying enzime (RDE) do Vibrio cholerae. Inicialmente foi feito a
reconstituicdo do RDE adicionando ao frasco 20ml de solugao fisioldgica
0,85%. Foram feitas aliquotas e armazenadas a -20°C.

Em tubos 12x74mm foram adicionados 50ul de soro e 150ul de RDE,
ou seja, uma dilui¢cdo inicial do soro a 1/4. Os tubos foram agitados e
incubados em banho-maria a 37°C por 18 horas. Decorrido esse tempo os

tubos foram transferidos para banho-maria a 56°C e incubados por 30
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minutos, para inativacdo do RDE. A seguir 300ul de solugao fisiolégica
0,85% foi adicionado ao tubo. Os soros, apds esse procedimento, foram
considerados como diluidos a 1/10. Posteriormente todos os soros foram
testados para comprovacdo da destruicdo dos inibidores inespecificos.
Foram adicionados 25ul de soro tratado a 25ul de PBS e 50ul de hemacias e
incubados a 30 minutos em temperatura ambiente. A presenca do “botao” de

hemacias confirmou a remoc¢ao dos inibidores. Os soros foram estocados a -

20°C até o momento da execuc&o da reag3o.

4.11.2.6 Execucao da reacao de inibicao da hemaglutinagao

A reacdo de inibicdo da hemaglutinacéo foi feita em placas para
microtitulagao, utilizando o PBS como diluente. A partir do segundo orificio
foi acrescido 25ul de PBS. No primeiro e segundo orificio foi colocado 25l
do soro tratado a 1/10. Utilizando micropipeta multicanal foi procedida a
diluicdo do soro. Apdés homogeneizagdo, 25ul do segundo orificio foi
transferido para o terceiro e assim sucessivamente até o ultimo orificio. Em
seguida foram adicionados 25ul de antigeno. A placa foi agitada por 1
minuto e mantida em temperatura ambiente por 15 minutos. Apos esse
tempo foram adicionados 50ul de hemacias, novamente agitada por 1
minuto e mantida em temperatura ambiente por 30 minutos. A leitura foi
realizada.

Os titulos de anticorpos pela reagao de inibicdo da hemaglutinagéao

(1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, até 1:1280) foram expressos como as
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reciprocas das diluicdes séricas mais elevadas que inibiram a ac¢ao da
hemaglutinagdo, ou seja, a completa inibicdo da aglutinagido das hemacias

testadas por uma concentragédo padrao de antigenos virais.

4.11.2.7 Determinagao dos Titulos Médios Geométricos, Taxa de

Soroprotegao e Soroconversao

Para avaliagdo da resposta vacinal, foram utilizando os seguintes
critérios (Brydak et al., 2003; Cavdar et al., 2003; Belshe at al., 2004):

1. Titulos Médios Geométricos (TMG): Determinagdo do antilog da
média dos logaritmos dos titulos de anticorpos anti-hemaglutinina
antes e apos a vacinagao.

2. Taxa de Protecao: Propor¢ao de individuos com titulos de anticorpos
anti-hemaglutininas > 1:40 apds a vacinagao

3. Taxa de Soroconversao: Proporcédo de individuos com o aumento de
pelo menos 4 vezes nos titulos de anticorpos anti-hemaglutinina apos

a vacinacgao.

4.11.3 ELISA

Aliquotas de 100ul das primeiras amostras de soro das criangas e
adolescentes pertencentes ao grupo controle foram utilizadas para
realizagdo do teste imunoenzimatico ELISA para HIV Ag/Ab 4 geragio

Biomerieux®, de acordo com as instrucdes do fabricante.
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4.11.4 Lavado de nasofaringe

Foram coletadas amostras de lavado de nasofaringe dos participantes
do estudo, sintomaticos para infeccao respiratoria.

Com o individuo sentado, o pescogo 45° para tras e fazendo uma
inspiracdo profunda, solicitou-se que segurasse a respiragao e elevasse o
palato ou tentasse realizar uma deglutigdo parcial a fim de fechar a cavidade
nasofaringea, consequentemente melhorando a habilidade para manter o
fluido na cavidade nasal. Uma seringa ou pipeta de poliestireno com 10ml de
soro fisiologico estéril 0,9%, foi utilizada para instilar 5ml em cada narina. O
fluido foi mantido nas cavidades nasais por 10 segundos e, entdo, o
individuo flexionou a cabeca e permitiu que o lavado fluisse para dentro de
um recipiente estéril.

O material colhido, acondicionado em coletor estéril e mantido sob
refrigeracao, foi imediatamente encaminhado ao Laboratério de Virologia do

Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, para seu processamento.

4.11.5 Imunofluorescéncia Direta

O método da imunofluorescéncia direta foi empregado para detecgéo
rapida dos virus da influenza A e B, bem como para o diagnostico diferencial
dos virus sincicial respiratorio, adenovirus e virus da parainfluenza tipos 1, 2
e 3.

Inicialmente, aliquotas de lavado nasal foram tratadas com agente

mucolitico durante 30 minutos a 37°C. Apos centrifugagdo do material, o
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mesmo foi lavado duas vezes com solugdo salina tamponada (PBS), para
obtencdo de suspensdo de células. As laminas foram preparadas, fixadas
com acetona por 10 minutos e secas em temperatura ambiente. Utilizando o
kit comercial DAKO®, foi adicionado o monoclonal especifico sobre cada
gota. As laminas foram incubadas a 37°C por 15 minutos, lavadas com PBS
por 5 minutos, secas e montadas com glicerina. A leitura foi feita em

microscopio de imunofluorescéncia.

4.11.6 Reagcao em Cadeia da Polimerase

Os métodos convencionais e em tempo real da Reagao em Cadeia da
Polimerase (PCR) foram utilizados para detecgao dos virus da influenza A e
B e diagndstico diferencial dos adenovirus, coronavirus, rinovirus, bocavirus

e metapneumovirus.

4.11.6.1 Extracao de RNA

A obtencdo de RNA das amostradas de lavado nasofaringeo foi
realizada com o kit de extracdo Qiagen ®, de acordo com as instru¢des do

fabricante.
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4.11.6.2 Sintese de cDNA (RT-PCR)

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit High Capacity cDNA

Applied Biosystems ®, de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.11.6.3 Amplificagao das sequéncias alvo

A amplificacdo das sequéncias alvo foi realizada através de

protocolos especificos para cada tipo de virus:

4.11.6.3.1 Influenza A

Para a deteccdo dos virus da influenza A, foi realizada a técnica
qualitativa de Real Time PCR, utilizando primers e sondas descritas por Van
Elden et al., 2001 (tabela 5).

O nivel de sensibilidade do teste € de 0,02 TCIDsy para o virus

A/PR/8/34 (Van Elden et al., 2001).

Tabela 5 - Primers e sondas utilizadas para a detec¢cdo dos virus da influenza
A.

Primers/Sondas Sequéncia (5’- 3’)

INFA1 GGACTGCAGCGTAGACGCTT

INFA2 CATCCTGTTGTATATGAGGCCCAT

INFA3 CATTCTGTTGTATATGAGGCCCAT

INFA Probe FAM — CTCAGTTATTCTGCTGGTGCACTTGCCA —

TAMRA
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A sequéncia alvo foi amplificada em uma reacdo com volume final de

25,0 pl contendo:

- 5ul de cDNA;

- 12,5ul de TagMan Master Mix® 2x;

- 2,25pl de primer INFA1 (10uM);

- 1,125ul de primer INFA2 (10uM);

- 1,125ul de primer INFA3 (10uM);

- 0,25ul de sonda INFA Probe (10uM);
- 2,27ul de H,0 DEPC.

Os tubos de reacéo, contendo a amostra e a mistura de reagentes,
foram submetidos a 45 ciclos de amplificacdo no termociclador Applied
Biosystem 7300°%, como segue:

- 50°C — 2 minutos;
- 95°C - 10 minutos;
- 95°C — 15 segundos;
- 60°C - 1 minuto.
A andlise de resultados foi realizada através do programa Applied

Biosystems Sequence Detection Software ®, verso1.3.

4.11.6.3.2 Influenza B

Para a deteccdo dos virus da influenza B foi realizada a técnica

qualitativa de Real Time PCR, utilizando primers e sondas descritos por Van

Elden, et al., 2001 (tabela 6).
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O nivel de sensibilidade do teste ¢ de 0,02 TCIDs, para o virus

B/Lee/40 (Van Elden et al., 2001).

Tabela 6 -Primers e sondas utilizadas para a deteccéo dos virus da influenza B.

Primers/Sondas Sequéncia (5’- 3’)

INFB1 AAATACGGTGGATTAAATAAAAGCAA

INFB@ CCAGCAATAGCTCCGAAGAAA

INFB Probe FAM - CACCCATATTGGGCAATTTCCTATGGC —
TAMRA

A sequéncia alvo foi amplificada em uma reacdo com volume final de

25,0 pl contendo:

- 5ul de cDNA;

- 12,5ul de TagMan Master Mix® 2x;

- 0,75ul de primer INFB1 (10uM);

- 0,75ul de primer INFB2 (10uM);

- 0,25l de sonda INFB Probe (10uM);
- 5,75ul de H,0 DEPC.

Os tubos de reagao, contendo a amostra e a mistura de reagentes,
foram submetidos a 45 ciclos de amplificacdo no termociclador Applied
Biosystem 7300®, como segue:

- 50°C — 2 minutos;
- 95°C — 10 minutos;
- 95°C — 15 segundos;

- 60°C — 1 minuto.
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A andlise de resultados foi realizada através do programa Applied

Biosystems Sequence Detection Software ®, versgo1.3.

4.11.6.3.3 Metapneumovirus
Para a deteccdo dos metapneumovirus foi realizada a técnica
qualitativa de Real Time PCR, utilizando primers e sondas descritos por

Oliveira et al., 2008 (tabela 7).

Tabela 7 - Primers e sondas utilizadas para a deteccdo dos

metapneumovirus.

Primers/Sondas Sequéncia (5’- 3’)

Care1 GCACCAGACACACCCATAATCTT

Care2 TCAGCACCAGACACACCTATAATCTT
Care3 TTGAGTGCATCACTTAGTACACGGT

Care4 Probe FAM - TTATGTGTAGGTGCCTTAATA — MGB

A sequéncia alvo foi amplificada em uma reacdo com volume final de
25,0 pl contendo:
- 5ul de cDNA;
- 12,5ul de TagMan Master Mix® 2x;
- 1,25ul de primer Care1 (10uM);
- 1,25ul de primer Care2 (10uM);
- 2,5ul de primer Care3 (10uM);

- 1,25ul de sonda Care4 Probe (10uM);
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- 1,25ul de H,0 DEPC.

Os tubos de reagao, contendo a amostra e a mistura de reagentes,
foram submetidos a 45 ciclos de amplificacdo no termociclador Applied
Biosystem 7300®, como segue:

- 50°C — 2 minutos;
- 95°C — 10 minutos;
- 95°C — 15 segundos;
- 60°C — 1 minuto.
A anadlise de resultados foi realizada através do programa Applied

Biosystems Sequence Detection Software ©, vers&o1.3.

4.11.6.3.4 Rinovirus

Para a deteccdo dos rinovirus foi realizada a técnica qualitativa de
Real Time PCR, utilizando primers e sondas descritos por Deffernez, et al.
2004 (Tabela 8).

O limite de detecgdo para rinovirus foi determinado como log 10° de

uma inoculac&o inicial em cultura de célula correspondente a 10° 50%.

Tabela 8: Primers e sondas utilizadas para a detec¢ao dos rinovirus.

Primers/Sondas Sequéncia (5’- 3’)

HRV fwd GCACTTCTGTTTCCCC

HRV reverse AGCCTGCGTGGCTGCC

RHP1 FAM - AGCCTCATCTGCCAGGTCTA — TAMRA

RHP2 VIC - AGCCTCATCGACCAAACTA — TAMRA
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A sequéncia alvo foi amplificada em uma reacdo com volume final de

25,0 pl contendo:

- 5ul de cDNA;

- 12,5ul de TagMan Master Mix® 2x;

- 2,25ul de primer HRV fwd (10uM);

- 1,5ul de primer HRV reverse (10uM);
- 0,5ul de sonda RHP1 (10uM);

- 0,0,5ul de sonda RHP2 (10uM);

- 2,75ul de H,0 DEPC.

Os tubos de reagao, contendo a amostra e a mistura de reagentes,
foram submetidos a 55 ciclos de amplificacdo no termociclador Applied
Biosystem 7300°%, como segue:

- 50°C — 2 minutos;
- 95°C - 10 minutos;
- 95°C — 15 segundos;
- 55°C — 30 segundos;
- 60°C - 1 minuto.
A andlise de resultados foi realizada através do programa Applied

Biosystems Sequence Detection Software ®, versgo1.3.

4.11.6.3.5 Adenovirus:
Para deteccao de adenovirus foi realizada a técnica de Nested PCR.

Inicialmente foi empregado um par de primers (Hex1deg e Hex2deg) descrito
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por Allard, et al. 2001 (Tabela 9), que possibilitou a amplificacdo de uma

regiao conservada de 301pb.

Tabela 9: Sequéncia de primers Hex1deg e Hex2deg

Primer Sequéncia (5’ - 3’)
Hex1deg GCCSCARTGGKCWTACATGCACATC
Hex2deg CAGCACSCCICGRATGTCAAA

Posteriormente um segundo par de primers (Nehex3deg e
Nehex4deg) (Tabela 10), foi utilizado no intuito de amplificar um fragmento

interno da sequéncia gerada com 171pb (Allard, et al. 2001).

Tabela 10: Sequéncia de primers P1 e P2

Primer Sequéncia (5’ - 3’)
Nehex3deg GCCCGYGCMACIGAIACSTACTTC
Nehex4deg CCYACRGCCAGIGTRWAICGMRCYTTGTA

A sequéncia alvo inicial foi amplificada em uma reagdo com volume

final de 50,0 pl contendo:

3,0ul de cDNA

5,0ul de tamp&o 10x (50mM de KCI, 10mM de Tris)

4,0ul de dNTPs (2,5mM)

1,5ul de MgCl, (50mM)

1,0ul de primer Hex1deg (10uM)

1,0ul de primer Hex2deg (10uM)

0,4ul de Taq DNA Polimerase (2,5 U/ reagao)
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- 4,0ul de Glicerol;
- 5,0ul de Cresol red
- 25,1 ulde H0
Os tubos de reagdo contendo a amostra e a mistura de reagentes
foram submetidos a 30 ciclos de amplificacdo em termociclador como se
segue:
94°C — 7 minutos
94°C — 1 minuto
45°C — 1 minuto
72°C — 1 minuto
72°C - 10 minutos
Para amplificacdo da segunda sequéncia alvo, foi realizada uma
reagcao com 50ul contendo:
- 3,0ul do produto gerado na primeira amplificagao
- 5,0ul de tampao 10x (50mM de KCI, 10mM de Tris)
- 4,0ul de dNTPs (2,5mM)
- 1,5ul de MgCl, (50mM)
- 1,0ul de primer Hex1deg (10uM)
- 1,0ul de primer Hex2deg (10uM)
- 0,4ul de Taq DNA Polimerase (2,5 U/ reacao)
- 4,0ul de Glicerol;
- 5,0ul de Cresol red

- 25,1 pul de H,0
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A reacao foi submetida a 30 ciclos de amplificacdo em termociclador,

conforme descrito anteriormente para a primeira amplificacéo.

4.11.6.3.5.1 Revelagao:

Para revelacao dos produtos de amplificagao, foram retirados de cada
tubo de reagdo 10ul de amostra e misturados a 2ul de tampao de amostra
(20g de Ficoll, 60ml de H,O, 20ml de EDTA 0,5M e 0,25g de Xileno Cianol).
Esta mistura foi aplicada em gel de agarose 2%, diluido em TAE (Tris-
acetato-EDTA) contendo 0,8mg/ml de brometo de etideo que em seguida foi
submetida a corrente de 100V para a eletroforese. Apos a eletroforese, os
produtos de amplificacdo resultantes, foram visualizados por trans-

iluminagao do gel por raios ultravioleta.

4.11.6.3.6 Coronavirus:

O protocolo empregado na detecgéo de coronavirus utilizou um par de
primers (CoV1 e CoV2), descrito por Esper, et al.,2005 (Tabela 11),
complementares a regido conservada do primeiro gene da replicase. O

fragmento gerado possui aproximadamente 550pb.

Tabela 11: Sequéncia de primers CoV1 e CoV2

Primer Seqiiéncia (5’ - 3’)

CoV1 GCGCAAAATAATGAATTAATGCC

CoV2 GACGCACCACCATATGAATCCTG
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A sequéncia alvo foi amplificada em uma reacdo com volume final de
50 ul contendo:
- 10,0ul de cDNA
- 5,0ul de tampao 10x (50mM de KCI, 10mM de Tris)
- 4,0ul de dNTPs (2,5 mM)
- 2,0ul de MgCl; (50mM)
- 1,0ul de primer CoV1 (30pM)
- 1,0ul de primer CoV2 (30pM)
- 0,3ul de Taq DNA Polimerase (2,5 U/ reacao)
- 26,7ul de Hy0
Os tubos de reagdo contendo a amostra e a mistura de reagentes
foram submetidos a 40 ciclos de amplificacdo em termociclador como se
segue:
95°C - 15 minutos
94°C — 1 minuto
50°C — 1 minuto
72°C — 1 minuto

72°C — 10 minutos

4.11.6.3.6.1 Revelagao:

Para revelacado dos produtos de amplificagao, foram retirados de cada
tubo de reacdo 10ul de amostra e misturados a 2ul de tampao de amostra
(20g de Ficoll, 60ml de H,O, 20ml de EDTA 0,5M e 0,259 de Xileno Cianol).

Esta mistura foi aplicada em gel de agarose 2%, diluido em TAE (Tris-
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acetato-EDTA) contendo 0,8mg/ml de brometo de etideo que em seguida foi
submetida a corrente de 100V para a eletroforese. Apds a eletroforese, os
produtos de amplificacdo resultantes, foram visualizados por trans-

iluminagao do gel por raios ultravioleta.

4.11.6.3.7 Bocavirus:
O protocolo empregado na detecgédo de bocavirus utilizou um par de
primers (188R e 542R), descritos por Allander et al. 2005 (Tabela 12). O

fragmento gerado possui aproximadamente 354 pb.

Tabela 12: Sequéncia de primers 188R e 542R

Primer Seqliéncia (5’ - 3’)
188R CTCTGTGTTGACTGAATACAG
542R CTCTGTGTTGACTGAATACAG

A sequéncia alvo foi amplificada em uma reacdo com volume final de

50 ul contendo:

- 5ul de cDNA

- 5ul de tampéao 10x (50mM de KCI, 10mM de Tris)

- 1ul de dNTPs (2,5 mM)

- 2,5ul de MgCl; (50mM)

- 2ul de primer 188R (30pM)

- 2ul de primer 542R (30pM)

- 0,5ul de Taq DNA Polimerase (2,5 U/ reacao)

- 32ulde Hy0
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Os tubos de reacdo contendo a amostra e a mistura de reagentes
foram submetidos a 40 ciclos de amplificacdo em termociclador como se
segue:

95°C — 15 minutos

94°C — 1 minuto

50°C — 1 minuto

72°C - 1 minuto

72°C — 10 minutos

4.11.6.3.7.1 Revelagao:

Para revelacado dos produtos de amplificagao, foram retirados de cada
tubo de reagcdo 10ul de amostra e misturados a 2ul de tampao de amostra
(20g de Ficoll, 60ml de H,O, 20ml de EDTA 0,5M e 0,25g de Xileno Cianol).
Esta mistura foi aplicada em gel de agarose 2%, diluido em TAE (Tris-
acetato-EDTA) contendo 0,8mg/ml de brometo de etideo que em seguida foi
submetida a corrente de 100V para a eletroforese. Apos a eletroforese, os
produtos de amplificacdo resultantes, foram visualizados por trans-

iluminacao do gel por raios ultravioleta.

4.11.6.3.8 Linfocitos TCD4+ e Carga Viral

A contagem de linfécitos T CD4+, TCD8+ e a quantificagdo da carga
viral dos pacientes infectados pelo HIV, antes e depois da vacinacéo, foram
obtidos por meio de consultas aos prontuarios, respeitando os critérios de

acompanhamento adotados pelo centro de atendimento CEADIP — EPM.
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4.11.6.3.9 Quadro clinico e terapia

O quadro clinico dos pacientes infectados pelo HIV, com sua
classificagdo segundo os critérios clinicos e imunonolégicos do CDC de
1994 (CDC,1994) e os esquemas de terapéutica ARV, foram obtidos dos

prontuarios durante todo o periodo de acompanhamento proposto.

4.11.6.3.10 Analise estatistica

Inicialmente foi realizada a analise descritiva das variaveis do estudo
para cada um dos grupos avaliados, ou seja, para os pacientes infectados
pelo HIV e grupo controle. Os resultados foram apresentados em tabelas de

frequéncias para as variaveis qualitativas.

Para verificar a existéncia ou ndo de associacao entre a variavel sexo

e a variavel grupo utilizou-se o teste qui-quadrado de Pearson.

No que tange as variaveis quantitativas, foram feitas estimativas das
medidas de tendéncia central e de dispersao.

Calcularam-se os titulos médios geométricos (TGM), aplicando a
média geométrica aos valores encontrados, dos antigenos AgH1, AgH3 e
AgB e seus respectivos intervalos com 95% de confianga utilizando a
distribuicdo binomial.

Para a comparagao dos valores dos titulos médios geométricos dos
grupos, empregou-se o teste t-Student ou o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney, ap6s verificagdo de ndo normalidade pelo teste ndo-paramétrico de

Kolmogorov-Smirnov. Enquanto que, a comparagdo nos diferentes
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momentos de avaliagdo (antes da aplicagdo da vacina, 1 més e 6 meses
ap6s a vacinagao) dentro de cada grupo foi realizada pelo teste t-Student
para dados pareados quando esses valores apresentavam distribuicdo
normal e, caso contrario, utilizou-se o teste nao-paramétrico de Wilcoxon.
Em seguida, foram calculadas as taxas de protecdo e de
soroconversdo, com seus respectivos intervalos com 95% de confianga
utilizando a distribuicdo binomial. A comparacdo dessas taxas entre os
grupos foi realizada pelo teste exato de Fisher. Ao passo que para a
comparagao das taxas de um mesmo grupo em momentos diferentes foi

empregado o teste ndo-paramétrico exato de McNemar.

Para testar a hipotese de correlagao entre os TMGs e as variaveis
numero de células CD4+ e carga viral utilizou-se o teste de correlagdo de
Pearson ou, quando este nao era apropriado, o teste ndo-paramétrico de

correlacao de Spearman.

Nesse estudo adotou-se o nivel descritivo de 5%.

4.11.6.3.10.1 Softwares utilizados
v' Excel para confecgéo de tabelas e graficos.

v/ Stata (versdo 11.0) para analise estatistica.
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5. Resultados

No decorrer do estudo, foram coletadas amostras para analise
sorologica de 37 criangas ou adolescentes infectados pelo HIV em trés
ocasides (antes da vacinagdao, 1 més e 6 meses apo6s o procedimento).
Paralelamente, 29 criancas ou adolescentes ndo infectados tiveram
amostras coletadas para anadlise soroldgica antes da vacinagdo e 1 més
apos a mesma.

Verificou-se que os grupos ndo diferiram quanto ao sexo (p=0,804),
todavia as criangas soropositivas para o HIV eram mais velhas que as

demais a vacinagéao (p=0,030) (Tabela 13).

Tabela 13 - Sexo e idade das criancas infectadas e nao infectadas pelo HIV

VARIAVEIS HIV valor de p
positivo negativo
Sexo 0,804
Feminino 18 (48,7) 15 (51,7)
Masculino 19 (51,3) 14 (48,3)
Idade 0,030*
média (dp) 13,3 (2,2) 12,1 (1,3)

mediana (min - max) 12,7 (9,9-18,0) 12,0(10,3 - 14,6)
*: teste de Mann-Whitney

5.1 Resposta sorolégica a vacina contra os virus Influenza Ae B
5.1.1 Quantificagao dos Titulos Médios Geométricos (TMG)

Os valores das médias geométricas dos titulos de anticorpos contra
os antigenos H1, H3 e B pré e pos vacinagao das criangas infectadas e nao

infectadas pelo HIV sdo mostrados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Valores dos titulos médios geométricos [IC95%] de anticorpos
contra os antigenos vacinais H1, H3 e B nos instantes pré-vacina e 1 més

apo6s a vacinagao segundo exposi¢ao ao HIV

HIV
Antigeno momento valor de p
POSITIVO NEGATIVO
AgH1 PRE 18,6 [12,6 — 27,3] 14,0 [9,0 - 21,7] 0,235*
POS 46,5[29,4-73,3] 132,2[92,3 - 189,2] 0,002*
AqH3 PRE 17,9 [12,7 — 25,1] 16,1 [9,8 - 26,4] 0,719**
g POS 57,1[34,1-956] 198,4[119,3-329,9]  0,001**
PRE 59,3 [39,1 — 89,9] 40,0 [23,2 - 69,0] 0,239**
AgB

POS 77,1[49,7-119,5]  64,5[37,7 - 110,4] 0,600**

*: teste de Mann-Whitney
**: teste t-Student

No momento pré-vacinacao, em relacdo ao TMG de anticorpos, nao
houve diferenga com significancia estatistica entre o grupo infectado e o nédo
infectado pelo HIV para os 3 antigenos vacinais (H1, H3 e B). Entretanto,
apos a imunizagao, os grupos diferiram para os antigenos H1 e H3 (p=0,002
e p=0,001, respectivamente).

Além disso, verificou-se também que houve aumento, com
significancia estatistica, dos titulos médios geométricos de anticorpos um
més apds a imunizagdo para todos os antigenos vacinais tanto nos
individuos infectado pelo HIV, quanto nos individuos ndo infectados pelo

HIV (Tabela 15).
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Tabela 15 - Valores dos titulos médios geométricos [IC95%] de anticorpos
contra os antigenos vacinais H1, H3 e B em criangas e adolescentes

infectados e nao infectados pelo HIV no instante pré-vacina e 1 més apoés a

vacinagao
] Momento
antigeno GRUPO _ _ valor de p
PRE POS
AgH1 HIV+  18,6[12,6-27,3] 46,5[29,4-73,3] <0,001*
HIV- 14,009,0-21,7] 132,2[92,3-189,2] <0,001*
AgH3 HIV+  179[12,7-251] 57,1[34,1-956]  <0,001**
g HIV- 16,1[9,8-26,4] 198,4[119,3-329,9] <0,001**
HIV+  59,3[39,1-89,9] 77,1[49,7-119,5] 0,025**
AgB

HIV- 40,0 [23,2-69,00 64,5[37,7-110,4] 0,009**

*: teste de Wilcoxon para dados pareados

**: teste t-Student para dados pareados

5.1.2 Taxas de Protecao e Soroconversao

No que tange a taxa de protecdo no momento pré-vacina, os grupos
soropositivo e soronegativo para o HIV n&o apresentaram diferenga com
significancia estatistica para os anticorpos contra os antigenos H1, H3 e B
(p=0,586, p=0,611 e p=0,185, respectivamente) (Tabela 16). O mesmo
ocorreu entre os grupos para anticorpos contra os antigenos H3 e B um més
ap6s a vacinagao (p=0,095 e p=0,764, respectivamente). Entretanto,
observou-se maior taxa de protecdo apdés um més da vacina contra o

antigeno H1 nos soronegativos (p=0,004); enquanto 67,6% do grupo HIV+
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estavam protegidos para o H1, o mesmo foi observado para 96,6% do grupo

HIV-.

Tabela 16 - Taxa de protegdo [IC95%] de anticorpos contra os antigenos

vacinais H1, H3 e B nos instantes pré-vacina e 1 més apds a vacinagao

segundo exposigao ao HIV

ANTIGENO

HIV

POSITIVO
taxa [IC95%]

NEGATIVO
taxa [IC95%]

valor de p*

Antes da vacinagao

AgH1

AgH3

AgB

1 més apds vacinagao

AgH1

AgH3

AgB

32,4 [18,0 - 49,8]

37,8 [22,5 - 55,2]

75,7 [58,8 - 88,2]

67,6 [50,2 - 82,0]

75,7 [58,8 - 88,2]

75,7 [58,8 - 88,2]

24,1[10,3 - 43,5]

31,0 [15,3 - 50,8]

58,6 [38,9 - 76,9]

96,6 [82,2 - 99,9]

93,1[77,2 - 99,2]

72,4 [52,8 - 87,3]

0,586

0,611

0,185

0,004

0,095

0,491

*: Teste exato de Fisher

Na analise dos intervalos de confianca das taxas de protecdo dos

antigenos pré e pos vacinagao, verifica-se que houve aumento das mesmas

em ambos os grupos no que diz respeito aos antigenos H1 e H3 (Figuras 2 e

3). O mesmo nao foi observado em relagédo ao antigeno B.
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Figura 2-Taxa de protegdo [IC95%] de anticorpos contra os antigenos
antigenos H1, H3 e B nos instantes pré-vacina e 1 més apos a vacinagao nos
infectados pelo HIV.
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Figura 3 - Taxa de protecao [IC95%] de anticorpos contra os antigenos H1, H3

e B nos instantes pré-vacina e 1 més apds a vacinagao nos nao infectados
pelo HIV

A imunogenicidade oferecida pela vacina contra o virus da influenza ndo
diferiu quanto ao sexo em nenhum dos antigenos avaliados, tanto no momento

pré-vacina, assim como um més apos a vacinagao (Tabela 17).
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Tabela 17 - Numero (%) de individuos protegidos para os antigenos H1, H3 e

B nos instantes pré-vacina e 1 més apdés a vacinagao, segundo sexo

Sexo
ANTIGENO feminino (n=33) masculino (n=33)  Valor de p*
n°(%) n°(%)
PRE vacina
AgH1 8 (24,2) 11 (33,3) 0,587
AgH3 14 (42,4) 9 (27,3) 0,301
AgB 22 (66,7) 23 (69,7) >0,999
POS vacina
AgH1 27 (81,8) 26 (78,8) >0,999
AgH3 27 (81,8) 28 (84,9) >0,999
AgB 25 (75,8) 24 (72,3) >0,999

*: Teste exato de Fisher

Paralelamente, observou-se que a taxa de soroconversdo (aumento
de 4x nos valores dos titulos) dos antigenos H1 e H3 foi maior entre os nao
infectados pelo HIV (p=0,003 e p=0,001, respectivamente) (Tabela 18 e

Figura 4).

Tabela 18 - Taxa de soroconversao [IC95%] contra os antigenos H1, H3 e
B nos instantes pré-vacina e 1 més apds a vacinagéo segundo exposigcao
ao HIV

HIV
ANTIGENO POSITIVO NEGATIVO valor de p*
taxa [IC95%] taxa [IC95%]
AgH1 32,4[18,0-49.8]  69,0[49,2 - 84,7] 0,006
AgH3 459[29,5-631]  86,2[68,3—96,1] 0,001
AgB 16,2[6,2-32,0]  24,1[10,3—43,5] 0,537

*: Teste exato de Fisher
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Figura 4 - Taxa de soroconversao [IC95%] de anticorpos contra os antigenos
H1, H3 e B segundo exposig¢ao ao HIV.

5.2 Viroses respiratorias

Durante o periodo de vigéncia do estudo, foram identificados 92
episodios de infecgéo respiratéria referentes a 29 individuos infectados pelo
HIV e 19 individuos n&o infectados pelo HIV.

A maioria dos sinais e sintomas relatados foi relacionada a infeccdes
do trato respiratério superior. Tosse, coriza e congestdo nasal foram as
principais queixas.

Detectaram-se agentes virais em 39 dos 60 episodios de
infeccdo respiratéria presentes nos individuos infectados pelo HIV
(65,0%) e, em 17 dos 32 episodios nos individuos n&o infectados pelo HIV

(53,1%).
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Nenhum caso de infecgao por influenza A foi diagnosticado em ambos
os grupos (Tabela 19).

Vale .a pena destacar que, entre os individuos nao infectados
pelo HIV, observou-se um caso de influenza B confirmado por IF e
PCR e um episédio de co-infeccdo viral por Adenovirus e
Metapneumovirus.

Os grupos nao diferiam no numero de episddios de infecgdo das vias

respiratérias superiores (IVAS) (p=0,273) (Tabela 20).

Tabela 19. Frequéncia dos agentes virais presentes nos episédios de

infeccao respiratdria segundo infecgéo pelo HIV

HIV

Virus respiratoérios POSITIVO NEGATIVO
n°(%) n°(%)
Influenza A - -
Influenza B - 1
Parainfluenza - -
Virus sincicial respiratério - -
Adenovirus 8 6
Metapneumovirus 1
Adenovirus+Metapneumovirus - 1
Rinovirus 16 8
Coronavirus 14 -
Bocavirus - -
Total

39 17
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Tabela 20 Distribuicdo do numero de episoédios de infecgao respiratéria

segundo infecgéo pelo HIV

HIV
n° episédios
IVAS POSITIVO (n=37) NEGATIVO (n=29) valor de p
n°(%) n°(%)

0 8 (21,6) 10 (34,5) 0,273

1 12 (32,4) 12 (41,4)

10 (27,1) 3(10,3)

23 7(18,9) 4 (13,8)

média (dp) 1,6 (1,4) 1,1(1,2)

mediana (min-max) 1(0-6) 1(0-4)

5.3 Descrevendo as criangas e adolescentes infectados pelo HIV

A maioria das 37 criangas e adolescentes infectados pelo HIV era
clinicamente classificada como B ou C (78,4%), imunologicamente 3 (51,4%)
e a imunizagcdo em analise neste estudo era, no minimo, a quinta que elas

haviam recebido (59,5%) (Tabela 21).
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Tabela 21 - Distribuicdo das criangas soropositivas para o HIV segundo
classificagao clinica e imunolégica e numero de vacinas contra influenza

sazonal recebidas em anos anteriores

VARIAVEIS n° %
Classificagcao (CDC1994)*
Clinica
N 3 8,1
A 5 13,5
B 16 43,2
C 13 35,2
Imunoldgica
1 4 10,8
2 14 37,8
3 19 51,4

N° imunizagdes contra
influenza sazonal

1 2 54
3 8,1
6 16,2
4 10,8
4 37,8
2 54
4 10,8
1 2,7

10 1 2,7
*Classificagdo da infeccao pelo HIV em criangas e adolescentes, proposto pelo Centers for

O©oO~NO O, WN
—

Disease Control and Prevention (CDC)

Além disso, verificou-se que dentre as 36 criangas e adolescentes
infectados pelo HIV com situagdo terapéutica conhecida, 34 (94,4%)
encontrava-se em tratamento antiretroviral.

Apo6s imunizagdo nao foi observada alteragdo com significancia

estatistica (p=0,966) no numero de células TCD4+ no sangue periférico
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dessas criancas. Entretanto, houve diminuicdo no niumero de células TCD8+

(p=0,020) (Tabela 22).

Tabela 22 - Estatisticas descritivas dos resultados da determinacao
quantitativa de Linfécitos TCD4+ e TCD8+ no sangue periférico/mm?® das

criangas e adolescentes infectados pelo HIV antes e apds a vacinagao

VARIAVEIS n média dp mediana min - max

CcD4 0,966*
PRE 34 7485 3434 7415 96 - 1410
POS 34 746,3 3943 701,5 67 - 1674

CcD8 0,020**
PRE 33 1307,4  692,0 1201 201 -3192
POS 33 11614 618,6 1089 156 - 3053

*: teste t-Student para dados pareados

**: teste de Wilcoxon para dados pareados

Carga viral a vacinagao:

v' 18 (50%) indetectaveis: 15 (83,3%) continuaram indetectaveis

apods vacinagao

v 18 (50%) detectaveis: 2 (11,1%) ficaram indetectaveis apods
vacinagao e para os 16 detectaveis que se mantiveram
detectaveis ndo houve alteragdo com significancia estatistica

(p=0,544) na carga viral apés imunizagao (Tabela 23):
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Tabela 23 Estatisticas descritivas da carga viral detectavel das criangas e

adolescentes infectados pelo HIV antes e apds a ultima vacinacao

carga viral n média Dp mediana min-max valordep
0,544~
PRE 16 3,38 0,92 3,34 2,89 - 3,87
POS 16 3,45 0,91 3,51 2,96 - 3,93

*: teste t-Student para dados pareados

Analisando-se os titulos médios geométricos de anticorpos seis
meses apds a imunizagao no grupo infectado pelo HIV, verificou-se que néo
houve alteragdo com significAncia estatistica apenas contra o antigeno B
(Tabela 24). Vale a pena destacar que para essa analise foram consideradas
apenas as 33 criangas com valores de TGM conhecidos nos momentos pré

e pos (6 meses) vacina.

Tabela 24 - Valores dos titulos médios geométricos [IC95%] de anticorpos
para os antigenos vacinais H1, H3 e B em criancas HIV+ nos instantes pré-

vacina e 6 meses apo6s a vacinagao

] Momento
Antigeno _ _ valor de p
PRE POS (6 meses)
AgH1 20,0[13,2-30,2] 33,1[22,0 —49,8] 0,007*
AgH3 16,6 [11,8 -23,2]  33,1[20,1 - 54,6] 0,001*
AgB 54,8 [34,9-86,1 58,4 [38,1-89,4] 0,647**

*: teste de Wilcoxon para dados pareados

**: teste t-Student para dados pareados
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Seis meses apds a vacinacdo observou-se aumento nas taxas de
protecao dos anticorpos contra os antigenos AgH1 e AgH3 dessas criangas

e adolescentes (p=0,031 e p=0,021, respectivamente) (Tabela 25).

Tabela 25 - Taxa de protecéo [IC95%] dos anticorpos contra os antigenos
H1, H3 e B das criangas e adolescentes infectados pelo HIV nos instantes

pré-vacina e seis meses apos a vacinagao

Momento
ANTIGENO PRE POS (6 meses)  valor de p*
taxa [1C95%] taxa [1C95%]
AgH1 33,3[18,0-51,8] 51,5[33,5-69,2] 0,031
AgH3 33,3[18,0-51,8] 57,6 [39,2 - 74,5] 0,021
AgB 72,7[54,5-86,7] 81,8[64,5—-93,0] 0,375

*: teste de McNemar

Os valores das médias geomeétricas dos titulos de anticorpos para os
antigenos AgH1, AgH3 e AgB nao apresentaram diferenga com significancia
estatistica em relagdo ao numero de vacinas recebidas (Tabela 26),

tampouco no que tange ao numero de células CD4+ avacinacéos(Tabela 27).

Tabela 26 - Valores dos titulos médios geométricos [IC95%] de anticorpos
para os antigenos vacinais H1, H3 e B em criangas e adolescentes
infectados pelo HIV seis meses apds a vacinagdo segundo numero de

vacinas recebidas

n° vacinas

ANTIGENO valor de p*
< 5 (n=14) > 5 (n=19)
AgH1 26,9 [14,7 - 49,2] 38,6 [21,3 - 69,9] 0,384
AgH3 42,0[13,8-128,2]  27,8[18,2-424] 0,465
AgB 51,2[22,5-145,6] 64,3 [39,0 - 105,8] 0,600

*: teste t-Student
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Tabela 27 - Valores dos titulos médios geométricos [IC95%] de anticorpos
para os antigenos vacinais AgH1, AgH3 e AgB em criangas e adolescentes

infectados pelo HIV seis meses apds a vacinagao segundo CD4 a vacinagao

ANTIGENO Cb4 valor de p
< 500 (n=11) > 500 (n=21)
AgH1 18,8 [7,9 - 44,8] 42,7 [27,1 - 67,4] 0,055*
AgH3 21,3[7,2 - 63,4] 41,3[22,8 - 74,9] 0,087**
AgB 40,0 23,1 - 69,4] 72,5 [39,1 - 134,3] 0,154**

*: test t-Student
**: teste de Mann-Whitney

Entretanto, os TGMs do antigeno B foram maiores em criangas com

carga viral abaixo de 400 cépias/mL (p=0,018) (Tabela 28).

Tabela 28 - Valores dos titulos médios geométricos [IC95%] de anticorpos
para os antigenos vacinais AgH1, AgH3 e AgB em criangas e adolescentes

infectados pelo HIV seis meses apds a vacinagdo segundo carga viral a

vacinagao
. Carga Viral (copias/mL)
ANTIGENO valor de p
< 400 (n=19) > 400 (n=13)
AgH1 41,5[23,9-72,0] 22,3 [11,3 -44,0] 0,138*
AgH3 41,5[19,4 - 88,6] 23,5 [11,6 - 47,7] 0,554**
AgB 89,3[49,9-159,6] 32,3[17,7 - 59,0] 0,018*

*: test t-Student
**: teste de Mann-Whitney
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A analise das variaveis numero de vacinas, CD4 e carga viral na
forma quantitativa, verifica uma correlacdo moderada positiva entre o
marcador de células CD4+ e a quantidade de anticorpos contra o antigeno
AgH3 (p=0,028), ou seja, para valores aumentados de CD4, tém-se valores
aumentados de antigenos AgH3. Ja entre a carga viral do HIV e a
quantidade de antigeno AgB observa-se correlagdo moderada negativa
(p=0,003), para carga viral mais baixa, maior quantidade de anticorpos

contra o antigeno AgB (Tabela 29).

Tabela 29 - Correlagdo entre os titulos médios geométricos de anticorpos
para os antigenos vacinais H1, H3 e B e numero de vacinas recebidas,

Linfécitos TCD4+ a vacinagao e carga viral do HIV a vacinagao

. AgH1 AgH3 AgB
VARIAVEL
r valor de p r valor de p r valor de p
n° de vacinas -0,115* 0,524 -0,043** 0,814 0,039 0,829
CD4 0,269 0,136 0,389** 0,028 0,253* 0,162
carga viral -0,303** 0,092 -0,197** 0,279 -0,517** 0,003

*: correlagao de Pearson

**: correlagdo de Spearman
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6 Discussao

O presente estudo acompanhou longitudinalmente, durante um
periodo de 24 semanas, criancas e adolescentes infectados e nao infectados
pelo HIV, imunizados com solugao injetavel contendo diferentes cepas dos
virus da influenza sazonal, fragmentados e purificados, de acordo com as
recomendacgdes para a temporada de 2008 do hemisfério sul.

Em relacdo aos TMGs de anticorpos contra os antigenos vacinais, no
momento pré-vacinagdo, nao encontramos diferengas com significancia
estatistica entre os grupos. Vale lembrar que a maioria dos individuos
infectados pelo HIV (59,5%) apresentavam histérico de vacinagao prévia de
no minimo 4 anos consecutivos, ja os individuos nao infectados pelo HIV
foram imunizados contra influenza pela primeira vez.

O que provavelmente justifica a nao diferenciagéo estatistica dos
grupos em relagdo aos TMGs para anticorpos, no momento pré-vacinagao, é
a baixa resposta humoral observada em individuos infectados pelo HIV,
assim como perda rapida dos anticorpos apo6s vacinacao, fazendo com que,
apesar de exposi¢gdes anuais aos antigenos vacinais, apresentem titulos
baixos de anticorpos na estagao seguinte.

Kroon et al, ao avaliar a resposta de anticorpos depois da vacinagao
contra influenza em individuos infectados e nao infectados pelo HIV, durante
3 anos consecutivos, observou aumento significativo dos titulos de

anticorpos no momento pré-vacinagdo no grupo controle, com 2 ou 3 anos
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de vacinagao prévia. Porém, nao verificou melhoras significativas na
resposta imune presente no grupo HIV (Kroon et al., 2000).

Em nosso estudo, um més depois da imunizagdo, os TMGs de
anticorpos contra o0s antigenos vacinais apresentaram aumentos
significativos em ambos os grupos para todos os antigenos. Porém, o grupo
controle demonstrou valores mais expressivos de anticorpos contra os
antigenos H1 e H3 (p=0,002 e p=0,001, respectivamente).

Amendola et al, avaliando a resposta da vacina para influenza em
individuos adultos infectados e nao infectados pelo HIV, residindo em uma
clinica de reabilitacdo, também notou que um més apds o procedimento, os
TMGs de anticorpos vacinais elevaram-se de forma significativa para todos
os antigenos, tanto nos infectados como nos nao infectados pelo HIV
(p<0,05), com maior média de aumento no grupo controle (2,6 a 6,1 no
grupo infectado pelo HIV e 7,5 a 12,1 no grupo controle) (Amendola et
al.,2001).

Contudo, outro estudo de Amendola et al, com criangas e
adolescentes infectados e nao infectados pelo HIV, imunizados com vacina
virossomal contra influenza, verificou que um més apds a imunizagao, todos
os individuos apresentaram TMGs significantemente aumentados, que
persistiram durante toda a temporada de influenza. A porcentagem de
anticorpos protetores alcancada nos individuos infectados pelo HIV variou
entre 72,7% e 87,9% no inicio e chegou a 100% um més apds a vacinagao.
Resultados semelhantes foram observados entre os individuos n&o

infectados pelo HIV. Nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05)
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com relagao aos niveis de protecéo entre os dois grupos. Um més depois da
imunizagao, os TMGs de anticorpos contra todos os antigenos vacinais foi
significantemente maior (p<0,05) do que aqueles medidos no inicio do
estudo, em ambos os grupos. O autor relaciona o achado com o fato de que
a maioria das criangas apresentava titulos protetores antes mesmo da
administragao da vacina (Amendola et al.,2010).

Quanto a taxa de soroconverséo, verificamos em nosso estudo, maior
aumento nos titulos de anticorpos contra os antigenos H1 e H3 no grupo
controle. Contudo, a taxa de protecao foi maior apenas para o antigeno H1
nos individuos nao infectados pelo HIV (p=0,004).

Estes dados sugerem que a perda da fungdo imunoldgica causada
pela infeccdo do HIV pode persistir, mesmo quando a viremia € suprimida e
a recuperagao imune parece ser alcangada (Vigano, et al.,2008).

Montoya et al., buscando analisar a qualidade da resposta imune
proporcionada pela vacina contra gripe em individuos saudaveis e sob
terapia antirretroviral, notou que a imunizacao induziu uma resposta humoral
significativamente aumentada contra os trés antigenos vacinais no grupo
controle, e apenas contra o antigeno H3 nas criangas infectadas pelo HIV. A
comparacgao dos titulos pds-vacinagao entre os grupos mostrou valores mais
elevados contra os trés antigenos vacinais no grupo controle. Além disso,
apés a vacinagao, os titulos protetores para os antigenos H3 e B
apresentaram-se em menor propor¢cao nas criangas infectadas pelo HIV que

no grupo controle e uma propor¢cao semelhante de individuos de ambos os
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grupos adquiriram titulos protetores contra o antigeno H1 (Montoya et al,
2007)

Diferentes estudos relacionados a imunogenicidade oferecida por
diversas vacinas, inclusas no calendario de criancas infectadas ou expostas
ao HIV, ja foram realizados no CEADIPe/UNIFESP - instituicdo escolhida
para recrutamento das criangas e adolescentes infectados pelo HIV,
incluidas em nosso trabalho. A variacdo na qualidade da resposta humoral é
relatada em varios trabalhos: Zaccarelli-Filho. et al, ao estudar a resposta
vacinal contra Tétano, Difteria, Sarampo e Hepatite B, percebeu niveis de
anticorpos baixos para todos os antigenos nas criangas infectadas pelo HIV
(Zaccarelli-Filho et al, 2007). Ja Lima et al, em seu estudo sobre a
imunogenicidade oferecida pela vacina contra Rubéola, verificou respostas
inadequadas apenas nas categorias B/C e 2/3, mas adequadas nas
categorias N/A e 1 (Lima et al., 2004). Pessoa et al, comparando a produgao
de Anti-HBs em adolescentes infectados e soro-revertidos para o HIV, notou
aumento >/=10mlU/mL em apenas 18/40 (40,5%) dos adolescentes HIV+ e
em 18/23 (78,3%) nos soro-revertidos (Pessoa et al., 2010). Contudo,
Gouvéa et al, percebeu 100% de soroconversdo na segunda dose da vacina
contra Hepatite A em criancgas infectadas pelo HIV e soro-revertidas (Gouvéa
et al., 2005).

Além do tipo de vacina, deve ser levado em consideragcdo o estado
imunoldgico do individuo com HIV no momento pré-vacinagdo, pois a

contagem do numero de células TCD4+ e TCD8+, a quantificacdo de
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particulas virais do HIV no sangue e os sintomas clinicos, podem refletir
diretamente na qualidade da resposta vacinal.

Em nosso trabalho, a maioria das criancas infectadas pelo HIV era
clinicamente classificada como B ou C (78,4%) e imunologicamente 3
(561,4%). Porém, com situacdo terapéutica estavel e sob tratamento
antirretroviral.

Alguns trabalhos relatam queda na contagem de células
TCD4+/TCD8+ semanas ap6s imunizagao contra influenza, bem como,
elevagao da carga viral do HIV (Fine et al., 2001; Vigano et al.,1998; Kroon
FP, 1994).

Nosso trabalho ndo observou alteragdo com significancia estatistica
(p=0,966) no numero de células TCD4+ apds a imunizagdo. Contudo, houve
diminuicdo na contagem de células TCD8+ (p=0,020).

Quanto a carga viral do HIV, 18 (50%) das criangcas e adolescentes
indetectaveis antes da vacinagéo, 15 (83,3%) continuaram indetectaveis.
Dezoito (50%) dos pacientes detectaveis, ficaram indetectaveis apds a
vacinagdo, sendo que, para os 16 detectaveis que se mantiveram
detectaveis, ndo houve alteragdo com significancia estatistica (p=0,544).

Quanto aos casos de infecgbes respiratérias observadas ao longo dos
6 meses de acompanhamento, encontramos 92 episddios referentes a 29
individuos infectados pelo HIV e 19 individuos nao infectados pelo HIV.
Foram detectados virus respiratérios em 39 dos 60 episddios de infecgao
respiratoria presentes nos individuos infectados pelo HIV (65,0%) e, em 17

dos 32 episddios nos individuos ndo HIV. Evidenciando uma discreta
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elevacdo do numero de episddios de infeccdo respiratéria bem como de
agentes virais em individuos infectados pelo HIV, embora as analises
estatisticas ndo tenham encontrado diferengas significativas entre os grupos
(p=0,273).

Sanchez et al., investigando a presencga de virus respiratérios através
de técnica de imunofluorescéncia, em criangas menores ou iguais a 14 anos
com diagnostico de cancer ou infecgdo pelo HIV e sintomas de doenca
respiratoria, encontraram apenas 20% (26/129) de positividade em pacientes
com HIV e 12% (27/218) em pacientes com cancer, sendo 43% virus
sincicial respiratorio, 26% influenza A, 13% adenovirus, 13% parainfluenza e
3,7% influenza B,em todos os casos (Sanchez et al., 2006).

A porcentagem elevada de virus respiratérios encontrada em nosso
estudo demonstra a importancia da associacdo de técnicas, como a
Imunofluorescéncia e PCR, para aumentar a sensibilidade do diagnéstico e
obter resultados mais precisos com relacao as infecgdes respiratérias virais.

Nenhum caso de influenza A pds-vacinacao, foi confirmado em nosso
estudo. Um unico caso de influenza B foi detectado no grupo controle,
contudo, um dia apdés a imunizagao, sugerindo quadro assintomatico para
influenza no momento pré-vacinacao.

Isso reflete a importancia das técnicas laboratoriais para confirmacgao
da infecgdo por influenza, sendo o diagndstico clinico de dificil conclusao

devido as semelhancas das manifestagbes com outras viroses respiratorias.
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Os episodios negativos para virus respiratorios, sugerem a presenga
de agentes de outra etiologia, bem como inconsisténcia do material utilizado

para analise ou sensibilidade insuficiente das técnicas utilizadas.
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7 CONCLUSOES

Entre os grupos estudados, no momento pré-vacinagéo, ndo houve diferenga
com significancia estatistica nos titulos médios geométricos de anticorpos

para os trés antigenos contidos na vacina contra influenza sazonal.

Apds um més da vacinagao, houve aumento significativo dos titulos médios
geométricos de anticorpos para os trés antigenos vacinais em ambos os

grupos.

O grupo controle apresentou aumento significantemente maior nos titulos
médios geométricos de anticorpos para os antigenos H1 e H3 um més apods

a imunizacgao.

A taxa de soroprotecdo de anticorpos para o antigeno H1 um més apés a
vacinagao foi significantemente maior no grupo controle (96,6%) que no
grupo infectado pelo HIV (67,6%) para o AgH1. Nao houve diferenca
significante na taxa de soroprotecdo de anticorpos para os outros dois

antigenos vacinais entre os grupos estudados.

A taxa de soroconversao de anticorpos para os antigenos H1 e H3 foi

significantemente maior no grupo controle que no grupo infectado pelo HIV.



74

Nao houve diferenca significante na taxa de soroconversao de anticorpos

para o antigeno B entre os grupos estudados.

Houve varios episédios de virus respiratérios durante o seguimento.
Rinovirus e coronavirus foram os agentes mais prevalentes identificados nas

criangas e adolescentes infectados pelo HIV.

Nas criangas e adolescentes ndo infectados pelo HIV, os virus mais

frequentemente encontrados foram rinovirus e adenovirus .
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8 ANEXOS

VALORES DE SOROLOGIA ANTI HIV REALIZADO NO GRUPO
CONTROLE

Paciente Abs c.off Conclusao
1 0,085 0,161 NRT
2 0,055 0,161 NRT
3 0,053 0,161 NRT
4 0,042 0,161 NRT
5 0,049 0,161 NRT
6 0,044 0,161 NRT
7 0,053 0,161 NRT
8 0,045 0,161 NRT
9 0,049 0,161 NRT
10 0,047 0,161 NRT
11 0,046 0,161 NRT
12 0,044 0,161 NRT
13 0,045 0,161 NRT
14 0,046 0,161 NRT
15 0,045 0,161 NRT
16 0,049 0,161 NRT
17 0,051 0,161 NRT
18 0,043 0,161 NRT
19 0,051 0,161 NRT
20 0,119 0,161 NRT
21 0,041 0,161 NRT
22 0,043 0,161 NRT
23 0,052 0,161 NRT
24 0,049 0,161 NRT
25 0,053 0,161 NRT
26 0,052 0,161 NRT
27 0,049 0,161 NRT
28 0,051 0,161 NRT
29 0,057 0,161 NRT
30 0,054 0,161 NRT
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CLASSIFICACAO DA INFECGCAO PELO HIV
Aids Pediatrica
Classificagao da infec¢ao pelo HIV
- A classificagdo da infecgdo pelo HIV utiliza sistema alfa-
numérico, baseando-se em parametros clinicos e
imunoldgicos, respectivamente, propostos pelo Centers for

Disease Control and Prevention (CDC), em 1994.

Categorias clinicas

Categoria N — Assintomatica

- Auséncia de sinais e/ou sintomas; ou com apenas uma das
condigbes da categoria A.

Categoria A — Sinais e/ou sintomas leves:

* linfadenopatia (>0,5 cm em mais de 2 cadeias diferentes);
* hepatomegalia;

* esplenomegalia;

* parotidite; e

* infecgdes persistentes ou recorrentes de vias aéreas superiores (otite
média ou sinusite).

Presenca de 2 ou mais das condi¢des acima, porém sem nenhuma das
condigdes das categorias B e C.

Categoria B — Sinais e/ou sintomas moderados:

» anemia (Hb < 8g/dl), neutropenia (< 1.000/mm3) ou trombocitopenia (<
100.000/mm3), por mais de 30 dias;

* meningite bacteriana, pneumonia ou sepse;

 candidiase oral persistindo por mais de 2 meses;



* miocardiopatia;

infeccdo por Citomegalovirus (CMV), antes de 1 més de vida;
» diarréia recorrente ou cronica;

* hepatite;

* estomatite pelo virus Herpes simplex (HSV) recorrente (mais do que 2
episodios/ano);

* pneumonite ou esofagite por HSV, com inicio antes de 1 més de vida;
* herpes zoster, com 2 episddios ou mais de um dermatomo;

» pneumonia intersticial linfocitica (LIP);

* nefropatia;

* nocardiose;

« febre persistente (> 1 més);

* toxoplasmose antes de 1 més de vida; e

* varicela disseminada ou complicada.

Categoria C — Sinais e/ou sintomas graves. Criangas com quaisquer das
condigdes listadas abaixo:

* infecgbes bacterianas graves, multiplas ou recorrentes (confirmadas por
cultura, 2 episodios em intervalo de 1 ano): septicemia, pneumonia,
meningite, infecgdes osteo-articulares, abscessos de érgaos internos;

+ candidiase esofagica ou pulmonar;

* coccidioidomicose disseminada;

* criptococose extrapulmonar;

* criptosporidiase ou isosporiase com diarréia (> 1 més);

* CMV em locais além do figado, bago ou linfonodos, a partir de 1 més de
vida;
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* encefalopatia pelo HIV (achados que persistem por mais de 2 meses), em

razao de:
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a) déficit do desenvolvimento neuropsicomotor;

b) evidéncia de déficit do crescimento cerebral ou microcefalia adquirida
identificada por medidas de perimetro especifico ou atrofia cortical mantida
em tomografia computadorizada ou ressonancia magnética sucessiva de
cranio; e

c) déficit motor simétrico com 2 ou mais dos seguintes achados: paresias,
reflexos patolégicos, ataxia e outros.

* infecgéo por HSV, ulceras mucocutédneas com duragao maior do que 1 més
ou pneumonite ou esofagite (criangas > 1 més de vida);

* histoplasmose disseminada;

* Mycobacterium tuberculosis disseminada ou extrapulmonar;
» Mycobacterium ou outras espécies disseminadas;

* Mycobacterium avium ou M. kansasii disseminados;

* pneumonia por Pneumocystis carinii;

» salmonelose disseminada recorrente;

* toxoplasmose cerebral com inicio apds o 1.° més de vida;

* sindrome da caquexia, manifestada por:

a) perda de peso > 10% do peso anterior; ou

b) queda de dois ou mais percentis nas tabelas de peso para a idade; ou
C) peso abaixo do percentil 5, em duas medidas sucessivas; e

d) diarréia crénica (duragdo maior que 30 dias); ou

e) febre por 30 dias ou mais, documentada.

* leucoencefalopatia multifocal progressiva;

» sarcoma de Kaposi; e

* linfoma primario do cérebro e outros linfomas.
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Categorias imunolégicas da classificagao da infecgao pelo HIV na

Alteracao
Imunolégica

Ausente (1)
Moderada (2)

Grave(3)

crianga (menores de 13 anos)

Contagem de LTCD4 +

Idade
< 12 meses 1a5anos 6a1l2anos
= 1500 = 1000 =500
(> 25%) (= 25%) (= 25%)
750 - 1499 (15- 500-999 200 -499
24%) (15-24%) (15-24%)
< 750 = 500 <200
(< 15%) (<15%) (<15%)

Classificagao da infecg¢ao pelo HIV na crianga (menores de 13 anos)

Alteracao
Imunolégica

Ausente (1)
Moderado (2)
Grave (3)

N= A=Sinaise/ B =Sinais C = Sinais e/ou
Auséncia de ousintomas efousintomas  sintomas clinicos
sinaise/ou  clinicos clinicos graves

sintomas leves moderados

clinicos

M1 Al B1 C1

N2 A2 B2 c2

N3 A3 B3 C3

Quando iniciar o tratamento anti-retroviral

« Os parametros para indicagdo do inicio da terapia anti-

retroviral baseiam-se na classificacdo da infeccao pelo HIV
em crianga, conforme critério do CDC .

- Categorias N1 e A1, a recomendagcdo €& de

acompanhamento clinico e laboratorial regulares, sem
tratamento.

- Categorias N2 e B1, pode-se considerar que o tratamento e a

introducdo da terapia dependera da evolucdo clinica e
laboratorial. Portanto, recomenda-se o acompanhamento
clinico-laboratorial em intervalos inferiores a 3 meses.

- Demais categorias, esta indicado o inicio imediato da terapia.
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- Um fator fundamental para a eficacia do esquema terapéutico
€ a adequada adesao ao tratamento por parte da crianga e
dos responsaveis.

- (1) disponibilidade e palatabilidade da formulagao;

+ (2) impacto do esquema terapéutico na qualidade de vida,
incluindo numero de medicamentos, frequéncia de
administracdo e necessidade de ingestdo com ou sem
alimentos;

+ (3) habilidade dos responsaveis na administragao de regimes
complexos;

+ (4) potencial de interagao com outras drogas e

- (5) efeitos colaterais.

Adolescentes infectados pelo HIV

- O adolescente infectado pelo HIV através de transmissao
sexual ou uso de drogas injetaveis, apés a puberdade,
parece ter curso clinico semelhante ao do adulto. Entretanto,
um numero crescente de criangas infectadas perinatalmente
pelo HIV esta atingindo a adolescéncia e apresenta curso
clinico diferente dos adolescentes infectados mais
tardiamente.

- A prescricdo de medicagao anti-retroviral para o tratamento
de infecgdes oportunistas deve ser baseada no estadiamento
da puberdade de Tanner e ndo na idade cronologica. O
adolescente nas fases inicias da puberdade (Tanner | e Il)
deve ser tratado segundo as recomendacgdes pediatricas,
enquanto aquele em fase adiantada de maturagcdo sexual
(Tanner V) deve seguir as recomendacgdes estabelecidas
para os adultos
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ESCOLA ESTADUAL PROF®. MARINA CINTRA /—x\
UG DA CONSOLAGAD, 1258 - CONIOLAG AD - CEPF 01301 100 »FOME FAX 32628380 32370356 3ADPAULD- 3P f \/{ﬁ §
E-mail: s00ET1 Zadsee s Qov I ., |I J E_; |

Sdo Payln,. de de 2008,

A Escola Estadual Professora Marina Cintra, juntamente com o Instiuto de Medicina
Tropical da Universidade de Sdo Paulo — IMTUSP convida os alunos e senhores pais efou
responsaveis legais, para a palestra “Virus respiratorios — Como prevenir’, com a pediara e

infectologista Dra. Daisy Maria Machado.

Dia: /[ [
Horarig:__h
Local:

Atenciosamente,

Ciretor - YWadimir Tedfilo Eragnan
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Sdo Paulo. de cle 2008.

A Escola Estadual Professora Marina Cintra, juntamente com o Instituto de Medicina
Tropical da Universidade de Sdo Paulo — IMTUSP convida os alunos acompanhados pelos pais
efou responsaveis legais, interessados na vacinacdo contra o virus da gripe, a comparecerem

nodia_/ (& . hs nosaldo nobre da escola, para vacinacéo.

Atenciosamente,

Ciretor - Vladimir Tedfilo Eragnan,



S3o Paulo, 31 de Outubro de 2008.
CEP 0202/08
CONEP

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) DAISY MARIA MACHADO
Disciplina/Departamento: Infectologia Pediatrica da
Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sdo Paulo

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Imunogenicidade e eficacia da vacina contra o virus da influenza em

criangas e adolescentes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)”.

Prezado(a) Pesquisador(a),

0O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S&o Paulo ANALISOU ¢ APROVOU
Adendo ao protocolo (versdc de 08/out/2008) - inclusdo de grupo controle do projeto de pesquisa acima

referenciado.

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital Sdo Paulo CEP 020208

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Séo Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162




Ao .
Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitdrias

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e
da Faculdade de Medicina da Universidade de $&o Paulo, em sessGo
det 08.12.10, tomou conhecimento da alteracéo de titulo do Protocolo
de Pesquisa n° 1287/09 “Imunogenicidade e eficacia da vacina
contra o virus da influenza em criangas € adolescentes infectados
pelo " virus da  imunodeficiéncia  humana (HIV)."  para
imunogenicidade e eficacia da vacina contra o virus da influenza em
criancas e adolescentes sadios e infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV)", serd dissertacdo de mestrado da
aluna Alessandra Aparecida Machado, tendo como orientadora a

nra. Daisv Maria Machado, bem como aprovou o Adendo e o novo

Termo de Consentimento Livie e Esclarecido.

CAPPesa, 10 de Dezembro de 2010.

-

LA
o i i v ;
%‘w/;lgmamfm A ot _ PROF. DR. EDUARDO MASSAD
o enador dp .ng"”'a Pt an Presiderie da Comissdio Efica para Andlise
35 0o  Parasiris RSP de Projefos de Pesquisa

Comisséo de Etica para Andlise de Proj i

) _Comis : ali jetos de Pesquisae do HCFMUSP e da F)

Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Mediing da Universidaad:f‘ﬁlisspéo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225 5° andar - CEP 054:0 310 - Sao Paulo - SP
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Immunogenicity of an Inactivated Influenza Vaccine
and Postvaccination Influenza Surveillance in HIV-Infected
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