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RESUMO

OLIVEIRA, J.G.F. Estudo da imunogenicidade de esquemas alternativos de
vacinacdo para influenza em receptores de transplante de células tronco
hematopoiéticas. [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2011.

INTRODUCAO: Influenza é uma doenca potencialmente grave apds o
transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH). A vacinagdo é a
principal estratégia profilatica, mas a resposta imune é menor do que em
individuos saudaveis. Em geral os pacientes ndo respondem a vacinagao nos
primeiros seis meses apoés transplante, o que torna o periodo de maior
vulnerabilidade. OBJETIVOS: Neste estudo avaliaram-se diferentes esquemas
de vacinacdo contra influenza em TCTH alogénico relacionado, com
imunizacdo do doador e/ou do receptor no pré transplante. Determinou-se a
resposta a vacina comparando-se as taxas de soroconversao entre 0S grupos
de intervencdo. Foram avaliados também os niveis de anticorpos considerados
soroprotetores  alcancados. METODOS: Realizou-se ensaio  clinico
randomizado nao cego, em populacdo de candidatos ao TCTH e seus
doadores do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais/BH-MG e Hospital Amaral Carvalho/Jad-SP. Quatro
grupos de pares receptor-doador receberam diferentes esquemas de
imunizacao de influenza no pré transplante: 1- sem vacinagéo, 2 - vacinagao do
doador; 3 - vacinacao do receptor e 4 - vacinacao de doador e receptor. Todos
0S pacientes receberam vacina a partir do 6° més apds transplante.
Acompanhamento sorologico do par foi realizado no pré e no dia do
transplante, e nos dias 30, 60, 100, 180 e apds vacina apenas para 0S
receptores. Titulos dos anticorpos sorotipo - especificos foram determinados
pela reacdo de inibicdo de hemaglutinacdo. Niveis = 1:40 foram considerados
protetores e < 1:10 negativos. Soroconversdo foi definida como aumento de
quatro vezes ou mais dos titulos ou aumento de <1:10 para = 1:40.
RESULTADOS: De 08/2007 a 02/2010 131 pares receptor-doador foram
incluidos e randomizados: 38 no grupo 1, 44 no grupo 2, 40 no grupo 3 e 9 no
grupo 4. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos com relacdo as
caracteristicas clinicas. As taxas de soroprotecdo basal dos receptores foram
de 18%, 32,8% e 63,3% para influenza A/H1N1, A/H3N2 e B, respectivamente.
A condicéo soroldgica pré transplante dos doadores foi semelhante. As taxas
de soroconversdo dos doadores foram de 30,1%, 41,5% e 30,9%,
respectivamente para os A/HIN1, A/H3N2 e B. Nos receptores soroconversao
até o dia 30 apos transplante ocorreu em 16,3% dos pacientes para o A/H1IN,
14,7% para A/H3N2 e 28,7%. As médias geométricas dos titulos de anticorpos
neutralizantes foram calculadas para todos os subtipos virais ao longo do
tempo. Para o A/HIN1 ndo houve diferenca dos titulos até o D180 para
nenhum dos grupos. Para o A/H3N2 houve diferenca nos titulos no momento
do transplante (p=0,019), com maiores titulos nos grupos 2 e 3 em relacdo ao
grupo 1 e no dia 30 (p=0,018) com menores titulos para o grupo 4 que 0s
demais. Para o subtipo B, as diferencas entre os grupos ocorreram no dia do
transplante (p=0,020) e nos dias 30 (p= 0,018) e 60 (p=0,026) com menores



titulos do grupo 4 em relacdo aos demais. As taxas de soroconversao apos a
vacina do dia 180 foram de 19,7% para o A/H1N1, 18% para o A/H3N2 e 8,2%
para o B. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos.
CONCLUSAO: A imunogenicidade da vacina de influenza em receptores de
TCTH foi baixa. A estratégia de vacinacdo do doador e do receptor no pré
transplante aumentou a média geométrica dos titulos protetores apenas para o
subtipo A/H3N2 até o 30° pés transplante, em relacdo ao grupo sem vacinacao.



SUMMARY

OLIVEIRA, J.G.F. Study of the immunogenicity of alternative schedules of
influenza vaccination in hematopoietic stem cell transplant recipients [thesis].
Séo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2011.

INTRODUCTION: Influenza is a potentially severe illness after hematopoietic
stem cell transplantation (HSCT). Vaccination is the main prophylactic strategy,
but the immune response is limited in the compromised host. Existing data
support the recommendation of influenza vaccination after the 6™ month of
HSCT. OBJECTIVES: The study evaluated different schedules of influenza
vaccination in HSCT. Recipient and/or their donors were randomized to receive
influenza vaccine before transplant. The primary outcome was the comparison
of serotype response between groups at baseline, 30 days and 6 months after
transplantation. METHODS: A randomized, non-blind trial was conducted in
patients undergoing HSCT and respective donors at Hospital das Clinicas,
Universidade Federal de Minas Gerais /BH-MG and at Hospital Amaral
Carvalho/Jau-SP. Four groups of donor and recipient pairs received different
influenza immunization at least 7 days before HSCT: group 1 — no vaccination,
group 2 — donor received a single dose of influenza vaccine; group 3 —
recipients received a single dose of influenza vaccine and group 4 — recipients
and donor received influenza vaccine. Following transplantation, all study
patients were immunized with influenza vaccine at 6 months. Donor serum
samples were collected at baseline (pre transplantation) and in the day of
transplantation. Recipients’ serum samples were taken at baseline, 30, 60, 100,
180 days after transplantation, and at least 2 weeks after 6-month vaccination.
The hemagglutination inhibition assay (HIA) was performed to evaluate immune
response. HI antibodies titers = 1:40 were considered protective. Titers < 1:10
were considered negative. Antibody response (seroresponse) was defined as
the appearance or = 4-fold rise in HI antibody titers after vaccination.
RESULTS: From August 2007 to February 2010 131 donor and recipient pairs
were included in the study: 38 pairs in group 1, 44 in the group 2, 40 in 3 group
and 9 in group 4.There were no statistically difference between the 4 groups
regarding to the clinical characteristics. At baseline 18% of recipients had
protective antibody levels to A/HIN1, 32.8% to A/H3N2 and 63.3% to B. Donor
serological condition was similar to recipients. Seroresponse occurred in 30,1%
of donors to A/H1N1, 41,5% to A/H3N2 and 30,9% to B. Seroresponse until day
30 after transplant were detected in only 16,3% of the patients for the A/H1N,
14.7% for A/H3N2 and 28.7% for B. Comparisons of geometric mean antibody
concentrations was performed at baseline and day of transplantation, and also
at 30, 60, 100, 180 days after HSCT e after 6 months influenza vaccine. For the
A/H1N1 there was no statistically difference between groups until 180 days after
HSCT. For the A/H3N2 a significant increase in geometric mean titers in the day
of transplantation (p=0,019) was observed in groups 2 and 3 in relation to group
1 and lower geometric mean titers (p=0,018) at day 30 for patients in group 4.
For subtype B, the differences between groups occurred in the day of the
transplantation (p=0,020) and at 30 (p= 0,018) and 60 (p=0,026) day. The
geometric mean titers were lower in group 4 in relation to the others.
Seroresponse after 6-month vaccination occurred in 19,7% to A/HIN1, 18% to



A/H3N2 and 8.2% to B. There was no significant difference between the groups.
CONCLUSION: Immunogenicity to influenza vaccine was poor in HSCT
recipients. Donor or recipient vaccination strategy prior to transplantation
increased the geometric mean titers only for subtype A/H3N2 at day 30 after
transplant. No impact was observed in seroresponse rates after 6-month
vaccination.
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1. INTRODUCAO

Infeccbes representam a principal causa de morbimortalidade em
receptores de transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH)
alogénico® **

Virtualmente todos os componentes do sistema imune - barreira
cutaneo-mucosa, neutroéfilos, células natural killer (NK), linfécitos B e
linfécitos T — séo afetados apdés o TCTH e se reconstituem de forma lenta e
progressiva.

O risco de doenca por virus respiratorios da comunidade (VRC) é
elevado em todas as fases do TCTH. Mucosite secundaria aos esquemas
de condicionamento, baixa secrecado da imunoglobulina A (IgA) na mucosa
do trato respiratorio superior, reducdo da producdo de imunoglobulina (IgG)
e disfuncdo das células T citotoxicas séo algumas condicdes
predisponentes*”.

Nas ultimas duas décadas, com os avancos na deteccdo molecular, os
VRC tém sido reconhecidos de maneira crescente como causa de infeccao
em pacientes submetidos ao TCTH % & 7 8 91011 g3 incidéncia varia de
3,5% a 29%'° e a mortalidade relacionada é de 2% a 18% ' 212

Receptores de TCTH geralmente apresentam altas cargas de VRC nas
secrecdes respiratorias e excrecao viral prolongada. Ha também maior risco

de progressao para doenca das vias aéreas inferiores e pneumonia. * ** 113
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Pelo potencial de causar doenca grave em receptores de TCTH e pela
disponibilidade de imunizacédo, a influenza foi nosso objeto de estudo., em
particular sua prevencao.

A vacinacdo contra o virus da influenza sazonal € recomendada para
todos os candidatos ao TCTH e anualmente, por toda a vida, para 0s
receptores de TCTH3. Protocolos internacionais do CDC e do Grupo
Europeu para Transplante de Sangue e Medula Ossea — EBMT*?
recomendam revacinacdo em média quatro a seis meses depois do TCTH.

A imunogenicidade da vacina em receptores de transplante, entretanto,
€ menos estudada. Pacientes submetidos ao TCTH, com menor niumero de
células B e células plasmaticas e menor capacidade de producdo de
anticorpos, podem ser menos capazes de montar resposta imune humoral®.

A despeito dessas respostas sorolégicas subodtimas ou ausentes, a
eficacia clinica da vacina foi confirmada por MACHADO et al.**

Na pratica a imunizacdo é negligenciada e o0s programas de
transplante tém baixa aderéncia as orientacbes de reimunizacdo. A
recomendacao original dos seis meses acaba se estendendo e o periodo de
susceptibilidade a influenza nos receptores de TCTH € prolongado.

Nesse contexto, alternativas a imunizacdo tradicional devem ser
pensadas e introduzidas.

A vacinacao do doador seria uma estratégia interessante, uma vez que

células B ativadas e secretantes de Ac podem ser aos transferidas aos

receptores de TCTH. Além disso, células B de memoria e linfocitos T helper
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do doador também sdo provavelmente transferidos, preparando o receptor
: [ 4 16,17
para responder a vacinas administradas no apos transplante :

Outra possibilidade seria imunizar os candidatos antes do TCTH®.
Hipoteticamente, a vacinacdo do candidato a TCTH, imediatamente no pré-
transplante poderia induzir resposta humoral e elevar os titulos de anticorpos
a niveis protetores. Esta protecéo poderia ser parcialmente conservada até a
uma reconstituicdo imune mais robusta com a vacinacéao a partir do 6° més.

Nosso estudo pretende avaliar essas duas estratégias de intervencao

no pré transplante em doadores e receptores.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar diferentes estratégias de vacinacao contra influenza em TCTH

alogénico relacionado.

2.2. Especificos
2.2.1.Determinar a resposta imune humoral dos receptores de TCTH a
diferentes esquemas de imunizacdo, comparando niveis de anticorpos

soroprotetores alcang;ados e taxas de soroconversao.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3. 1. O virus influenza

O influenza € um RNA virus de fita simples, que pertence a familia dos
Orthomyxoviridae™®.

E classificado em trés subtipos distintos — A, B e C, baseado em
diferencas antigénicas. O influenza A tem ampla distribuicdo em diversas
espécies - humanos, suinos, equinos, aves, mamiferos marinhos - e € 0
responsavel por grandes pandemias. Os subtipos B e C sdo geralmente
restritos a espécie humana®®. O tipo C é muito incomum, mesmo na
populacdo imunocompetente. Nao ha relatos de influenza C em receptores
de TCTH’'.

A padronizacdo da nomenclatura viral consiste na citacdo do tipo de
virus, seguido do local do seu isolamento inicial, cepa e ano do isolamento
(por exemplo, A/HK/156/97). Influenza animal € identificada com as iniciais
do animal afetado, antes da citacdo do local (por exemplo, A/ISw/HK/176/97),
identificando o virus suino.

Todos os tipos, subtipos e cepas de influenza tém morfologia
semelhante. A particula viral tem cerca de 80 a 120 y de diametro, e é
esférica ou ligeiramente alongada. H4 um envelope externo, parcialmente
derivado da membrana celular do hospedeiro, que envolve uma matriz

protéica, onde se encontra um genoma segmentado.
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Na superficie do envelope viral, formando projecfes ou espiculas, se
localizam as glicoproteinas HA e NA. Elas tém atividade enzimatica
essencial no ciclo reprodutivo celular.

- a hemaglutinina (HA) é produzida na segmento S4 do genoma segmentar e
€ responsavel pelo ataque e fusdo a membrana da célula do hospedeiro;
participa da entrada do virus na célula.

- a neuraminidase(NA) é produzida no segmento S5 e cliva o acido sialico da
superficie da célula do hospedeiro, permitindo a saida dos virus recém
formados da célula infectada.

O influenza A possui 15 tipos de HA antigenicamente distintos (H1-15)
e pelo menos 9 tipos de NA (N1-N9). A maioria das doencas em humanos,
entretanto, € causada apenas por alguns subtipos de HA (H1, H2, H3) e de
NA (N1, N2)*°.

A matriz protéica contém a proteina estrutural M1, que promove a
estabilidade do virus. Dentro do envelope os 8 segmentos de RNA de fita
simples estdo associados com uma nucleoproteina viral (NP) e com 3
polimerases — PB1, PB2 e PA.

Duas outras proteinas ndo estruturais (NS1 e NS2) sdo encontradas
nas células infectadas e em pequena quantidade dentro dos virions.

O virus influenza apresenta alta taxa de mutacdo®. Essa
particularidade prejudica a competéncia do sistema imune contra novas
variantes, o que gera necessidade novas vacinam a cada ano. A
variabilidade antigénica envolve principalmente as glicoproteinas do

envelope e é referida como “drift” e “shift” antigénicos %,
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“Drift” refere-se a alteracbes menores nas proteinas HA e NA. Geram, por
exemplo, substituicbes em sitios de ligacdo de anticorpos. A despeito de
imunidade contra a cepa selvagem, o individuo pode se re-infectado pela
variante (KUMAR et al., 2010). Ocorrem frequentemente (a cada ano ou
alguns anos) e estdo associados com surtos mais localizados.

“Shift” implica em rearranjo de genes, com grandes alteracdes
antigénicas nas glicoproteinas virais. Um subtipo viral completamente novo é
gerado, e uma vez disseminado, pode ocasionar epidemias e pandemias
como ocorreu com a influenza A/Califérnia/7/2009 (H1N1) em 2009.
Geralmente o “shift” ocorre quando dois virus influenza infectam
simultaneamente o0 mesmo hospedeiro.

O virus influenza A em particular tem essa capacidade de sofrer
alteracbes antigénicas. O influenza B tem menor propensdo as

variabilidades e apenas “drifts” na HA tém sido descritos.

3.2 Epidemiologia da infeccéo por influenza em TCTH

A infeccdo por influenza em receptores de TCTH tem sazonalidade
semelhante aquela observada na populacdo em geral "%

Ha maior concentracdo de casos entre o inverno e inicio da primavera.
No hemisférico sul a estacao de influenza é de abril a setembro, embora no
Brasil o virus circule o ano inteiro.

Dentro de uma mesma estacdo de influenza, a maioria dos casos

pertence a cepa principal do virus, embora outras cepas (menores) também
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possam causar doenca. De um ano para outro ocorre variacdo da cepa
circulante dependendo da variabilidade antigénica do virus, da composicéo
das vacinas e da cobertura vacinal da populacdo, além do uso de antivirais e
resisténcia’.

A transmissao do virus influenza ocorre através da transferéncia de
secrecOes respiratorias de um individuo infectado para outro susceptivel.
Pequenas particulas de aerossois (< 10 pym), gerados por espirros, tosse e
fala, sdo o principal veiculo de transmisséo. Grandes goticulas de secrecbes
respiratorias podem contaminar as maos, seguindo-se auto-inoculacdo na
superficie mucosa dos olhos, boca e nariz. Mais raramente, pode haver
transmissdo por fomites?>. No ambiente hospitalar a transmissdo pode
ocorrer a partir de paciente doente, mas também de visitantes e profissionais
de satde?. Muitos casos s&o adquiridos de pessoas com minimos
sintomas®

Receptores de TCTH sdo considerados “super-disseminadores” do
virus, devido a alta carga viral encontrada nas secrecées respiratorias™®.
Aléem disso, em transplantados a excrecdo viral pode ser prolongada.
Enquanto em adultos saudaveis tem duracdo meédia de 4,8 dias, NICHOLS

et al**

. (2004) entre receptores de TCTH observaram excrecdo viral média
de 7dias (variacdo de 2-37dias), sendo de até 11 dias em pacientes que nao
receberam tratamento. Excrecdo de influenza também pode ocorrer na

auséncia de sintomas respiratérios ou com sintomatologia minima* *, o que

pode contribuir para surtos e emergéncia de variantes resistentes®.
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A incidéncia da infeccdo por influenza é bastante variavel entre os
diversos servi¢cos de TCTH.

Em um estudo pioneiro em dois centros de referéncia — Fred
Hutchinson Cancer Research Center, em Seattle, Washington (USA) e o
Swedish Hospital Medical Center, em Estolcomo, Suécia, LJUNGMAN at
al.?® identificaram 19% de infecgéo por VRC entre 78 receptores de TCTH,
em periodo de 120 dias poOs transplante. As coletas de espécimes
respiratori0s foram protocolares e independentes da presenca de sintomas
respiratorios. O virus influenza representou 6,7% do total de VRC. A
incidéncia de infeccao por influenza no estudo foi de 1,3%.

WHIMBEY et al.?® em estudo prospectivo na Universidade do Texas
M.D. Anderson Cancer Center (MDACC), em Houston, Texas (USA)
observaram 30,8% de infeccéo por VRC.Foram avaliados 217 receptores de
TCTH com sintomas respiratorios agudos, no periodo de 1992 e 1994.
Infeccédo por influenza foi responsavel por 17,9% das infec¢des por CRV. A
incidéncia de influenza nessa populacéo foi de 5,2%.

LJUNGMAN** 2 em outro estudo prospectivo multicéntrico com
participacdo de 37 instituicbes associados ao Grupo Europeu para
Transplante de Medula Ossea (EBMT), e que alocou 1.973 receptores de
TCTH, detectou 4,7% de infeccdo por VRC. Influenza foi causa de 43,3%
delas. A incidéncia de influenza no periodo estudado, 30 meses entre 1997 e
1999, foi de 2,1%.

Em outro estudo apenas com pacientes ambulatoriais, ROGHMANN et

al.?” acompanharam 62 receptores de TCTH por periodo de 120 dias pés



REVISAQIDERATURA 13

transplante. Infeccdo por VRC foi observada em 29% dos casos e 0 virus
influenza foi responsavel por 22% delas. Nesse estudo a incidéncia de
influenza foi calculada em 6,45%.

NICHOLS et al.** do grupo de Seattle, analisaram especificamente a
ocorréncia de influenza nos primeiros 120 dias pés transplante. Em um
periodo de 12 anos — 1989 a 2002, dos 4.797 receptores de TCTH
acompanhados prospectivamente apenas 1,3% tiveram infeccdo por
influenza.

Em nosso meio, RABONI et al.®®

em um estudo retrospectivo no
Hospital de Clinicas da UFPR estudou amostras de 722 receptores de TCTH
sintomaticos respiratorios, no periodo de 1993 a 1999. Infeccéao por VRC foi
documentada em 8% dos pacientes. Infeccdo por influenza A e B foi
confirmada em 37% dos VRC.

MACHADO et al.*® observaram 38% de infeccdo por virus respiratorios
entre receptores de TCTH do Hospital das Clinicas da USP (SP) no periodo
de 2001 e 2002. Influenza A e B representaram 60,3% de todas as infeccdes
respiratorias .

E provavel que parte dessas diferencas na frequéncia de infec¢ées por
VRC e influenza em particular, seja consequéncia das peculiaridades do
centro transplantador. Servicos com predominio de transplantes em criancas
reportam maiores incidéncias de VRC. Da mesma forma, diferencas nos
protocolos de imunossupressdo e na disponibilidade de métodos de

diagnostico viral também colaboraram®. Além disso, fatores epidemiolégicos

como o tipo e a viruléncia dos virus circulantes naquela dada estacédo de



REVISAQDERATURA 14

influenza e o nivel de imunidade especifica dos receptores (infeccdes
anteriores, estado sorologico, imunizacdo antes da imunossupressao)
explicam as variagcdes da incidéncia ao longo do tempo e entre as diferentes

comunidades 2”9,

3.3 Manifestacdes clinicas principais da doenca por influenza em TCTH

Em pacientes imunocompetentes a infeccdo por influenza é
tipicamente um processo agudo e auto-limitado. Inicialmente predominam os
sintomas sistémicos - febre, calafrios, mialgia e cefaléia, que inclusive
distinguem a infeccéo por influenza de outros VRC. Na sequiéncia, aparecem
0S sinais e sintomas respiratorios como obstrucdo nasal, coriza, tosse,
faringite, que se tornam mais proeminentes a medida que a doenca
progride™®.

A maioria dos receptores de TCTH com infeccdo por influenza
apresenta sintomatologia de infeccdo das vias areas superiores. Varias
séries relatam presenca de IVAS em 75% a 94% dos pacientes™ 2%, Pode
haver sobreposicdo dos sintomas entre 0s varios virus respiratérios, de
forma que é dificil a distincdo apenas clinica.

Pacientes submetidos ao transplante também podem apresentar
guadros mais atipicos, com febre isolada e sintomas respiratérios minimos, e
as vezes até cursos assintomaticos,**'%%. Calafrios e mialgias, comuns em

imunocompetentes, sdo raros em receptores de TCTH /303119,
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Receptores de TCTH sdo mais susceptiveis a pneumonia e mortalidade por

influenza® 2.

A incidéncia de infeccdo das vias aéreas inferiores e
pneumonia depende do centro transplantador, mas varia de 6% a 75% dos
casos **? 242630 principal fator de risco para pneumonia é a linfopenia
menor que 100 células no momento do diagnostico da infeccdo por
influenza'*?*. Estudos de autépsia documentam que o virus influenza pode
causar em traqueite, bronquite, pneumonite hemorragica, membranas
hialinas dentro dos alvéolos e dos ductos alveolares®. Além disso, pode levar
a alteracbes do clareamento mucociliar, ao aumento de aderéncia das
bactérias as células epiteliais infectadas e a disfuncdes na quimiotaxia e
fagocitose de neutrofilos, linfécitos e mondcitos, aumentando assim o risco
de infeccdo bacteriana e flngica secundarias®®. Pacientes que se recuperam
da pneumonia por influenza podem persistir com sinais de lesdo pulmonar,
como tosse prolongada, sibilos e dispnéia (HICKS et al,2003). A melhora da
funcdo pulmonar ocorre lentamente, com recuperacdo do epitélio ciliar
bronquiolar em média de 4 a 8 semanas.

A radiografia de torax nos casos de pneumonia por influenza
habitualmente mostra infiltrado intersticial difuso e doenca alveolar. O
achado mais comum a tomografia computadorizada do torax (TCT) é a
atenuacao em vidro fosco, com distribuicéo bilateral e heterogénea. Nédulos
centrolobulares de 3 a 10 mm, incluindo o padrdo de arvore em brotamento,
também séo descritos. Consolidacdes ocorrem em cerca de 30% das
infeccdes por influenza em receptores de TCTH. Nas TCT de alta resolucéo

tem sido observado com frequéncia o padréo “crazy-paving”, que consiste no
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espessamento dos septos interlobulares e intralobulares em éareas de
opacificacdo em vidro fosco. Entretanto, essa alteracdo € inespecifica e
também observada em outras pneumonites virais®?.

Outras complicacdes, embora mais raras, incluem envolvimento do
sistema nervoso central (SNC) com encefalite, mielite transversa, meningite
asseéptica, sindrome de Guillain — Barré, além de miosite, miocardite e
pericardite e ja foram descritas em TCTH ***

Efeitos indiretos da infeccdo por influenza também tém sidos descritos.
Embora ndo observadas ainda em TCTH, ja foram relatados em receptores
de transplante de pulméao, rim e coracédo, levando a disfuncdo do enxerto
elou rejeicdo. Tais efeitos seriam mediados pela ativacdo imune induzida
pela infeccdo viral, com aumento de citocinas pro-inflamatorias —IL6, L8,
TNF-B%,

A mortalidade relacionada a influenza em TCTH, geralmente por
pneumonia, é da ordem de 15%*. NICHOLS et al** em sua série de 4.797
receptores de TCTH observaram 10% de mortalidade nos 62 casos
confirmados de influenza, incluindo 1 (3%) de 36 pacientes com IVAS e 5

(28%) naqueles que evoluiram com infeccdo de vias aéreas inferiores

/pneumonia.
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3.4 Vacinacao contra o virus influenza em transplante de células tronco

hematopoiéticas

Vacinacdo contra o virus da influenza sazonal € recomendada para
todos os candidatos ao TCTH e anualmente, por toda a vida, para os
receptores de TCTH" 3. A vacina esta especialmente indicada para aqueles
individuos com DECH cronico ou enquanto durar a imunossupresséo™.

Dois tipos de vacinas contra influenza estéo disponiveis: a inativada e a

de virus vivo, para administracéo intranasal*®

. As vacinas inativadas podem
ser produzidas com o virus completo, com subunidades ou fragmentos virais
(“split”). Nao ha dados em TCTH de que um tipo de vacina inativada seja
mais eficaz em induzir resposta imune. A formulacdo disponivel € uma
preparacao trivalente, que contém 15 pg de cada uma das duas cepas de
virus influenza A (HIN1 e H3N2) e 15 pyg da cepa de influenza B. A
seguranca e a eficacia da vacina de virus vivo ndo foi avaliada em
receptores de TCTH e, portanto, ndo € recomendada nessa populacéo.

A vacina inativada é segura e geralmente bem tolerada pelos adultos
imunocompetentes. Dolorimento no local da injecéo € evento mais reportado
(60% a 80%) e febre baixa com discretos sintomas sistémicos pode ocorrer
em 10% a 20% dos pacientes®*. Cerca de 8% a 11% das criancas vacinados
podem cursar com febre, mialgia, artralgia e mal estar*®. Em receptores de

TCTH os efeitos adversos reportados tém sido discretos e semelhantes

aqueles observados em controles saudaveis®®. Estudos n&o tém relacionado
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a vacina de influenza a risco aumentado de DECH, embora sejam com
limitados pelo pequeno tamanho das amostras ** 3,

Devido alta taxa de mutacéo do virus e consequiente variabilidade das
cepas ano a ano, a OMS monitora os isolados de influenza pelo mundo e
recomenda 0s componentes das vacinas sazonais para a temporada de
influenza nos hemisférios.

A eficiéncia da vacina sazonal depende primariamente da similaridade
genética entre a cepa da vacina e virus em circulacdo. Quando virus vacinal
e circulante sdo semelhantes, a expectativa de prevencao de influenza em
pessoas saudaveis e com menos de 65 anos, é de 50% a 90%™.

A capacidade de induzir anticorpos especificos ou imunogenicidade da
vacina, ao contrario, depende da idade do individuo, da competéncia do seu
sistema imune e do estado imune prévio com relacdo ao virus influenza®
Em individuos saudaveis e previamente expostos, a vacina aumenta 0s
niveis de anticorpos IgG séricos, IgA em mucosas e ativa linfécitos T
citotoxicos especificos de memaria. Titulos de anticorpos (Ac) neutralizantes
de 1:40 ou maiores sdo supostamente protetores contra a infeccdo em
pacientes imunocompetentes.

A imunogenicidade da vacina em receptores de transplante entretanto,
€ menos estudada. Pacientes submetidos ao TCTH, com menor numero de
células B e células plasmaticas e menor capacidade de producdo de
anticorpos, podem ser menos capazes de montar resposta imune humoral.
Os anticorpos podem ter baixa afinidade, de forma que titulos maiores

podem ser necessarios em pacientes imunodeficientes.
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ENGELHARD et al.®* avaliaram a resposta a duas doses da vacina de
influenza em 48 pacientes submetidos ao TCTH (35 alogénicos) com
deplecdo de células T. O tempo entre a administracdo da primeira dose da
vacina e o transplante foi de 2-82 (mediana de 14,5) meses. Houve
associacado estatisticamente significante (P < 0,001) entre o intervalo de
tempo entre o transplante e momento da vacinacdo e niveis de anticorpos
protetores (21:40).A administracdo precoce, antes de seis meses pos
transplante, foi totalmente ineficaz. A vacinacéo tardia, mais de 2 anos pés
transplante, levou a resposta imune em 64 a 71% dos pacientes. A segunda
dose de vacina teve efeito apenas marginal nesse estudo.

Em outro estudo, PAUKSEN et al.* testaram o possivel beneficio do
uso de fator de estimulacéo de colonias de granulocitos e macrofagos (GM-
CSF) na imunogenicidade da vacina. Cento e dezessete receptores de
TCTH (83 alogénicos) foram randomizados para receber GM-CSF
concomitantemente com a vacina inativada. De maneira geral, a resposta foi
ruim (25% a 34%). Definindo-se reposta imune como aumento de 4 vezes o
titulo de anticorpos neutralizantes, a taxa de resposta nos pacientes
vacinados entre 4-12 meses apos o transplante foi de 31% para o HIN1, 9%
para o H3N2 e 20% para o influenza B. A resposta a vacinacao tardia (apos
0 12° més pos transplante) foi de 13% para o HIN1, 40% para o H3N2 e 9%
para o influenza B. Nao houve diferenca estatisticamente significante nas

respostas a vacina com uso do GM-CSF.
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GANDHI et al.*® em um estudo prospectivo vacinou oito receptores de
TCTH alogénico, em média 16 meses pos transplante, e nenhum paciente
respondeu com titulos protetores de anticorpos para quaisquer dos trés
subtipos virais.

Em um outro pequeno estudo, HAINING et al.*’ vacinaram quatro
criancas entre 4 e 22 meses pos TCTH alogénico e novamente nenhuma
apresentou resposta soroldgica.

A despeito dessas respostas sorologicas subotimas ou ausentes, a
eficacia clinica da vacina foi confirmada por MACHADO et al.*> Um grupo de
177 pacientes submetidos ao TCTH foi acompanhado por 12 meses apos
transplante, com vigilancia de sintomas respiratérios. De 43 casos com mais
de 6 meses de transplante, apenas 19 foram imunizados, e 2 deles
adquiriram influenza. Entre os 24 néo vacinados, influenza foi diagnosticada
em 12 individuos. A eficacia da vacina foi estimada em 80%. Cento e trinta
quatro pacientes se encontravam dentro dos primeiros 6 meses pos
transplante e ainda ndo eram portanto elegiveis para a vacinacdo. Nesse
grupo susceptivel a taxa de ataque da influenza foi de 18,6%.

Estudos mais recentes, com foco em outros marcadores de resposta
imune, tém confirmado tal achado a despeito das baixas taxas de
soroconversdo. AVESTISYAN et al.®® estudaram a resposta in vitro das
células B e T de pacientes saudaveis e submetidos ao TCTH, vacinados
contra a influenza entre 3 e 24 meses poOs transplante. Apesar da resposta

sorologica ruim (29%), a resposta de linfécitos T- CD4+ e de células B
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secretoras de anticorpos avaliada por método de ELISPOT, aumentaram
significativamente, principalmente apos 0 6° més.

Alternativas a vacinacao tradicional tém sido investigadas, como a
imunizacdo do doador. Embora ndo existam estudos com vacina de
influenza, a literatura sugere que células B ativadas e secretantes de Ac
sejam transferidas aos receptores de TCTH. Além disso, células B de
memoria e linfocitos T helper do doador também sao provavelmente
transferidos, preparando o receptor para responder a vacinas administradas
no pos transplante.

Molrine et al.!® analisando 78 pacientes submetidos ao TCTH,
observaram que receptores, cujos doadores foram imunizados com a vacina
conjugada de Haemophilus influenza tipo b (HIB) e de toxdide tetanico
tiveram niveis significativamente mais elevados de anticorpos protetores
pos transplante que os pacientes sem vacinacédo do doador.

Em ensaio clinico randomizado com 65 pares de receptor-doador, 0
mesmo grupo de Molrine et al.}” demonstrou que a imunizagéo do doador
com a vacina pneumococica conjugada heptavalente (PCV7), seguida da
imunizacdo do receptor aos 3, 6 e 12 meses apoOs transplante, aumentou a
resposta sorologica a vacina no primeiro ano do TCTH. A imunizacdo do
doador ndo sO aumentou a meédia geométrica dos titulos (MGT) de
anticorpos protetores, como a capacidade do receptor responder a doses da

vacina no periodo pos transplante precoce (3 e 6 meses).
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Corroborando os dados anteriores LAUSEN et al.** demonstrou que
apos imunizacdo do doador, células B de memoria transferidas para o
receptor e persistiram por até nove meses pos TCTH.

A alternativa de vacinacao do receptor, apesar de racional,ndo tem sido
menos avaliada. Hipoteticamente, a vacinacdo do candidato a TCTH
imediatamente no pré-transplante poderia induzir alguma resposta humoral e
elevar os titulos de anticorpos a niveis protetores, Esta protecdo poderia ser
parcialmente conservada até a uma reconstituicdo imune mais robusta com
a vacinacao a partir do 6° més pos transplante.

N&o ha publicacbes na literatura avaliando esta hipétese. Tentativas
de imunizar pacientes hematolégicos e em quimioterapia em geral néo

obtém sucesso 4142
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4. METODOS

4.1 Desenho do estudo

Realizou-se ensaio clinico randomizado, ndo cego, em populacdo de
doadores e candidatos ao TCTH alogénico do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais
(HC/UFMG) em Belo Horizonte/MG e do Hospital Amaral Carvalho (HAC)
em Jau/SP.

O recrutamento dos participantes foi realizado de 06/08/07 a 30/10/09
no HC/UFMG e de 30/05/08 até 11/02/10 no HAC, durante trés estacdes
consecutivas de influenza. A captacdo dos casos ocorreu de forma
continua, exceto no periodo de fevereiro a abril de cada ano, pela néo
disponibilidade da vacina de influenza.

O seguimento dos casos foi realizado por periodo de um ano pos
TCTH, encerrando-se no HC/UFMG em 20/07/2010 e no HAC em

02/07/2010.

4.2 Participantes

Foram elegiveis ao estudo os pares que apresentaram 0s seguintes
critérios de incluséo e de exclusao:
- Incluséo:
- Ser candidato ao TCTH alogénico relacionado, independente da idade, e

ter doador disponivel para entrevista/imunizacao
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- Excluséao:

(1) previsdo de realizacdo do TCTH a menos de uma semana da data do
recrutamento;

(2) par (doador e/ou candidato a receptor) com histérico de alergia a ovo,
proteina de galinha, timerosal ou neomicina;

(3) par ((doador e/ou candidato a receptor)) com antecedente de reacao
grave a vacina antigripal prévia,

(4) par ((doador e/lou candidato a receptor)) vacinado contra a gripe ha
menos de 6 meses do transplante com a cepa do ano vigente,

O processo de recrutamento em BH foi realizado pela pos graduanda e
em Jau pelas enfermeiras da equipe do estudo.

Todos os pares submeteram-se a triagem. A entrevista foi realizada nos
ambulatorios de pré-transplante e na unidade de internacdo das duas
instituicdes participantes. Utilizou-se instrumento especifico para a avaliacdo
(ficha de triagem — Anexo D).

A inclusdo dos casos selecionados foi efetivada a seguir com a
assinatura de termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE) para
paciente ou responsavel e seu doador (Anexos E, F, G, H).

A seguir, cada par incluido foi alocado de forma aleatoria em um de trés

grupos para receber ou ndo vacina contra influenza no pré TCTH (Figura 1).
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Figura 1 — Fluxograma do estudo
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Randomizacao

A randomizacdo utilizou o modelo “em blocos” com o intuito de
homogeneizar a distribuicdo dos pacientes entre os grupos. Uma lista de
nameros aleatérios com seu respectivo grupo de randomizacéo foi gerada
em BH, pela pds graduanda, através da pagina da Universidade de Tuffs

(disponivel em http://www.tufts.edu/~gdallal/randomize.htm) no inicio do

estudo Foram confeccionados cartbes com as opcbOes dos grupos de
alocacdo, a seguir colocados dentro de envelopes opacos, numerados
sequencialmente. Para cada envelope correspondia exatamente o cartdo
com o grupo de intervencdo da lista de randomizacdo. A seguir, 0S
envelopes eram lacrados e em lotes de 20 unidades distribuidos
alternadamente entre o0s dois servicos, durante todo o periodo de
recrutamento. Na medida da inclusdo dos casos, 0s envelopes eram abertos
na sequéncia. Pacientes, pesquisador e equipe conheciam o grupo de
intervencao (estudo nédo cego).

No grupo 1 n&o houve imunizacdo nem do doador e nem do receptor
no pré transplante. A vacina de influenza foi administrada apenas no
receptor a partir do 6° més apés TCTH, seguindo as orientacbes dos
consensos internacionais e a padronizacao dos CRIE (FIGURAL)

Nos outros grupos foi realizada intervencdo no pré transplante com
vacinacdo do doador (grupo 2) e do receptor (grupo 3). Manteve-se a
vacinacdo do receptor a partir do 6° més apOs transplante conforme a

recomendacao dos consensos.
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Em 06/2009 houve alteracdo do protocolo de randomizacao original.
Uma pré analise de 35 pacientes no dia 180 poés transplante, identificou
diferenca estatisticamente significante entre os grupos 2 e 3 em compracao
com ao 1 (k%, p=0,006). As taxas de soroprotecdo para pelo menos um
antigeno viral foram as seguintes: Grupo 1. 0%, Grupo 2 (doador): 38,5%,
Grupo 3 (receptor): 61%. Julgou-se inapropriado do ponto de vista ético
manter-se 0 grupo de nao intervencdo. Consultoria com epidemiologista,
corroborou o do grupo 1 e criacdo de um grupo 4, de vacinacdo combinada
do par doador-receptor no pré transplante. Os Comités de Etica das

instituicdes envolvidas foram notificados e os TCLE readequados.

Tamanho da amostra

Dados da literatura reportam resposta sorolégica da vacina de influenza em
cerca de 25% dos pacientes imunizados ap0s o 6° més do transplante.
Levando-se em conta que o doador € um individuo sdo, e que o estado
imunologico do receptor € em geral melhor no periodo pré-transplante em
comparacdo com 0s primeiros meses po6s-TCTH, consideramos como
clinicamente significante uma resposta sorologica = 55% (diferenca de pelo
menos 30%), nos grupos recebendo esquemas alternativos pré-transplante.
Desta forma, foi estimada a inclusdo de 47 pacientes em cada braco do
protocolo (EPInfo version 3.5.2). Considerando-se cerca de 10% de

possiveis perdas, estimamos um namero total de 150 pacientes no estudo.
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Doadores e receptores randomizados nos grupos 2, 3 e 4 receberam

vacina de influenza trivalente, contendo 15 pg de hemaglutinina para cada

cepa viral.

A composicdo das vacinas de influenza variou ao longo do estudo

conforme as recomendacdes da OMS para a temporada de influenza no

hemisfério sul (Quadro.1)

Quadrol. Composicao das vacinas de influenza 2007 - 2009

Ano

Composicéao

2007

A/New Caledonia/20/99 - (H1N1)
A/Wisconsin/67/2005 — (H3N2)

B/Malasya/2506/2004

2008

A/Solomon Islands/3/2006 - (H1N1)
A/Brisbane/12/2007 - (H3N2)

B/Florida/4/2006

2009

A/Brisbane/59/2007 - (H1N1)
A/Brisbane/10/2007 - (H3N2)

B/Florida/4/2006
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O tempo entre a administracdo da vacina de influenza e o transplante
foi de no minimo 7 dias e até 30 dias antes, tanto para os doadores,
quanto receptores.

A partir do D+180 todos os receptores vivos e livres de recidiva foram
encaminhados para (re) imunizacdo conforme recomendacao dos CRIEsS e
dos consensos internacionais. A presenca de DECH croénico e/ou uso de
imunossupressores ndo foram consideradas contra-indicacfes a vacinacao.

Receptores que receberam a vacinacdo de influenza pelo protocolo do
estudo no ano da randomizacdo, poderiam receber outra dose com as
cepas do ano vigente apos o periodo de pelo menos 6 meses pos TCTH.

Maiores de 9 anos de idade receberam dose unica de 0,5 ml
intramuscular da vacina, conforme orientacdo dos CRIEs.

Criancas menores de 9 anos, entretanto, receberam apenas uma dose
da vacina no pré transplante. Questbes relacionadas a logistica de
agendamento dos TCTH nos centros e a propria condicdo clinica do
candidato ao transplante, inviabilizavam a 22 dose da vacina 30 dias depois.
Dessa forma, doadores e receptores de trés a oito anos receberam dose
unica de 0,5 ml da vacina e os de 6 meses a 3 anos dose de 0,25 ml. As
doses de vacinacdo das criancas a partir do D+180 seguiram as
recomendacdes habituais dos CRIEs.

As vacinas foram disponibilizadas pelo servico publico de saude,

através do CRIE de Belo Horizonte e da Secretaria Municipal de Saude em
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Jau. Em 2009 foram compradas 50 doses diretamente do laboratorio
Pasteur/Merieux.

Informacdes sobre o lote, a validade e o laboratoério fornecedor de todas
as vacinas foram também coletadas.

Reacdes adversas a vacinacao nao foram avaliadas no estudo.

4.4 Protocolo de avaliacdo e seguimento
4.4.1. Sorologico

Todos os pares D/R incluidos coletaram uma amostra inicial de 5 ml de
sangue total no momento da alocacao no estudo (D preé).

Novamente no dia do transplante (D0) ambos realizaram nova coleta de
sangue e a participacao do doador foi encerrada.

A partir de entdo apenas 0s receptores realizaram seguimento
sorologico até o D+180. Coletas sequenciais de sangue foram realizadas
nos dias +30, +60, +100, +180, sendo aceitos exames coletados entre 7 dias
antes até 7 dias depois da data prevista.

Casos de obito, recidiva da doenca de base, abandono do seguimento
ou transferéncia de servigo foram motivos de encerramento da participacéo
dos receptores no estudo.

Os receptores vivos no D+180, sem recidivas da doenca de base foram
encaminhados para (re) vacinacéo de influenza a partir do 6° més pos TCTH
com a cepa do ano vigente. Uma nova amostra de sangue foi coletada de 2

a 4 semanas apos a vacina.
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Todas as amostras de sangue coletadas no HC-UFMG foram
centrifugadas e o soro estocado a — 20° C no Laboratério Central da
Faculdade de Medicina. O envio do material para o laboratério de virologia
do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo (IMTSP-USP) aconteceu a
posteriori, em lotes, acondicionados em gelo seco, sob responsabilidade da
pos-graduanda. As amostras de sangue do HAC/Jau tiveram fluxo continuo
para SP, com remessas semanais conforme a rotina da instituicao.

Para alguns casos selecionados do HAC/Jau foi disponibilizado um kit
para coleta da sorologia em papel de filtro. O procedimento foi necessario
para as coletas previstas do D+180 e apds a vacina do D+180 dos pacientes
que ja haviam retornado a cidade de origem, e se encontravam longe do
centro transplantador. As amostras foram enviadas diretamente para o
IMTSP-USP.

No IMT-USP todo o material permaneceu estocado a -20° C até
realizacdo das sorologias. Os exames foram realizados pela colaboradora —
Lucy Vilas Boas, conforme técnica descrita no item 3.5.1. Todas as amostras

do par D/R foram processadas simultaneamente.

4.4.2. Clinico

Todas as informacfes clinicas, tais como dados soécio-demgraficos,
doenca de base, detalhes do transplante, ocorréncia de DECH agudo ou
cronico e imunossupressao foram coletadas (ANEXO G).

A partir do dia do transplante (DO) realizou-se vigilancia de sinais e

sintomas respiratorios nos receptores do TCTH. Todos os pacientes foram
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acompanhados clinicamente por um ano apds o transplante. Obito, recidiva
da doenca de base, abandono do seguimento ou transferéncia de servico
foram condi¢des de perda do acompanhamento.

O seguimento clinico dos casos ocorreu durante a internacdo para o
transplante, nas reinternacdes, e nas visitas ambulatoriais e em hospital-dia.

No HC-UFMG as visitas a unidade de internacdo foram realizadas
diariamente pela pés-graduanda, com busca ativa de pacientes sintomaticos
respiratorios. No ambulatério de poés TCTH a avaliacdo ficou sob
responsabilidade de enfermeira colaboradora do estudo e acontecia no
mesmo dia das consultas com a equipe do transplante, em média de uma
consulta por semana até o D+100.

No HAC todo o seguimento clinico foi realizado pelas enfermeiras do
projeto. Durante a internacdo na unidade de TCTH, a busca de sintomas de
respiratorios foi feita ativamente, duas vezes por semana. ApoOs a alta, a
vigilancia de sintomas respiratorios continuou sendo feita ambulatorialmente,
duas vezes por semana, por pelo menos 100 dias. Apos o D+100,a
avaliacdo de sintomas respiratorios foi realizada nas datas de consulta
agendadas com a equipe do transplante.

N&o foi estabelecido um numero definido minimo de consultas de
vigilancia nos 6 meses de seguimento. No final do estudo foi feita uma média
do total de consultas de vigilancia por paciente em cada centro. Apds a
consulta do D+180 e imunizacao de influenza, o paciente era reavaliado no

D+12 meses, quando recebia alta. Obitos, recidivas da doenca de base ou
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transferéncias ocorridas nesse intervalo D+6 e D+12 m, eram notificadas
nesse momento.

Pacientes com sintomas respiratorios agudos foram orientados a fazer
contato por telefone com a equipe do estudo ou a procurarem diretamente o
servico de urgéncia dos HC-UFMG e do HAC. Entretanto, é provavel que
muitos pacientes, ja distantes do centro transplantador e/ou com sintomas
respiratorios leves ndo tenham procurado assisténcia médica ou notificado a
equipe.

A vigilancia dos sinais e sintomas foi padronizada através de um
formulario especifico (ficha de vigilancia de sindrome respiratéria — ANEXO
6). Dados relativos a data de inicio dos sintomas, apresentacdo clinica,
resultados dos exames de imagem (RX de térax e tomografia de térax e/ou
seios da face), do tratamento e evolucdo foram coletados.

Definiu-se sindrome respiratéria pos transplante da seguinte forma:

1. IVAS - presenca de dois ou mais dos seguintes sintomas/sinais,
independente de febre, com exame de imagem do térax normal:
cefaléia, dor facial, obstrucdo nasal, coriza, gotejamento nasal
posterior, otalgia, otorréia, dor de garganta, rouquiddo, tosse
independente de expectoracdo, mialgia ou artralgia;

2. IVAIl/pneumonia — presenca de dois ou mais dos seguintes sintomas
e/lou sinais, independente de febre, com alteracdo do exame de
imagem do tOrax: tosse seca ou com expectoracdo, dor toracica,

dispnéia ou aumento da frequéncia respiratéria acima de 20 ipm,
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alteracdes da ausculta respiratoria (reducédo do murmurio vesicular ou
presenca de crepitacoes).

Pacientes sintomaticos respiratérios em qualquer momento do
seguimento coletaram lavado nasal (LN) para diagnostico do virus influenza.
Sucintamente, a técnica de coleta consistia da instilacdo sequencial em cada
narina de um pequeno volume (cerca de 3 ml) de soro fisiologico estéril,
utilizando-se seringa ou cateter fino, seguida de assoamento do nariz em um
recipiente estéril. Pacientes conscientes e colaborativos realizaram a auto-
coleta de LN, com orientacdo da poés-graduanda ou das enfermeiras do
projeto. Criancas pequenas, pacientes com alteracbes do estado
neuroldgico, e/ou em ventilacdo mecéanica tiveram suas coletas realizadas,
através de aspiracdo da secrecdo da nasofaringe por cateter conectado em
sistema a vacuo, do aspirado traqueal ou do lavado bronco-alveolar. O
material foi acondicionado em gelo transportado para o laboratério o mais
rapido possivel.

O espécime respiratério foi coletado preferencialmente no primeiro dia e
no maximo no 3° dia do inicio dos sintomas respiratérios. Apenas uma
amostra por paciente foi considerada por episodio de sindrome respiratoria.

No HAC o processamento das amostras respiratérias foi realizado no
proprio Laboratério de Citoquimica. Foi realizada técnica rapida de
imunofluorescéncia direta (IFD) ou indireta (IFl) para orientacédo terapéutica,
quando cabivel. Uma aliquota da amostra foi estocada a -80°C para
posterior extracdo do RNA e realizacao de reacdo em cadeia por polimerase

(PCR).
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No HC-UFMG todos os espécimes respiratorios foram estocados em
estado “bruto” a — 80° C, com envio posterior das amostras ao Laboratoério
de Virologia do IMTSP-USP.

Doenca respiratoria comprovadamente relacionada ao virus influenza
foi considerada aquela IVAS ou IVAl/pneumonia com deteccdo do virus
influenza A ou B pela técnica de PCR no espécime respiratorio.

Definiu-se progressdo da IVAS o inicio dos sinais e sintomas
definidores de IVAl/pneumonia em paciente com IVAS prévia ou
concomitante.

Obito por IVAl/pneumonia foi considerado aquele que resultou de

insuficiéncia respiratéria durante o episodio de IVAI/pneumonia.

4.5 Métodos diagndsticos

4.5.1 — Reacado de hemaglutinacéo

A deteccéo e a titulacdo de anticorpos neutralizantes para o virus da
influenza foi realizada através do método de inibicdo da hemaglutinacéo
(IHA) descrita por HIRST (1941) e modificada por Salk (1944), conforme
detalhamento a seguir.

Cultura de células
Os virus foram cultivados em células MDCK de linhagem estabelecida,
originada de rim de cachorro, mantidas e subcultivadas em meio de Eagle

(MEM), adicionado de 10% de soro fetal bovino e antibiéticos (100 U de
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Penicilina G potassica, 100 pug de estreptomicina e 2 ug de Anfotericina B
por ml).

Os subcultivos foram feitos num intervalo de 3 a 4 dias, a seguir: 0 meio
de cultivo foi desprezado, a monocamada celular lavada com PBS, para
retirada de residuos de soro fetal bovino, que inibem a acéo da tripsina.
Adicionaram-se 10 ml de solucéo de tripsina a 0,2% e EDTA a 0,02% (ATV)
e mantiveram-se as garrafas em temperatura ambiente. Quando a camada
de células comecou a desprender-se, a solucéo de tripsina foi removida e a
garrafa foi mantida a 37<C até o desprendimento tot al das células.

Uma suspensao de células contendo trés vezes o volume inicial de
meio nutriente foi preparada e posteriormente foi distribuida em garrafas
retangulares com aproximadamente 42 cm? de area Gtil (20 ml por garrafa)
e incubadas a 37<C.

Cultivo do virus

O meio de crescimento das garrafas foi desprezado e lavou-se a
monocamada celular com PBS por duas vezes. Inoculou-se a suspensao de
virus, contendo 0,1% de tripsina e incubou-se a 33°C por sessenta minutos..
Adicionou-se 0 meio de manutencdo Eagle (MEM) suprimido de soro fetal
bovino. As garrafas foram mantidas a 33T por 48/72 horas. Observou-se
diariamente ao microscopio, para verificar a presenca de efeito citopatico.

Foram colhidas aliquotas do sobrenadante e feita titulagcdo por
hemaglutinacéo, para confirmar a presenca e poténcia do virus. Se o titulo
do virus fosse = 4 UHA (unidades hemaglutinantes), as garrafas eram

congeladas por 24 horas a -70C. A seguir as garraf as foram congeladas e
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descongeladas por trés vezes, para arrebentar as células e liberar o virus. A
suspensao de células foi centrifugadaa a 1200 g durante 10 minutos a 4.
O sobrenadante foi distribuido em aliquotas de 500 pl e estocado a -70C,
até o uso.

Os antigenos H1, H3 e B utilizados foram os recomendados pela OMS
anualmente e foram fornecidos gentilmente pelo CDC, Atlanta.

Hemdacias de galinha e peru

Hemécias de galinha e peru foram colhidas por puncdo venosa no
biotério do Instituto de Medicina Tropical e misturadas rapidamente com
igual volume de solucéo de Alsever. A seguir foi feita uma filtragem em gaze
e conservado a 4T até o uso.

Para utilizacdo na reacao, lavou-se trés vezes com PBS, fazendo-se
trés centrifugacdes sucessivas a 900g por cinco minutos. Por ultimo fez-se
uma centrifugacdo a 900g por dez minutos e preparou-se uma suspensao
contendo 0,5% de hemaceas. Esse procedimento foi realizado sempre no
dia de uso.

Segundo recomendacdo do CDC devem-se usar hemacias de peru
para o virus H3N2 e heméacias de galinha para os virus H1N1 e Influenza B

Titulagdo do antigeno

A titulacdo foi feita em duplicata, usando-se placas de microtitulacao
com cavidade em “U”. Na primeira fileira foi colocado 100ul de antigeno, nas
demais fileiras 50ul de PBS. Com uma micropipeta multicanal transferiu-se
50 ul para o segundo orificio e assim procedeu-se a diluicdo em multiplos de

dois.
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Adicionou-se em todos os orificios 50 pl de hemacias a 0,5%. A placa
foi agitada por um minuto e mantida a temperatura ambiente por trinta
minutos. O controle das hemacias foi feito usando-se apenas o diluente
(PBS) e as hemaceas a 0,5% .

A maior diluicdo do antigeno que apresentou hemaglutinacao total, foi
considerada como 1 UHA (unidade hemaglutinante). No momento da reacéo
de inibicdo da hemaglutinacéo, a diluicdo de uso foi calculada para ter 8
UHA em 50 pl. Todos os dias previamente titulava-se o antigeno para
calcular a diluicdo de uso na reacdo e retitulava-se o0 antigeno durante a
reacdo para confirmar o titulo e ter certeza que a quantidade de virus
usada estava correta. O antigeno foi mantido durante toda a execucéao da
reacao em banho de gelo.

Tratamento do soro

Para destruicdo dos inibidores inespecificos, utilizou-se RDE (receptor
destroying enzyme) do Vibrio cholerae. Inicialmente foi feita a reconstituicdo
do RDE adicionando-se ao frasco 20 ml de solucéo fisioldgica 0,85%.
Foram feitas aliquotas e armazenadas a -20C .

Em tubos 12x74 mm adicionou-se 50 pl de soro e 150 pl de RDE,
portanto foi feito uma diluicdo inicial do soro a 1/4. Os tubos foram agitados e
incubados em banho-maria a 37C por 18 horas. Decorrido esse tempo 0s
tubos foram transferidos para um banho-maria a 56C e incubados por 30
minutos, para inativacdo do RDE. A seguir 300ul de solucédo fisiologica

0,85% foi adicionado aos tubos. Os soros apds esse procedimento, foram
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considerados como diluidos a 1/10. Apds esse tratamento todos 0s soros
foram testados para comprovar a destruicdo dos inibidores inespecificos.

Adicionou-se 25 pl de soro tratado a 25 pl de PBS e 50 pl de
hemaceas, incubou-se 30 minutos a temperatura ambiente. A presenca do
botdo de hemaceas confirmava a remocao dos inibidores, caso contrario,
seria necessario fazer um tratamento com papa de hemacias.e refazer o
teste. Os soros foram estocados a -20C até o momento da execucdo da
reacao

Execucéo da reacao de inibicdo de hemaglutinacéo

A reacdo de inibicdo das hemaglutinacdo foi feita em placas para
microtitulacdo com orificios em forma de “U”, utilizando-se como diluente
PBS. A partir do segundo orificio foi colocado 25ul de PBS em todos os
orificios. No primeiro e segundo orificios foi colocado 25 pl do soro tratado a
1/10. Utilizando-se micropipeta multicanal procedeu-se a diluicdo do soro.
Apo6s homogeneizacgéao transferiu-se 25 pl do segundo para o terceiro orificio
e assim sucessivamente até o ultimo orificio. Em seguida adicionou-se 25 pl
de antigeno. Agitou-se por um minuto e manteve as placas a temperatura
ambiente por quinze minutos. Apos esse tempo adicionou-se 50ul de
hemacias, agitou-se por um minuto e manteve-se as placas em temperatura
ambiente por trinta minutos. Apés esse periodo, procedeu-se a leitura.

O teste foi realizado para cada um dos subtipos virais — HLIN1, H3N2 e
B. O titulo foi a reciproca da ultima diluicio do soro que inibiu
completamente a hemaglutinacao.

Defini¢oes:
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A interpretacdo dos titulos de Ac neutralizantes seguiu a normatizacao
OMS. — Titulos = 1:40 foram considerados protetores;

- Titulos entre 1:10 e 1:20 foram considerados nao protetores;
- Titulos < 1:10 foram considerados negativos

Condicao sorolégica basal de doadores e receptores foi considerada
aguela presente no pré transplante.

Soroconverséo foi definida como o aumento de 4 vezes ou mais o titulo
de anticorpos para 0 mesmo subtipo viral, entre dois exames consecutivos
ou a positivacdo de exame antes negativo para 0 mesmo subtipo viral.

Soroconversdo apos vacina pré — TCTH foi avaliada no DO e D30. e
considerada aquela observada até 30 dias ap0s a imunizacgao;

Soroconversdo apos a vacinacado do 6° més foi comparada com o0s

titulos do D+180.

4.5. 2 Reacao de reacdo em cadeia da polimerase
Os exames de cadeia da polimerase para o influenza A sazonal,
influenza A pandémico e influenza B foram realizados no laboratorio de
virologia do IMT-USP e no laboratorio de citoquimica do HAC.
O material congelado a -80° C procedente de BH e Jau foi processado no
final do estudo.
Os protocolos para realizacédo do realtime PCR para o influenza A e B

foram os padronizados pela OMS e disponiveis.
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4.6 Etica

O estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da UFMG,
do HAC e do HC-USP de acordo com as normas da Resolucdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude, que regulamenta as atividades de pesquisa
em seres humanos.

A incluséo de cada par D/R foi realizada apds esclarecimento sobre os
objetivos da pesquisa, procedimentos e riscos seguidos de assinatura do
TCLE pelos proprios pacientes e doadores ou seus responsaveis legais.

A investigacdo dos pacientes foi realizada respeitando-se o sigilo e a

confidencialidade das informacdes.

4.7 Analise estatistica

O banco de dados foi construido utilizando-se o programa Excell
(Microsoft) a partir das fichas de triagem e seguimento. A digitacdo dos
dados foi realizada pela pés-graduanda e a avaliacdo da consisténcia
checada pela orientadora.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
SPSS para Windows, versao 19.0 (SPSS Inc, Chicago, ).

O desfecho primario do estudo foi a comparacéo da resposta soroldgica
sorotipo-especifica (soroconversdo) dos receptores entre 0s quatro grupos
de vacinacao para influenza até 30 dias poés transplante e apos o dia 180.

A proporcéo de pacientes com titulos soroprotetores no pré transplante

e nos dias zero (D0), + 30, +60, +100 e + 180 apds o TCTH foi comparada
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pelo teste do Chi-quadrado. A média geométrica dos titulos (MGT) da
concentracdo de anticorpos foi calculada para cada grupo de intervencéo,
nos varios tempos de seguimento, para cada antigeno individualmente. Para
comparacoes das MGT os varios foram transformados em logaritmo na base
10 e comparados por analise de variancia (ANOVA).

Adotamos o nivel de significancia de 5% (0,05) para a aplicacdo de

todos os testes estatisticos.
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5. RESULTADOS

5.1 Fluxo dos participantes

Um total de 212 pares de candidatos ao TCTH e seus doadores foram
avaliados quanto a elegibilidade nos dois centros transplantadores - 63
(29,7%) - HC/UFMG e 149 (70,3%) - HAC no periodo de 06 de agosto de
2007 a 11 de fevereiro de 2010. O fluxograma dos participantes é
apresentado na figura 2.

Durante o recrutamento 74 dos 212 pares (34,9%) foram excluidos — 13
(17,6%) - HC/UFMG e 61(82,4) - HAC. Dos 74 pares, 29(39,2%) n&o
preenchiam os critérios de elegibilidade (9 - HC/UFMG, 20 - HAC), 26 (35%)
se recusaram a participar (3 - HC/UFMG, 23 - HAC), quatro (5,4%) tiveram
seu transplante cancelado (1 - HC/UFMG, 3 - HAC) e finalmente 15 (20,3%)
pares do HAC foram excluidos por motivos diversos — quatro receptores
tinham doenca de base em atividade, dois pacientes apresentavam
plaguetopenia severa, impossibilitando injecdo intramuscular, um caso de
retransplante e oito criancas foram excluidas por equivoco na interpretacéo
dos critérios de elegibilidade.

Dos 138 pares randomizados, outros sete foram excluidos apos a
alocacao (5 — HC/UFMG e 2 — HAC). Cinco pacientes tiveram o transplante
cancelado (um par do grupo 1, dois do grupo 2 e dois do grupo 3). Dois

outros desistiram do transplante (um do grupo 1 e um do54 grupo 2)
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Efetivamente 131 pares de candidatos ao TCTH e seus doadores
foram incluidos

A randomizacéo inicialmente alocou os pares em 3 grupos, conforme a
imunizacdo pré transplante em grupo 1 — sem vacinagdo; grupo 2 -
vacinacdo do doador, grupo 3 — vacinacao do receptor. Com a mudanca do
protolocolo e o cancelamento do grupo 1, a partir de 06/2009 os pares foram
randomizados entre os grupos 2, 3 e 4.

Trinta e oito pares dos 131(29%) foram alocados no grupo 1, 44
(33,6%) no grupo 2, 40 (30,5%) no grupo 3 e 9 (6,9%) no grupo 4.no estudo

- 86 (65,6%) do HAC e 45 (34,4%) do HC-UFMG.



Figura 2 — Fluxograma dos participantes
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Todos os 53 doadores randomizados nos grupos 2 e 4 foram vacinados
entre 6 a 31 dias antes do transplante: grupo 2 (mediana de 11,5 dias) e
grupo 4 (mediana de 8 dias). Os 49 receptores randomizados nos grupos 3
e 4 receberam a vacina entre 6 e 50 dias antes do transplante: grupo 3
(mediana de 10,5 dias), grupo 4 (mediana de 9 dias).

No seguimento até 180 dias pos TCTH, 47 (35,9%) dos 131 receptores
perderam o acompanhamento: 26 (55,3%) por o6bito, 20 (42,6%) por recidiva
da doenca de base e um (2,1%) paciente por abandono do estudo. Das 47
perdas, 10 (26,3%) eram do grupo 1, 19 (43,2%) do grupo 2, 13 (32,5%)
grupo 3 e 5 (55,6%) no grupo 4.

Finalmente 84 dos 131 (64,1%) pacientes originalmente incuidos
concluiram o estudo e estavam disponiveis para as analises do D+180 e
para a vacinacao de influenza pdés transplante: 28 (33.3%) do grupo 1, 26

(31%) do grupo 2, 26 (31%) do grupo 3 e 4 (4,8%) do grupo 4.

5.2 Caracteristicas dos pacientes e doadores

As caracteristicas demograficas e clinicas da populacdo de doadores-
receptores sdo mostradas na tabela 1.
Os quatro grupos de randomizacao nao diferiram significativamente em

relacdo a idade e sexo do receptor e do doador, compatibilidade HLA,
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diagnoéstico, fonte da célula tronco, tipo de condicionamento, uso de

anticorpos no condicionamento e presenca de DECH aguda e cronica.

5.3 Resposta sorologica a vacinacdo de influenza no pré transplante

5.3.1 Doadores

A condicdo sorologica pré transplante foi avaliada em 126 doadores.
Amostra nao foi obtida em cinco (3,8%) casos.

Vinte e dois (17,5%) doadores apresentavam anticorpos em titulos
protetores para a cepa A/HIN1, 31 (24,6%) para A/H3N2 e 85(67,5%) para o
subtipo B (Tabela 2).

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os quatro
grupos de randomizacdo para os antigenos A/HIN1 e A/H3N2 (Tabela 2).
Com relacdo ao antigeno B, entretanto, encontrou-se diferenca significante
entre os grupos e aplicacao do teste exato de Fisher, ajustado pela Correcéo
de Bonferroni, demonstrou que o grupo 4, apresentava menor numero de

doadores com titulos protetores em relacdo aos demais
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Tabela 1 — Caracteristicas de 131 pares de receptores - doadores de
transplante de célula tronco hematopoiética, 2007- 2010

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Caracteristicas (n=38) (n=44) (n=40) (n=9)
Mediana idade (anos)
Doadores 28 27,5 26 37
Receptores 28,5 26,5 23 41
Sexo — M/F
Doadores 23/15 22/22 22/18 5/4
Receptores 22/16 36/8 26/14 712
HLA (n=130)
Idéntico 38 41 38 9
Doenca de base
Leucemias agudas 11 (28,9) 20 (45,5) 22 (55) 6 (66,7)
Leucemias cronicas 7 (18,4) 4(9,1) 3(7,5) 1(11,1)
Linfomas 5(13,2) 5(11,4) 3(7,5) 0
Mielodisplasia 1(2,6) 4(9,1) 3(7,5) 2 (22,2)
Anemia aplasica 13 (34,2) 10 (22,7) 7 (17,5) 0
Outras 1(2,6) 1(2,3) 2 (5,0 0
Fonte da célula tronco
Medula éssea 21 (55,3) 25 (56,8) 20 (50) 4 (44,4)
CTP 16 (42,1) 19 (43,2) 20 (50) 5 (55,6)
Medula + CTP 1(2,6) 0 0 0
Condicionamento (n = 127)
CY+Bu 15 (31,3) 15 (31,3) 18 (37,5) 0
Bu + Flu 5(20,8) 10 (41,7) 6 (25) 3(12,5)
Condicionamento com Ac 13 (34,2) 11 (25) 10 (25,6) 3(37,5)
(n=129)
13 (31) 15 (35,7) 13 (31) 1(2,4)
DECH aguda (n=128)
10 (31,3) 12 (37,5) 10 (31,3) 0

DECH crénica (n = 108)

Nota: Dados representam nimero de pacientes (%), exceto quando especificado.

Para todas as comparacdes o valor de p ndo foi estatisticamente significante.

HLA - antigeno da histocompatibilidade maior; Risco da doenca — doenga ndo avancada —
Doenca avancada; CTP - célula tronco periférica; Ac - anticorpos: timoglobulina ou
Campath; DECH — doenca do enxerto contra hospedeiro

n — varia devido a dados nao disponiveis para algumas variaveis
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Tabela 2 - Condicao sorolégica de doadores no pré e no dia transplante de
células tronco hematopoietcas, segundo grupo de randomizacao

— 2007 a 2010
Subtipo  Tempo Grupos de Randomizagéo TOTAL P
HAI
viral  TCTH 1 2 3 4
PRE >1:40 4(18,2)  10(45,5)  7(31,8) 1(4,5) 22
0,54
<1:40 32(30,8)  34(32,7) 30(28,8) 8(7,7) 104
AHIN1
>1:40 6(10,5)  36(63,2)  7(12,3) 8(14) 57
DO <0,001
<1:40 30(42,30  8(11,3)  32(451)  19(1,4) 71
>1:40 7(22,6) 12(36.7)  10(32,3) 2(6,5) 31
PRE 0,84
< 1:40 20(30,5) 32(33,7) 27(28,4) 7(7.4) 95
AJH3N2
>1:40 9(14,5)  35(56,5) 11(17,7)  7(11,3) 62
DO <0,001
<1:40 27(40,9) 9(13,6) 28(42,4) 2(3) 66
>1:40 25(29,4) 30(35,3) 29(34,1) 1(1,2) 85
PRE 0,002
<1:40 11(26,8)  14(34,1) 8(19,5) 8(19,5) Ly
B
21:40 26(26,5)  35(357)  30(30,6) 7(7,1) 98
DO 0,895
<1:40 10(33,3) 9(30) 9(30) 2(6,7) 30

* teste chi quadrado

A vacina de influenza foi administrada entre 6 a 31 dias antes do
transplante nos 53 doadores alocados nos grupos 2 e 4 (mediana de 11,5
dias no grupo 2 e de e 8 dias no grupo 4

Cento e vinte e oito doadores foram avaliados com relacéo aos titulos
de anticorpos protetores no dia do transplante (D0). Trés (2,3%) doadores
nao tinham amostras disponiveis.

Cinquenta e sete (44,5%) doadores apresentaram titulos = 1:40 para o

A/H1N1, 62 (48,4%) para o A/H3N2 e 98 (76,6%) para o B. Para os subtipos
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A/HIN1 e A/H3N2 houve associacdo estatisticamente significante (teste X2,
p < 0,001) entre a frequéncia de soroprotecdo no DO e pertencer ao grupo
de vacinacdo do doador (Tabela 2).

Comparando-se o pré e o dia do transplante houve aumento
significativo (p < 0,001) da frequéncia de doadores com titulos protetores
para todos os subtipos virais - 27,6%, 25% e 9,7%, para o A/HIN1, A/H3N2
e B respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacado da proporcdo de doadores com titulos protetores de

anticorpos antes e no dia do transplante de células tronco
hematopoieticas — 2007a 2010

Pre Taxa de
Subtipo viral DO p
transplante aumento (%)
A/HIN1 22(17,9%) 56(45,5) 27,6 <0,001
A/H3N2 30(24,4) 61(49,6) 25 <0,001
B 82(66,7) 94(76,4) 9,7 <0,001

* teste chi quadrado

Soroconverséo foi analisada em 123 doadores. Oito (6,1%) n&o tinham

amostras disponiveis.
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Tabela 4 — Taxas de soroconversdao de 123 doadores apds vacinagcao de
influenza no pré transplante — 2007a 2010

Grupos de randomizagédo

Subtipo
sC n(%) TOTAL P
viral
1 2 3 4
SC 1(2,7) 28(75,7) 1(2,7) 7(18,9) 37
H1l <0, 001
/] 33(38,4) 16(18,6) 35(40,7) 2(2,3) 86
SC 7(33) 33(64,7) 4(7,8) 7(13,7) 51
H3 <0,001
/] 27(37,5) 11(15,3) 32(44,4) 2(2,8) 72
SC 6(15,8) 24(63,2) 3(7,9) 5(13,2) 38
B <0,001
10/] 28(32,9) 20(23,5) 33(38,8) 494,7) 85

SC - soroconverséo; @ — auséncia de soroconversao
* Chi quadrado

A taxa de soroconversdo foi de 30,1% (37/123) para o influenza
A/H1IN1, de 41,5%(51/123) para o A/H3N2 e de 30,9%(38/123) para o B,
sendo observada diferenca significante para todos os subtipos virais, entre
0S quatro grupos de vacinacdo. Aplicacdo do teste exato de Fisher, ajustado
pela correcdo de Bonferroni, no entanto, comparando 0s grupos par a patr,
somente conseguiu definir que os grupos 1 e 3 eram estatisticamente
diferentes do 2 e 4. Nao houve diferenca estatistica nas taxas de
soroconversao entre os grupos de imunizacdo do doador e imunizacdo do

doador e receptor.
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5.3.2. Resposta dos receptores

Sorologia pré transplante foi avaliada em 128 receptores. Trés (2,3%)

pacientes ndo tinham exames coletados.

Vinte e trés (18%) receptores apresentavam titulos protetores de

anticorpos contra o subtipo A/HIN1, 42 (32,8%) contra o A/H3N2 e

81(63,3%) contra o B. Os subtipos A/H2N2 e B se mostrou diferente dos

demais (p=0,033) com a menor frequiéncia de soroprotecao (Tabela 5).

Tabela 5 - Condicado soroldgica dos receptores no pré e até 30 dias do
transplante de células tronco hematopoiéticas, segundo grupo de

randomizacéo — 2007 a 2010

Subtipo Tempo Grupos de Randomizacéo TOTAL P
HAI
viral TCTH 1 2 3 4
PRE >1:40 8(348) 6(26,1)  8(34,8) 1(4,3) 23
0,742
<1:40 30(28,6) 37(352) 30(28,8)  8(7,6) 105
A/HIN1
>1:40 8(21,6)  12(32,4) 13(351)  4(10,8) 37
D_0Oou 30 0,473
<1:40 30(31,9)  32(34)  27(28,7)  5(5)3) 94
>1:40 9(21,4) 19(452) 12(28,6)  2(4,8) 42
PRE 0,217
<140 29(33,7) 24(27,9) 26(30,2)  4(8,1) 66
A/H3N2
>1:40 11(18,6) 26(44,1)  20(33,9) 2(3,4) 59
D_0Oou 30 0,021
<1:40  28(35)  23(28.8)  21(26,3) 8(10) 80
>1:40 28(34,6) 31(38,3) 18(22,2) 4(4,9) 47
PRE 0,033
<140 10(21,3)  12(255)  20(42,6) 5(10,6) 81
B
>1:40  31(30,7)  37(36,6) 30(29,7) 3(3) 101
D_0Oou 30 0,009
<1:40  7(233) 7(23,3) 10(33,3) 6(20) 30

* teste chi quadrado
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A proporcéo de receptores com titulos protetores no pré transplante foi
comparada a dos doadores. A condi¢do sorolégica de ambos foi semelhante.
(Tabela 6). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, exceto para o subtipo B, onde a proporcdo de doadores com titulos

protetores foi significativamente maior no grupo 3 (p=0,022).

Tabela 6. Comparacédo da proporcédo de receptores e doadores com titulos
protetores para influenza no pré TCTH — 2007a 2010

Subtipo Doadores Receptores pré TOTAL p
viral Pré 21:40 <1:40

>1:40 7 14 21(16,9)

A/HIN1 0,856
<1:40 16 87 103(83,1)
21:40 13 17 30(24,2)

A/H3N2 0,104
<1:40 29 65 94(75,8)
21:40 99 25 84(67,7)

B 0,659

<1:40 21 19 40(32,2)

A vacina de influenza foi administrada a todos os 49 receptores
randomizados nos grupos 3 e 4, entre 6 e 50 dias antes antes do
transplante: grupo 3 (mediana de 10,5 dias), grupo 4 (mediana de 9 dias).

Como resposta sorologica dos receptores foi observada no DO e no

D30 p6s TCTH consideramos para fins de andlise da resposta até o D30.
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Cento e trinta e um foram avaliados com relacdo aos titulos de
anticorpos protetores até o D30.

Trinta e sete (28,2%) dos 131 receptores apresentaram titulos protetores
contra o influenza A/HIN1, 59(45%) contra o A/H3N2 e 101(77,1%) contra o
B (tabela 5). Nado houve diferenca estatisticamente significante entre os 4
grupos de randomizacédo para o antigeno H1, mas observou — se diferenca
para os antigenos H3 e B. O teste exato de Fisher com correcdo de
Bonferroni foi realizado para comparar os grupos par a par. Para o subtipo
A/H3N2 observou-se que as taxas de soroprotecao dos grupos 1 e 2 foram
estatisticamente diferentes e que houve uma tendéncia (p=0,065) de
diferenca entre os grupo 2 e do 4. Para o influenza B foi observado que o
grupo 4 — de vacinacdo do doador e do receptor — foi estatisticamente
diferente dos demais, apresentando menores taxas de soroprotecao.

Comparando-se os tempos pré até o D30 poés transplante houve
aumento significativo (P < 0,001) da freqiéncia de receptores com titulos
protetores para todos os subtipos virais: 10,9% para o A/H1IN1, 11,7% para
0 A/H3N2 e 13,3% para o B respectivamente (Tabela 7). Tal diferenca foi
verificada em todos os grupos de randomizac¢ao, exceto no grupo 4 para 0s

subtipos virais A/HIN1 e A/H3N2.
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Tabela 7 - Comparacao da proporcdo de receptores com titulos protetores
de anticorpos antes e até 30 dias apés transplante de células
tronco hematopoieticas — 2007a 2010

Pré Taxa de
Subtipo viral D Oou 30 p
transplante aumento (%)
A/HIN1 23(18) 37(28,9) 10,9 <0,001
A/H3N2 42(32,8) 57(44,5) 11,7 <0,001
B 81(63,3) 98(76,6) 13,3 <0,001

* * teste chi quadrado

Soroconversdo até o D30 péstransplante foi avaliada em 129
receptores. Em 2(1,5%) pacientes nao havia amostra disponivel

A taxa de soroconversao para foi de 16,3% (21/129), de 14,7%(19/129)
e de 28,7%(37/129) para os subtipos A/H1IN1, A/H3N2 E B (Tabela 8). Nao
houve diferenca estatistica para os antigenos H1 e B. entre os grupos de
randomizacdo. Para o A/H3N2 foi observada diferenca entre os 4 grupos
(p=0,036). Entretanto, a aplicacao do teste exato de Fisher, com correcao de
Bonferroni, comparando os grupos par a par, hao conseguiu identificar quais
grupos de randomizacao diferenciam-se entre si, havendo tendéncia de que
as diferencas se encontravam entre o grupo 1 e as demais. Nao houve

diferenca estatisticamente significante entre o grupo de vacinagéao 3 e 4.
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Tabela 8. Taxa de soroconversdo de 129 receptores ap0s a vacina de
infleunza no pré TCTH, conforme grupo de randomizagéao - 2007

a 2010
Grupos de randomizagédo
Subtipo
sc n(%) TOTAL P
viral
1 2 3
sc 3 7 7 21 (16,3)
H1 0,064
@ 35 36 32 108 (83,7)
sc 1 6 10 19 (14,7)
H3 0,036
@ 37 37 29 110 (85,3)
B sc 12 13 12 37 (28,7)
0,271
@ 26 30 27 92 (71,3)

SC - soroconversao; @ — auséncia de soroconversao
* Chi quadrado
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5.4 Evolucao dos titulos de anticorpos neutralizantes pés TCTH

As médias geométricas dos titulos (MGT) de anticorpos dos receptores,
para cada subtipo viral, foram avaliadas ao longo do tempo a partir do
momento pré transplante até apds a vacina do dia 180 (Graficos 1,2 e 3 e

tabela 9.

Grafico 1 — Média geométrica dos titulos de anticorpos para o influenza
A/H1IN1 do pré ao D+180 — 2007 a 2010
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Gréafico 2 — Média geométrica dos titulos de anticorpos para o influenza
A/H3N2 do pré ao D+180 — 2007 a 2010
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Gréfico 3 — Média geométrica dos titulos de anticorpos para o influenza B do
pré ao D+180 — 2007 a 2010
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Tabela 9 - Média geométrica dos titulos de anticorpos nos receptores de
TCTH,conforme randomizacgéo - 2007 a 2010

Subtipo
Grupo Pré DO D+30 D+60 D+100 D+180
viral
1 10,18 10,58 9,80 9,59 8,51 8,14
2 7,97 10 11,29 11,01 8,59 9,39
A/HIN1
3 10,18 13,2 15,49 12,68 10,74 11,89
4 9,22 11,67 14,14 11,04 9,06 10
p NS NS NS NS NS NS
1 13,15 14,82 12,51 12,34 13,50 13,61
2 20,33 24,55 22,97 20 16,46 12,87
A/H3N2
3 16,07 27,32 29,88 21,22 19,07 20,59
4 7,94 8,57 8,41 10 14,86 5,95
p NS 0,019 0,018 NS NS NS
1 69,14 81,51 70,79 53,67 38,19 40
2 71,46 89,33 78,73 53,39 455 24,16
B
3 455 82,82 111,09 71,04 66,08 43,62
4 25,2 13,61 15,42 10 24,38 14,14
p NS 0,020 0,024 0,026 NS NS

NS — ndo significante

Os titulos para cada subtipo viral foram comparadas entre os grupos de
randomizacédo ao longo do tempo.

Para analise dos titulos de anticorpos os dados foram convertidos em
log 10 e a seguir comparados usando-se a andlise de variancia (ANOVA). A
comparacdo par a par de cada grupo foi realizada usando um péds teste

(least significnat difference — LSD).
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Para o subtipo A/HIN1 ndo houve diferenca significante das MGT entre
0s quatro grupos de randomizacéo, ao longo do tempo de seguimento.

Para o influenza A/H2N3 houve diferenca entre os grupos no dia do
transplante (p=0,019) e no D+30(p=0,018). A analise pés teste comparando
0S grupos par a par, identificou que no dia do trasnplante, o grupo de
vacinacdo do doador e o grupo de vacinacao do receptor tiveram maiores
titulos de anticorpos protetores que os grupo 1 e o grupo 4. Nao houve
porém diferenca estatistica entre as MGT dos grupos 2 e 3.. No D+30, a
analise par a para que o grupo de vacinagcao do receptor teve MGT mais
altas que os pacientes dos grupos sem vacina e com vacina de receptor e
doador. Nao houve diferenca nas MGT entre os grupos de 2 e 3.

Para o subtipo B as diferencas nas MGT foram observadas no dia do
transplante (p=0,020), no D+30 (p=0,024) e D+60 (p= 0,026). Analise dos
grupos par a par identificou em todos esses tempos, que o grupo 4

apresentou menores MGT em relacédo aos demais.

5.5 Resposta a vacinacao de influenza a partir do D+18 0

Oitenta e quatro receptores estavam vivos e sem recidivas no D+180.

A condicao sorolégica do D+180 foi avaliada em 77 receptores. Sete
casos nao tinham amostra disponivel para analise.

Onze (14,3%) receptores de TCTH apresentavam titulos protetores de
anticorpos contra o subtipo A/HIN1, 24 (31,2%) contra o A/H3N2 e 40
(51,9%) contra o B. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre

0S grupos para nenhum dos sutipos virais (tabela )
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Dos 84 pacientes candidatos a vacinacdo de influenza a partir do
D+180, 10 (11,9%) nao foram imunizados pela nao disponibilidade da vacina
sazonal na ocasido da pandemia de A/H1N1, outros 10 (11,9%) néo
receberam a vacina por motivos ndo especificados.

Sessenta e quatro pacientes (76,2%) foram vacinados entre 115 e 365
dias ap6és o TCTH com mediana de 218 dias. Trés casos nao tinham
amostras disponiveis para analise.

A soroconversdo a vacinacdo de influenza a partir do D+180 foi
avaliada em 61 pacientes. Observaram-se no geral baixas taxas de
soroconversao para influenza A/HIN1, A/N3N2 e B, da ordem de 19,7%,
18% e 8,2% respectivamente. Nao houve diferenca estatisticamente

significante entre os grupos no padrao da reposta.
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Tabela 10 - Taxa de soroconversdo de 61 receptores apds a vacina de
influenza a partir do D+180, conforme grupo de randomizacéo -

2007 a 2010

Grupos de randomizagdo
Subtipo

SC n(%) TOTAL P
viral
1 2 3 4
sc 4 6 1 1 12(19,7)
H1 0,140
@ 20 12 16 1 49(80,3)
sc 3 6 1 1 11(18)
H3 0,093
@ 21 12 16 1 50(82)
B sC 1 4 0 0 5(8,2)
0,074
@ 23 14 17 2 56(91,8)

SC - soroconversao; @ — auséncia de soroconversao
* Chi quadrado
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5.6 Casos confirmados de doenca por influenza

Nove pacientes dos 131 (6,87%) incluidos nos dois centros
apresentaram 11 episodios de influenza durante o seguimento. Oito
pacientes de Jau apresentaram 10 episodios de influenza A entre os
meses de abril a novembro de 2009 e um paciente de BH apresentou
influenza B no més de abril de 2008.

As cepas de influenza A foram tipadas e houve cinco casos de
influenza sazonal e outros cinco casos de A/HIN1 pandémico. Em um
paciente houve associacdo dos dois agentes.

O quadro 2 detalha as condi¢fes clinicas, grupo de randomizacao
e desfecho dos casos.

O quadro 3 especifica os titulos de anticorpos neutralizantes na

ocasiao do episodio de influenza
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Quadro 2. Caracterizacdo dos 11 episodios confirmados de influenza em

131 receptores de TCTH — 2007 a 2010
Sd
Caso Sexo Virus Grupo Data dx Evolucao
respirat.
Obito
ACS M IVAS A sazonal 1 13/07/09
SARA
NVV F IVAS A sazonal 2 11/08/09 mellhora
IVAS/
ASX M A sazonal 1 09/04/09 mellhora
PNM
JCS M IVAS/
A sazonal 2 29/06/09 mellhora
PNM
SLA M IVAS A
2 31/07/09 mellhora
pandemico
JRNP M IVAI/ A
3 19/08/09 mellhora
PNM pandemico
GRF M IVAI/ A Obito
PNM . 3 08/09/09 SARA
pandemico
SSP F SEM INFO A estavel
2 07/10/09
pandemico
SSP F IVAS A
2 22/10/09 mellhora
PNM pandemico
SSP F IVAS
A sazonal 2 06/11/09 mellhora
PNM
NLDA F IVSA B 1 11/04/08 mellhora

IVAS — infeccdo de vias aéreas superiores; IVAI — infeccao de vias aéreas inferiores;PNM —
pneumonia; Sem info — informacédo nao disponivel
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Quadro 3. Caracterizacdo da condicdo sorologica por ocasido dos 11
episddios confirmados de influenza — 2007 a 2010

Titulos para cada subtipo viral imediatamente ao episodio de
Caso
influenza

ACS H1=neg H3=neg B=1:40

NVW  Hi1=neg H3=1:40 B=neg

ASX H1=neg H3=neg B=1:80

JCS H1=neg H3=neg B=1:160

SLA H1=1:40 H3=160 B=1:1280

JRNP  H1=neg H3=neg B=1:40

GRF  H1=neg H3=neg B=1:80

SSP  H1=neg H3=neg B-=neg

SSP H1=neg H3=neg B=neg

SSP H1=neg H3=neg B=neg

NLDA H1=neg H3=neg B=1:640
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De acordo com os critérios estabelecidos para imunocompetentes, 0s
casos de o6bito tinham titulos protetores imediatamente antes do episodio
da influenza, que ndo impediram que eles adquirissem a infeccdo. Estes
dados sugerem que outros mecanismos além da imunidade humoral
podem estar envolvidos na protecdo e ou susceptibilidade do paciente

contra a influenza.
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DISCUSSAO

Influenza é uma infeccéo potencialmente grave apés o TCTH®®. H4 alto
risco de pneumonia e a mortalidade relacionada é de até 15% nos casos nao
tratados.

A vacinacdo é a principal estratégia profilatica®® e consensos
internacionais'® recomendam vacinac&o rotineira a partir de quatro a seis

meses apos o transplante.

M-

Sabidamente a imunogenicidade da vacina com virus inativado
baixa®*, principalmente nos primeiros seis meses pés transplante, devido a
reconstituicdo lenta da imunidade celular e humoral*.

E racional entdo considerar alternativas a imunizacdo convencional.
Intervencdes que pudessem aumentar a protecdo contra a influenza nesse
periodo inicial mais critico principalmente.

Este ensaio clinico estudou esquemas de vacinacao no pré transplante,
com imunizacdo do doador, do receptor ou de ambos, avaliando a resposta
humoral induzida.

O desenho randomizado, padrdo ouro para avaliacdo da efetividade de
medidas terapéuticas e/ou profilaticas, s6 havia sido realizado em um estudo
de vacina de influenza em TCTH®*. O pequeno nimero das

publicacdes>438:3742

apresenta séries de pacientes submetidos a
intervencdes nao aleatdrias. Nesse estudo a randomizacdo permitiu que os
pares de participantes fossem comparaveis em relacdo a uma serie de

variaveis que poderiam influenciar as intervencdes testadas. Nao houve
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diferenca estatistica entre os quatro grupos com relacdo as caracteristicas
sécio-demograficas, da condicao de base e do TCTH. Apesar das diferencas
entre os dois centros transplantadores em relacdo ao diagnéstico dos
pacientes, esquemas de condicionamento, uso de anticorpos poli ou
monolconais nos regimes de condicionamento e profilaxia da DECH (dados
nao mostrados), os grupos foram comparaveis entre si.

Houve grande numero de perdas no estudo. Dos 131 pares de pacientes
incluidos, 47 (35,9%) perderam 0 seguimento antes da imunizacdo do
D+180. Desses 26 (55,3%) por 6bito, 20 (42,6%) por recidiva da doenca de
base e um (2,1%) paciente por abandono do acompanhamento. Essa
situacdo, no entanto pareceu compativel com contexto clinico do TCTH -
pacientes com doencas graves e com alto risco de 6bito precoce ainda
antes da pega medular. Perdas de maneira geral podem diminuir as
diferencas observadas entre 0s grupos e reduzir o efeito de uma
intervencao. Nesse estudo as perdas tiveram distribuicdo heterogénea entre
0Ss grupos - 10 (26,3%) eram do grupo 1, 19 (43,2%) do grupo 2, 13 (32,5%)
grupo 3 e 5 (55,6%) no grupo 4.

Uma das estratégias estudadas nesse ensaio foi a vacinacdo do doador
e seu possivel efeito na imunidade do receptor. Estudos ainda da década de
80 ja confirmavam que células B e T do doador infundidas com o enxerto
eram capazes de responder a antigenos. Saxon** em 1986 j& havia
demonstrado a transferéncia de linfocitos B recentemente expostos a
booster com toxodide diftérico e tetdnico, com aumento dos titulos de

|.39

anticorpos no receptor. Lausen et al.”” corroboraram a transferéncia das
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células B, em receptores imunizados com vacina para Haemophilus b. Este
estudo confirmou a presenca de células B de memodria do doador, que
persistiram por até 9 meses apos o transplante e que inclusive melhoraram a
resposta a vacinacdo mais tardia. Wahren et al.** também corroborou a
existéncia dessa imunidade adotiva para outras infec¢cdes virais, néo
passiveis de imunizacao.

Mais recentemente, outros autores confirmaram em estudos maiores e
randomizados a resposta & imunizacdo do doador em TCTH. Molrine et al.*®
demonstraram que receptores cujos doadores foram imunizados com vacina
conjugada para Haemophilus influenza no pré transplante, apresentavam
mais altas concentracdes de anticorpos. A mesma autora em 2006’ , em
estudo radomizado também confirmou a eficiéncia da imunizacdo dos
doadores com vacina conjugada para pneumococo (PCV7) sobre os titulos
especificos medidos no receptor. Kumar et al.*® confirmaram essa resposta
para a PCV7 em estudo duplo cego e randomizado.

Faltavam, entretanto, estudos especificamente da vacinacdo de
influenza em doadores de TCTH®. Apesar das observaces promissoras
com outras vacinas, a posicdo dos consensos internacionais’ é de nao
recomendar a vacinacao do doador.

Nosso estudo avaliou condicao soroldgica pré transplante dos doadores
e a sua resposta a vacina. No pré transplante 22 (17,5%) doadores
apresentavam anticorpos em titulos protetores para o A/HIN1, 31 (24,6%)

para A/H3N2 e 85(67,5%) para o subtipo B.
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Isso poderia sugerir a maior circulacdo do virus influenza B no periodo
do estudo ou sua maior imunogenicidade em relacéo a relacéo a influenza A
H1 e H3, tanto em relagcéo ao virus selvagem quanto o vacinal.

Comprovou-se que doadores respondem a vacinagcdo de influenza,
mesmo a curto prazo. No trabalho a vacina foi administrada aos 53
doadores alocados nos grupos 2 e 4, entre 6 a 31 dias antes do TCTH -
mediana de 11,5 dias no grupo 2 e de e 8 dias no grupo 4.

Dos 128 doadores avaliados no dia do transplante, 57 (44,5%)
apresentaram titulos de anticorpos protetores = 1:40 para o A/HIN1, 62
(48,4%) para o A/H3N2 e 98 (76,6%) para o B. Isso representou aumento
real (p< 0,001) da frequéncia de doadores com soroprotecdo para todos os
subtipos virais - 27,6%, 25% e 9,7%, para o A/HIN1, A/H3N2 e B
respectivamente. Houve correlacdo estatisticamente significante entre o
aumento dos titulos e pertencer ao grupo de vacinag¢ao do doador.

E importante frisar que a definicdo de soroproteciio baseada nos titulos
de anticorpos neutralizantes = 1:40 é estabelecida apenas para pacientes
imunocompetentes. Sabidamente esses anticorpos antihemaglutinina
aparecem cerca de duas semanas apos a infeccéo por influenza e sao de
subcalsses IgM, IgA e IgG*® e sdo responsaveis pela protecdo das aéreas
superiores e inferiores. Para influenza sazonal assume-se que titulos = 1:40
estdo associados com reducdo aproximada de 50% do risco de
desenvolver influenza A*. Niveis de anticorpos protetores em
imunodeprimidos talvez tenham que ser revistos, pois raramente atingem

altos titulos. Além disso, os antigenos padronizados para as reacdes de
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hemaglutinacdo podem né&o ter a mesma performance ano a ano, e com isso
a sensibilidade do teste pode variar.

Todos os estudos avaliando resposta a vacina de influenza em
receptores TCTH utilizaram o mesmo corte de 1:40 para definir
soroprotecdo. Nesse contexto nossos resultados foram comparaveis a
literatura. Em 128 receptores que realizaram sorologia no pré transplante, 23
(18%) apresentavam titulos protetores de anticorpos contra o A/H1N1, 42
(32,8%) contra 0 A/H3N2 e 81(63,3%) contra o B. Engelhard®* verificou que
apenas 1(2%) de 48 receptores de TCTH dos apresentava titulos de
anticorpos protetores para o A/H3N2. Pasken et al.*® no estudo randomizado
encontrou 12 a 16% de receptores com titulos protetores antes da

|'43

imunizacdo. Recentemente Gueller et al.” avaliando a resposta imune da

vacina da influenza A/HIN1 pandémica, verificou que apenas 17,6% dos

receptores tinha niveis protetores no pré transplante. Engelhard et al. *%e

m
estudo semelhante, também encontrou apenas 17,9% de receptores com
titulos soroprotetores.

Chamou a atencao no estudo a similaridade da condi¢c&o sorologica pré
transplante de doadores e receptores. Esperar-se-ia que em candidatos ao
TCTH, gravemente doentes e muitas vezes ja imunodeprimidos de base,
fossem encontradas menores taxas de soroprotecdo basal. Nossos dados
mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos, exceto para o subtipo B, onde a proporcdo de doadores com titulos

protetores foi significativamente maior no grupo 3 (p=0,022).
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A observacéo dessa condicdo de soroprotecao dos receptores no pré
transplante talvez permitisse inferir a possibilitasse de resposta a vacina.
Considerando a potencial gravidade da infeccdo pela influenza no pos
transplante, seria l6gico imunizar os candidatos antes do transplante.
Véarios estudos entretanto, em pacientes com doenca hematolégicas
malignas jA antecipava uma resposta ruim da vacinacdo do receptor.
Robertson et al.*’ estudando um grupo de 52 pacientes com mieloma
multiplo observou que apenas 19% apresentava soroconversao para todos o
subtipos virais ap6s vacina de influenza. No estudo de Mazza et al.*’ em
portadores de linfoma maligno, apenas 10% de 29 vacinados apresentaram
anticorpos protetores para pelo menos um antigeno apds a imunizacao de

infleunza. Lo et al.*®

conseguiram a priori melhorar as taxas de
soroconversao em portadores de linfomas com esquemas de duas doses de
vacina. Seus resultados entretanto, nao foram reproduzidos por outros
autores. Ljungman et al.** em estudo de 70 pacientes com neoplasias
hematolégicas, randomizados para receber 2 doses de vacina de influenza,
as taxas de resposta ndao melhoram para o A/H1IN1, passando de 18% para
22%, para 0 H3N2 de 26% para 14% e para o B de 25% para 22%.
Finalmente, van der Velden et al.** em populacdo de portadores de LLC,
também observaram minimas taxas de soroconversdo — de 5% para 15%
para a influenza A e de 15% para 30% para a influenza B.

No presente estudo, analise de 129 receptores, mostrou taxas de

soroconversao de 16,3% (21/129), de 14,7% (19/129) e de 28,7%(37/129)

para os subtipos A/HIN1, A/H3N2 e B, respectivamente. Confirmou-se a
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baixa imunogenicidade da vacina em pacientes imunocomprometidos,
conforme amplamente discutido.

Entretanto, comparacdo entre propor¢cdo de receptores com titulos
protetores antes e apds a imunizacdo, confirmou aumento significativo (p<
0,001) dos titulos para todos os subtipos virais — A/HIN1 de 18% para
28,9% , A/H3N2 de 32,8% para 44,5% e influenza B de 63,3% para 76,6%.
Tal resposta de soroprotecdo parece bem razoavel em receptores de TCTH,
ja que é essa condicdo, que aparentemente se relaciona mais ou menos
com a risco de adoecimento, complicacdes e obito.

Realizamos o calculo das MGT dos anticorpos a partir do pré
transplante, no DO, D+30, D+60, D+100 e no D+ 180 para verificar a
variacdo dos titulos e a diferenca entre os grupos de randomizacao.
Imunidade adotiva poderia ser assim documentada e relacionada a um
determinado esquema de imunizacao.

Para o infleunza A/HIN1 n&o houve impacto das estratégias de
imunizacdo do doador e/ou do receptor nos titulos de anticorpos protetores
ao longo do tempo.

Para o subtipo A/H1IN1 ndo houve diferenca das MGT entre 0s quatro
grupos de randomizacao, ao longo do tempo de seguimento.

Para o influenza A/H2N3 houve diferenca entre os grupos no dia do
transplante (p=0,019) e no D+30(p=0,018). A analise pos teste, comparando
0S grupos par a par, identificou que no dia do transplante, o grupo de
vacinacdo do doador e o grupo de vacinacao do receptor tiveram maiores

titulos de anticorpos protetores que os grupos 1 e 4. Nao houve porém,
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diferenca estatistica entre as MGT dos grupos 2 e 3. No D+30, a analise par
a par para esse subtipo viral, mostrou que o grupo 3 - de vacinacédo do
receptor - teve MGT mais altas que os pacientes dos grupos 1 - sem vacina
e 4 - com vacina de receptor e doador. Nao houve diferenca nas MGT entre
0S grupos de 2 e 3.

Para o subtipo B as diferencas nas MGT foram observadas no dia do
transplante (p=0,020), no D+30 (p=0,024) e D+60 (p= 0,026). Analise dos
grupos par a par identificou que em todos esses tempos, 0 grupo 4
apresentou menores MGT em relacédo aos demais.

Em resumo nossas intervencbes alternativas — vacinacdo pré
transplante de doadores e receptores — impactou os titulos de anticorpos
protetores apenas para o subtipo viral A/H3N2. A resposta com aumento da
MGT foi precoce, observada no DO e no D+30, como seria mesmo esperado
de uma imunidade adotiva. Nao conseguimos justificar o0s baixos titulos de
anticorpos observados persistentemente e de forma significante, no grupo
de imunizacdo combinada — doador e receptor. O grupo era muito pequeno e
provavelmente a interpretacdo do desfecho sorolégico pode ter sido
prejudicada. Nao ha racional para “competicdo” de titulos nesse grupo. Na
verdade, a hipdtese era que o0s receptores do grupo 4 apresentassem a
melhor performance em termos de meédias de titulos ou talvez melhores
taxas de soroprotecao.

As taxas de soroconversdao apo0s a vacina a partir do D+180
continuaram ruins. Na verdade foram muito semelhantes as taxas de

soroconversao do D precoce - até o D+30. Inclusive para o subtipo B a
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soroconversao foi menor (28,7% x8,2%) que no inicio do seguimento. Tais
respostas, na verdade, ndo foram inesperadas em relacdo ao contexto
dessa fase. Sabemos que a capacidade do individuo responder a vacina de
forma robusta depende de competéncia imune. Em receptores de TCTH isso
esta relacionada a reconstituicdo pelo menos parcial da imunidade T e B.

N&o realizamos no estudo andlises univariadas e multivariadas, que
pemitissem definir os fatores relacionados a soroprotecdo e a
soroconversao. Provavelmente depois dessas avaliagbes, possamos ter
impressao diferente sobre as nossas intervencdes no pré transplante.

O estudo confirmou que a idéia inicial de que a hipdtese nula nédo é
verdadeira. Nossa intervencao levou a resposta real, porém para um unico
subtipo viral o AH3N2 e de curta duracdo — no maximo 30-60 dias. Do
ponto de vista estritamente clinico, parece esse tempo de soroprotecéo
parece razoavel para um receptor de TSTH, com alto risco de influenza
precoce e suas complicacbes. Do ponto de vista epidemioldgico, haveria
impacto positivo? Especialmente se considerarmos a variabilidade genética
dos subtipos ano a ano.

Finalmente a analise dos 11 episodios de influenza confirmados. Alguns
pacientes adoeceram com niveis protetores de anticorpos e um dos Obitos
orcorreu em paciente com titulo protetor de anticorpo, embora fosse para o
sorotipo B. A paciente de BH, com influenza B confirmada e altos titulos de
anticorpos contra o subtipo B, provavelmente sugere doenca aguda com

“booster” induzido pela infec¢do natural.
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Houve limitacbes ao estudo. A primeira foi relacionada a escolha do
desenho com seguimento prospectivo e de longa duracdo — 6 meses. Além
disso o carater multicéntrico, com o principal centro no interior do estado de
SP. Houve necessidade de organizacao, logistica e um grande esfor¢co da
equipe para articular datas, coletas, encaminhamento de amostras. Houve a
priori sucesso nesse aspecto, considerando a pequena quantidade de
perdas de coletas.

A ocorréncia da pandemia de influenza A/HIN1 em 2009, também
trouxe repercussdes ao estudo, na medida em que houve demandas extras
nos servicos e falta da vacina de influenza sazonal nos CRIES. Houve perda
de 10 casos em Jau e 2 em B por falta da vacina no D+180, em meses em
que ela deveria estar disponivel.

Finalmente, acreditamos que o estudo contribuiu para um melhor
entendimento da resposta soroldgica a vacina de influenza, nessa populacéo
especifica de pacientes imunodeprimidos. Os efeitos da vacinacdo em
doador e do receptor puderam analisados e comparados objetivamente. E

necessaria uma melhor analise dos dados antes da generalizacdo dos

resultados.
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7. CONCLUSOES

1. Os doadores apresentaram baixas taxas de titulos soroprotetores no
pré transplante para os subtipos virais A/HIN1 (17,5%) e A/H3N2
(24,6%); as taxas de soroprotecdo foram melhores para o antigeno B
—67,5%;

2. Doadores vacinados para influenza no pré transplante responderam
com elevagéao significativa dos titulos de anticorpos no DO, apesar do
curto intervalo entre a vacinagédo e o transplante;

3. As taxas de soroprotecdo no DO aumentaram de forma significativa
para 0s subtipos A/HIN1(44,5%) e A/H3N2(48,4%), de forma
significativa no grupo de vacinagao do doador;

4. Os receptores apresentaram baixas taxas de titulos soroprotetores
no pré transplante para os subtipos virais A/HIN1 (18%) e A/H3N2
(32,8%); as taxas de soroprotecédo foram melhores para o antigeno B
- 63,3%;

5. A condicdo de soroprotecdo de doadores e receptores no pré
transplante foi semelhante, a despeito da condi¢cdo imunolégica de
base distinta,

6. Receptores vacinados tiveram no geral baixas taxas de
soroconversao 16, 3% para o A/H1IN1, 14,% para o A/H3N2 e 28,7%
para o B, sem definicdo do grupo que respondeu melhor;

7. As MGT de anticorpos neutralizantes para o subtipo viral — A/H1IN1
nao variaram ao longo do tempo e n&do sofreram alteracées das

intervencdes estudadas;
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8. As MGT dos titulos dos anticorpos para o subtipo viral A/H3N2 foram
maiores nos tempos O nos pacientes dos grupos 2 e 3 - de
imunizacdo de doador e receptor respectivamente; apenas no tempo
D+30 no grupo de imunizacdo do receptor em relagcdo aos grupos
sem vacinacao e com vacinag¢do combinada de doador e receptor.;

9. A soroconversdo dos receptores a imunizacédo tardia de influenza, a
partir do D+180, também foi ruim para todos os antigenos e néo
diferiu entre os 4 grupos de intervencédo — 19,7% para o A/H1IN1, 18%
para o A/H3N2 e 8,2% para o B.

10. Influenza foi confirmada em 8 dos 131 pacientes (6,87%).
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DECISAD

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 02 de julho de 2007, apds atendidas as solicktagbes de diligéncia, o
projete  de pesguisa  ntitulado  “Estudo da Eficacia e da
Imunogenicidade de esquemas alternativos de vacinagdo contra
Influenza em pacientes transplantados de Células -Tronco
Hematopoiéticas™ bem come o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatdric final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos ¢ inicio do projeto.
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Anexo B

APROVACAO

A Comisséo de Elica para Andlise de Frojefos de Pesquisa -
CAPPasqg da Diretoric Ciinica do Hospital dos Clinicas e da Faoculdade de
Medicing da Universidade de 5do Pauio, em sess@o de 15/04/2009, AFROVOU o
Protocole de Pesquisa n® 0248/0%. infitulado: “ESTUDO DA”E_F!CAC!A E DA
IMUNOGENICIDADE DE ESQUEMAS ALTERNATIVOS DE VAC%NACF\O CONTRA
INFLUENZA EM RECEPTORES DE TYRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO
HEMATOPCIETICAS" apresentado pelo Departarnento de MOLF:%.SUAS INFECCIOSAS

E PARASITARIAS, inclusive o Termo de Consentimento Livre & Es}é‘arecido.

Cabe ao pesquisador elaborar & apreseniar & CAPPesg, o3
relatérios parciais e final sobre o pesquisa (Resolugde do Coriselho Nacional de

savds n® 196, de 10710/1996, inciso X2, lefra e,

Pesqﬁisodor {a) Responsdvel Dra. Clarisse Martins Machade

Pesquisador {a) Executante: Jacquelineg Das Gragas Ferreira De Oliveira
CAPPesq, 16 de Abril de 2009

LT S, S

y i N
) X Prot. Dr. Eduardo Massad
7 3 Presidente cda Comisséo de
"‘r 5 & AT
: JQJ\}’?X k/\b Efica para Andlise de Projetos
: ; de P i
uf sl S oo Covin e e
Condenador da Programade Pis-graduagio e
Biangas neecksas € Paraitas da FHUSP

Comissso de Etica pars Anglise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Cifnica do
Hospitai das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paule Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar ~ CEF 05403 010 - 80 Paulo — SP Fone: 011 3068 8442 Fax: 011 3089 8492 e-mail:

cappesa@honet.usp.br / secretariacappesg2@hcenet.usp b

ASS.,
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Anexo C

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Fundacio Hospital Amaral Carvalho

F UND A C A O RudaPameirs, 116, Vila Assis— CEP 17.210-120 - JoG / SP - % (014) 3602-1194 — Ramal - 1552.

Parecer CEPFHAC - 08/08.

Protocolo de Estudo
“Estudo da Eficacia e da Imunogenicidade de Esquemas Alternativos de Vacinagao contra Influenza
em Receptores de Transplante de Células Tronco Hematopoeéticas”

Documentos avaliados:
¥ Projeto de Pesquisa Completo

Pesquisador Responsavel:

Clarisse M. Machado, Lucy S. Vilas Boas do instituto de Medicina Tropical - USP- SP;

Henrique Bittencourt e Jacqueline F. de Oliveira do Hospital das Clinicas da UFMG;

Vergilio Antonio Rensi Colturato, Clarisse M. Machado, Ana Claudia F. dos Santos, Mair Pedro de
Souza, Marcos Mauad, Wellington Azevedo e Talita Chaves Martins — Hospital Amaral Carvalho ~ Ja.

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Hospital Amaral Carvalho?’analisou 0s
documentos supracitados na 362 reunido ordinaria realizada no dia 29 de fevereiro de 2008. Segue
abaixo as consideracbes feitas no parecer consubstanciado elaborado pela relatora Dra. Andréa

Miranda Pedro:

“O estudo supracitado tem como objetivo estudar prospectivamente um grupo de pacientes
submetidos ao Transplante de Células Tronco hematopoéticas (TCTH), randomizados para receber o
esquema {radicional de imunizagdo contra o virus da influenza no 6° mes pos-transplante (grupo
controle), ou esquemas alternativos com imunizagdo do doador no pré-transplante (grupo de
intervengéo 2). Comparar os trés esquemas para influenza em relagéo a imunogenicidade. ou seja,
sua capacidade de induzir anticorpos anti-fluenza, com andlise da magnitude (titulos) e a duragdo
dessa resposta, e em relagdo a sua eficicia em reduzir o nimero de episodios de infecgBes
respiratorias causadas pelo virus influenza pés TCTH.

Os pacientes e seus doadores serdo candidatos a TCTH nos Servigos de TMO: Hospital
Amaral Carvatho / Jaii, Universidade Federal de minas Gerais, Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, independente de sexo e idade.

A metodologia esta clara e muito bem descrifa.
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0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é claro, objetivo e de facil compreenséo.
0 estudo foi analisados e aprovado pelo CEP da Universidade Federal de Minas Gerais.
Desta forma, e de acordo com as normas da Resolugdo 196/96 e suas complementares,

opto pela aprovagéo do presente estudo pelo CEP.”

Diante do exposto, manifestamo-nos pela aprovagdo sem restricoes dos documentos
avaliados.

informamos que os referidos documentos so rubricados pelo cotaborador do CEPFHAC,
Ricardo Augusto Sartori, e que nenhum dos pesquisadores envolvidos no estudo participou da
votagéo.

Aproveito para recordar-lhe do compromisso de enviar relatérios semestrais referentes a

evolugéo do estudo.

Jau, 29 de fevereiro de 2008.

Dra.Clau eresa de Oliveira
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Fundagao Hospital Amaral Carvalho
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EMMMMEMMWCMEDEHQM ALTERNATIVOA DE W COMTRA INFLUEMZA

EM FACIENTE2 TEANSI‘L‘\RT.IDDG DE CELULAS TRONCO HEMATOFOIETICAS

FICHA DE TRIAGEM
Data da entrevista: ___/
Entrevistador:

Centra Transplantador: () LHC/UFMG [ ) 2.Fundagdoc Amaral Carvalha/Jad J OUTROS

TRIAGEM DO RECEPTOR

IDENTIFICACAD

1. Nome:

2. Registro do prontudrio:
3. 5exo: 1-M 2-F

4, Data de nascimenta: __ / /
3

&

. Ezcolaridade (anos de estudo):
. Telefone:

CRITERIOS DE INCLUSAD:
1. Candidato 20 TMC alogénico relacionade? 1. Sim 2. Ndo
Dognga de base

CRITERIOS DE EXCLUSAO:

1. Histéria de alergia a ovo ou proteina de galinhaltimerozal? 1 - Sim 2 - N3o 9 - IGN
2. Antecedente de vacina contia gripe sazenal? 1-Sim 2-Nio 9-IGN

3. Data da ultima vacina antigripal: __ /[

4

. Historia de reagdo grave a vacina? 1 - Sim 2 - N3oc 8 - NA {nunca vacinou) 5 - IGN
Se sim, especificar:
5. Previsdo do TMO ha < 7 dias? 1 - Sim 2 - Nids 9-IGN

CONCLUSAO RECEPTOR
1. Preenche critérios de elagibilidade
2. Excluido

TRIAGEM DO DOADOR

CDoador ou responsavel dispanivel para triagem?
1. Sim 2. N3o (ir para conclusdo e excluir o par)

IDENTIFICACAO:
1. Mome:

2.5exo0: 1I-M 2-F

3. Data de nascimento: __ /[
4

5

. Ezcolaridade (anos de Eatu:.‘_c-]:
. Telefone:

CRITERIOS DE INCLUSAD:
1, Parentesco: 1. Irmdc 2. Mde 3, Pai 4. Outro

CRITERIOS DE EXCLUSAO:

1. Histdria de alergia a ovo ou proteina de galinha/timerozal? L - Sim 2 - N3o 2 - IGN
2. Eptecedente de vacina contia grme" 1- B m 2 -Nio 5 -IGN

3. Data da ultima vacina antigripal: __ /  /

4, Histdria de reagdc grave a vacina? 1 - Sim 2 - N3o & - NA{nunca vacinocu) 9 - IGN

Se sim, especificar:

CONCLUSAO DOADOR
1. Praenche critérios de slegibilidade
2. Excluido

CONCLUSAQ FINAL DA TRIAGEM

Far O/R elegivel e incluide no estudo
Par D/R elegivel, mas ndo incluido - especificar motivo:
B excluido efou D excluido ou ndo avaliado

1
3
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Anexo E

: Hospital das Clinicas - UFMG
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - DOADOR

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. A seguir estio informagdes importantes. Antes que sua
participagdo seja aceita & fundamental que vocé leia todas as informagdes.

1.Nome do Estudo' .
ESTUDO DA EFICACIA E DA IMUNOGENICIDADE DE ESQUEMAS ALTERNATIVOS DE VACINAGAO CONTRA INFLUENZA EM
RECEPTORES DE TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS

2. Introdugio

O virus influenza, também conhecido como virus da gripe, € uma causa comum de resfriado. Os sintomas da gripe sdo dores de
cabeca e pelo corpo, nariz entupido, catarro, tosse e febre, que geralmente melhoram em poucos dias, sem precisar de remédios. Em
transplantados porém, devido a baixa das defesas do corpo, a infeccdo pelo virus da gripe pode ser mais grave, causando
complicagdes como sinusite, pneumonia e até mesmo a morte. A vacina da gripe € a melhor forma de protecdo e o Ministério da
Salde do Brasil recomenda que todo paciente transplantado de medula seja vacinado em média de 6 a 12 meses apds o transplante,
quando o seu sistema de defesas ja esta recuperado e € capaz de responder a vacina. Nesse meio tempo enfretanto, o paciente fica
desprotegido e pode adoecer. E possivel que outros esquemas diferentes de vacinagdo possam proteger o receptor do transplante de
forma mais efetiva. Uma maneira seria vacinar o doador antes do transplante, de forma que ele pudesse transferir suas defesas
através da medula doada. Outra possibilidade seria vacinar o receptor um pouco antes do transplante na expectativa de conseguir
niveis de protecdo contra a gripe mais cedo.

3. Descrigdo da Pesquisa

A.Objetivo do Estudo

O Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) de BH em colaboracdo com a Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paule (USP) e a Fundacdo Amaral Carvalho (Jal/SP) estdo fazendo este estudo para avaliar o beneficio de
esquemas diferentes (alternativos) de vacinac&o contra gripe em receptores de transplante de medula 6ssea.

B.Descrigido do Estudo

Todos os pacientes submetidos ao transplante de medula incluidos no estudo vdo receber normalmente a sua vacina de gripe 6
meses apos o transplante de medula, como ja e recomendado de rotina pelo Ministério da Salde.

O estudo vai testar outros 2 esquemas diferentes de vacinagdo antes do transplante e compara-los com o convencicnal

Para isso, antes do transplante os pacientes serdo divididos em 3 grupos diferentes através de um sorteio.

- no GRUPO 1 — nem doador, nem receptor serdo vacinados antes do transplante; o paciente transplantado so sera vacinado a partir
de 6 meses apés o transplante;

- no GRUPO 2 - apenas o doador vai ser vacinado antes do transplante e o transplantado vai receber a vacinacdo de rotina a partir 6
meses apos o transplante,

- no GRUPO 3 - apenas o receptor do transplante vai ser vacinado antes do transplante e novamente a partir 6 meses depois.

O sorteio sera realizado através de um programa de computador e cada par — doador/receptor recebera um envelope lacrado com o
numero do seu grupo. O sorteio & necessario para garantir a distribuicdo dos pacientes ao acaso.

A vacina de gripe sera aplicada no CRIE (Centro de Imunobiclogicos Especiais) Belo Horizonte, em média de 2 a 4 semanas e no
maximo 1 semana antes da data prevista para o transplante.

Serdo colhidas 2 amostras de sangue do doador e do receptor antes do transplante (10 ml de sangue cada uma), independente da
vacinacdo: a primeira no dia da entrada na pesquisa e a segunda no dia do transplante. Este sangue sera coletado pela equipe do
laboratorio central do HC, estocado e depois encaminhado para S&o Paulo para a realizagdo da sorologia (dosagem de anticorpos).

Depois do transplante os doadores saem do estudo, mas todas os pacientes transplantadas serdo acompanhadas por 1 ano pela
equipe da pesquisa, independente do esquema de vacina antigripal. A principio o acompanhamento sera no proprio hospital
diariamente. Apds a alta, o acompanhamento serd no mesmo dia programado para a consulta de retomo com a equipe da
hematologia do TMO, no mesmo ambulatorio de pés transplante.

Durante o periodo de acompanhamento, os transplantados que apresentarem espirros, nariz entupido, catarro no nariz, tosse,
escarros fardo coleta de lavado nasal para pesquisa do virus da gripe e outros virus também causadores de resfriado. A coleta sera
feita injetando-se pequena quantidade de soro fisioldgico em cada narina do paciente e a seguir pedindo que ele assoe
espontaneamente o nariz dentro de um pote apropriado. O material sera conservado em um freezer e depois encaminhado para Séo
Paulo. Nos pacientes sonolentos ou inconscientes, a coleta sera feita através de

um cateter fino passado no nariz. Nas criancas que ndo consigam realizar o exame espontaneamente o material do nariz sera
coletado por um aspirador proprio pela enfermeira responsavel pela pesquisa.

Todos os pacientes fransplantados, independente da vacinaco antes do transplante, vdo colher novos exames de sangue (05 mi
cada amostra) nos dias +30, +60, +100 e aos 6 meses. Apos a vacinacéo de rotina a partir do 6° més pas transplante, outra amostra
Versdo de 05/2008
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: Hospital das Clinicas - UFMG
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido —- DOADOR

de sangue também sera coletada. Todas as amostras de sangue também serdo guardadas e depois enviadas para SP para dosagem
dos anticorpos contra a gripe.

O prontuaric médico também sera revisto para alguns dados. Seu medico assistente podera fazer oufros exames gue julgar
necessarios, independente dessa pesquisa. Uma pequena parte das amostras de sangue e lavado nasal poderdo ser guardadas para
estudos futuros se houver consentimento.

C. Potenciais Beneficios para o doador

Através da vacinacdo o doador vai se proteger contra a gripe e suas possiveis complicacGes. Além disso, se o doador convive na
mesma casa do receptor do transplante de medula, a vacinacdo diminui a chance de transmissdc da gripe dentro do domicilio, de
maneira independente da doac&o.

D. Riscos e Efeitos Desagradaveis para o doador

Os riscos deste estudo sdo minimos. A coleta de sangue pode causar dor, inchaco e hematoma (mancha rocha) no local. A vacina
antigripal que sera administrada €& a distribuida pelo Ministério da Saude e disponivel nos CRIE (Centros de Referéncia de
Imunobiclogicos Especiais). Ela & feita com virus da gripe inativados ou seja mortos, e que ndo causam a doenca. A vacina & segura e
pode ser aplicada em qualquer pessoa, mesmo no fransplantado. Entretanto, apds a vacina poderdo aparecer dor muscular, dor nas
juntas, febre baixa, dor no local da injegdo, sem maiores complicagdes e que podem ser aliviados com medicamentos comuns para
dor e febre. As Unicas contra indicacGes absolutas a vacina sédo alergia ao ovo ou proteina de galinha e a algumas substancias
quimicas como o timerosal, formaldeido e neomicina. Nesses casos o doador ndo podera participar do estudo.

E. Alternativas
Se vocé escolher ndo participar deste estudo, ndo havera qualquer problema com sua doagdo efou para o seu receptor. A vacina de
gripe do receptor sera fornecida normalmente apos o 6° més apds o transplante.

F Participagao voluntaria

A participagdo no estudo é completamente voluntaria. A gualquer momento vocé podera decidir por ndo tomar parte neste estudo e
podera sair. Ndo havera nenhum tipo de pena ou multa ou perda dos beneficios aos quais vocé tem direito. Vocé continuara a ser
tratado da mesma forma, independente da sua deciséo.

G. Confidencialidade

Suas informacdes e seus dados pesscais serdo confidenciais, ou seja, ndo serdo revelados em nenhuma hipotese. Esta pesquisa
segue todos os cuidados éticos previstos para pesquisa em seres humanos do Conselho Macional da Satide. No final do trabalho os
resultados serdo apresentados na forma de tese de doutorado e poderdo ser apresentados em aulas, congressos medicos e
publicados em revistas da area de médica.

H. Custo de participagio
Vocé ndo precisara pagar por nenhum dos exames ou vacinas relacionados a pesquisa. Ndo havera nenhum pagamento do doador e
do receptor pela sua participagdo no estudo.

I. Contato pessoal

A responsavel por este trabalho no Hospital das Clinicas da UFMG € a Dra. Jacqueline G. Ferreira de Oliveira. Ela podera ser
encontrada para responder suas dlvidas referentes ao estudo na Unidade de Transplantes do HC — 9° andar pelas manhds ou pelo
telefone 3248-9489 ou celular 9195-4260.

J. Consentimento
Eu concordo em participar deste estudo de pesquisa voluntariamente. Apés ter lido este termo de consentimento ou ter ouvido
explicacdes sobre ele tive oportunidade de discutir e esclarecer as minhas duvidas. Todas as questdes foram respondidas
adequadamente. Recebi uma copia deste documento para guardar_comigo. Eu concordo que as amostras do meu sangue sejam
armazenadas para futuros estudos de pesquisa () SIM [ JNAO

|'l In’
Doador ou responsavel legal Data

! !
Equipe da Pesquisa Data

_
Assinatura da testemunha Data
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Anexo F
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Fundacdo Hospital Amaral Carvalho — Jaw/SP

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — DOADOR

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. A seguir estao informacdes importantes. Antes que sua
participacdo seja aceita é fundamental que vocé leia todas as informagoes.

1.Nome do Estudo .
ESTUDO DA EFICACIA E DA IMUNOGENICIDADE DE ESQUEMAS ALTERNATIVOS DE VACINAGCAO CONTRA INFLUENZA EM
RECEPTORES DE TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS

2. Introducao

O virus influenza , também chamado de virus da gripe, é uma causa comum de resfriado. Os sintomas da gripe s8o dor de cabeca e
dores pelo corpo, nariz entupido, catarro, tosse, e febre. Geralmente a gripe melhora sozinha em poucos dias, sem precisar de
remédios, mas nas pessoas transplantadas de medula, entretanto, devido a baixa das defesas do corpo, a infecgéo pelo virus da gripe
pode ser mais grave, causando complica¢cdes como sinusite, pneumonia e até mesmo a morte. A vacina da gripe € a melhor forma de
protecdo e por isso o Ministério da Saude do Brasil recomenda que todo paciente transplantado de medula seja vacinado.
Normalmente a vacina é aplicada somente depois de 6 a 12 meses do transplante, quando o sistema de defesas da pessoa ja esta
recuperando e €& capaz de responder a vacina. Nesse meio tempo entretanto, o paciente fica desprotegido e pode adoecer. E possivel
que outros esquemas diferentes de vacinagdo possam proteger o receptor do transplante de forma mais efetiva. Uma maneira seria
vacinar o doador antes do transplante, de forma que ele pudesse transferir suas defesas através da medula doada. Outra
possibilidade seria vacinar o receptor um pouco antes do transplante na expectativa de conseguir niveis de protecédo contra a gripe
mais cedo.

3. Descricao da Pesquisa

A.Objetivo do Estudo

A Fundagao Amaral Carvalho (Jauw/SP) em colaboracdo com o Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) de BH e com a Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (USP) estio fazendo este estudo para avaliar o
beneficio de esquemas diferentes (alternativos) de vacinacéo contra gripe em receptores de transplante de medula éssea.

B.Descrigao do Estudo

Todos os pacientes submetidos ao transplante de medula incluidos no estudo véo receber normalmente a sua vacina de gripe a
partir de 8 meses apos o transplante de medula, como ja é recomendado de rotina pelo Ministério da Salde. O estudo vai testar
outros 2 esquemas diferentes de vacinacéo antes do transplante e compara-los com o convencional.

Para isso, antes do transplante os pacientes seréo divididos em 3 grupos diferentes através de um sorteio.

- no GRUPO 1 — nem doador, nem receptor serdo vacinados antes do transplante; o paciente transplantado sé seré vacinado a aprtir
de 6 meses apos o transplante;

- no GRUPQ 2 — apenas o doador vai ser vacinado antes do transplante e o transplantado vai receber a vacinacéo de rotina a partir
de 6 meses apos o transplante,

- no GRUPO 3 - apenas o receptor do transplante vai ser vacinado antes do transplante e novamente a partir de 6 meses depois.

O sorteio sera realizado através de um programa de computador e cada par — doador/receptor recebera um envelope lacrado com o
numero do seu grupo. O sorteio & necessario para garantir a distribuigéo dos pacientes ao acaso.

A vacina de gripe sera aplicada no prépric HAC em média de 2 a 4 semanas e no maximo 1 semana antes da data prevista para o
transplante.

Serdo colhidas 2 amostras de sangue do doador e do receptor antes do transplante (5 ml de sangue cada uma), independente da
vacinacdo: a primeira no dia da entrada na pesquisa e depois no dia do transplante. Este sangue serd estocado e depois
encaminhado para S&o Paulo para a realizagdo da sorologia (dosagem de anticorpos) contra a gripe.

Depois do transplante os doadores saem do estudo, mas todas as pessoas transplantadas serdo acompanhadas por 1 ano pela
equipe da pesquisa, independente do tipo de esquema de vacina antigripal que tomaram. A principio o acompanhamento seréd no
préprio hospital diariamente. Apés a alta, o acompanhamento serd no mesmo dia programado para a consulta de retorno com a
equipe da hematologia do TMO, no mesmo ambulatério de pés transplante.

Nesse pericdo de acompanhamento se aparecerem sintomas gripais tipo espirros, nariz entupido, catarro ou tosse, sera feita uma
coleta de lavado do nariz para pesquisa do virus da gripe e outros virus também causadores de resfriado. O procedimento sera feito
injetando-se uma pequena quantidade de soro fisioldgico em cada narina do paciente e a seguir pedindo que ele assoe o nariz
espontaneamente dentro de um pote apropriaclo. O material coletado sera conservade em um freezer e depeis encaminhado para
S&o Paulo. Nos pacientes sonolentos ou inconscientes, incapazes de colher o lavado espontaneamente, a coleta seré feita através de
um cateter fino passado no nariz. Nas criancas que néo

Versédo de 03/2008
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consigam realizar o exame espontaneamente o material do nariz sera coletado por um aspirador préprio pela enfermeira responsavel
pela pesquisa.

Todos os pacientes transplantados, independente da vacinagéo antes do transplante, vdo colher novos exames de sangue (5 ml cada
amostra) nos dias +30, +60, +100 e aos 6meses. Apds a vacinacdo de rotina a partir do 6° més pés transplante, outra amostra de
sangue também sera coletada. Todas as amostras de sangue também serfic guardadas e depois enviadas para SP para dosagem
dos anticorpos contra a gripe

O prontuario médico também seré revisto para alguns dados. Seu médico assistente podera fazer outros exames que julgar
necessarios, independente dessa pesquisa.

C. Potenciais Beneficios para o Doador

Este estudo vai permitir que vocé se proteja contra a gripe e suas complicac8es. Além disso, se vocé for uma pessoa que convive na
mesma casa do paciente transplantado a vacinagéo diminui a chance de transmisséo de gripe, de maneira independente da doagéo e
estd sempre indicada. Se forem observados bons resultados da vacinag@o do doador antes do transplante, poderemos beneficiar
outros pacientes candidatos ao transplante de medula éssea no futuro.

D. Riscos e Efeitos Desagradaveis

Os riscos deste estudo s&o minimos para o doador. A vacina antigripal que sera administrada € a distribuida pelo Ministério da Salde
e disponivel nas CRIE (Centros de Referéncia de Imunobioldgicos Especiais). Ela feita com virus da gripe inativados ou seja mortos, e
que ndo causam a doenga. A vacina é segura e pode ser feita em qualquer pessoa, mesmo no transplantado. Entretanto, apds a
injec@o da vacina alguns efeitos leves podem aparecer como dor muscular, dor nas juntas, febre baixa, dor no local da injegéo da
vacina, sem maiores complicacdes e que podem ser aliviados com medicamentos comuns para dor e febre. As Unicas contra
indicagdes séo alergia a ovo ou proteina de galinha, bem como alergia ao timerosal, formaldeido e neomicina, conservantes usados
na vacina; nesses casos a vacina n&o serd dada ao paciente. A coleta de sangue pode causar dor, inchaco e hematoma (mancha
rocha) no local.

E. Alternativas
Se vocé escolher néo participar deste estudo, isto ndo acarretara qualquer problema para a sua doag&o. A vacina de gripe do receptor
sera fornecida normalmente apds o 8° més apds o transplante.

F. Participacdo voluntaria
Se vocé escolher fazer parte deste estudo vocé pode decidir abandona-lo a qualquer momento, sem que isto acarrete perdas ou
danos dos beneficios do receptor do transplante de medula.

G. Confidencialidade

Suas informagbes e seus dados pessoais serdo confidenciais, ou seja, ndo serdo revelados em nenhuma hipdtese. Esta pesquisa
segue todos os cuidados éticos previstos para pesquisa em seres humanos do Conselho Nacional da Saude. No final do trabalho os
resultados serdc apresentados na forma de tese de pds graduagdo (doutorade) e poderdo ser apresentados em aulas, congressos
médicos e publicados em revistas da area de salide.

H. Custo de participacéo
Vocé ndo precisara pagar por nenhum dos exames ou vacinas relacionados a pesquisa. Ndo havera nenhum pagamento pela sua
participacdo no estudo.

l. Contato pessoal

A responsavel por este trabalho na Fundacdo Amaral Carvalho é a enfermeira LUCIA TESTA. Ela podera ser encontrada para
responder suas duvidas referentes ao estudo no Ambulatério de Transplante de Medula pelas manhés ou pelo telefone 14 — 3602-
1381.

J. Consentimento

Eu concordo em participar deste estudo de pesquisa voluntariamente. Apds ter lido este termo de consentimento ou ter ouvido
explica¢des sobre ele tive oportunidade de discutir e esclarecer as minhas duvidas com o enfermeiro responsavel. Todas as questbes
foram respondidas adequadamente. Recebi uma copia deste documento para guardar comigo. Eu concordo que as amostras do meu
sangue e do lavado nasal sejam armazenadas para futuros estudos de pesquisa ( ) SIM ( )NAO

I /

Doador ou responsavel Data
/ /
Equipe da Pesquisa Data
/ !
Assinatura da testemunha Data

Versdio de 0372008
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Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. A seguir estio informagdes importantes. Antes
que sua participagdo seja aceita é fundamental que vocé leia todas as informagdes

1.Nome do Estudo .
ESTUDO DA EFICACIA E DA IMUNOGENICIDADE DE ESQUEMAS ALTERNATIVOS DE VACINAGAO CONTRA
INFLUENZA EM RECEPTORES DE TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS

2. Introdugdo

O virus da gripe, tambem chamado de virus influenza, & uma causa comum de resfriado. Os sintomas da gripe podem ser dores de cabeca e
pelo corpo, nariz entupido, catarro, tosse, e as vezes febre. Geralmente a gripe melhora em poucos dias, sem precisar de remedios. Nas
pessoas transplantadas de medula, entretanto, devido a baixa da imunidade, ou seja, das defesas confra infecgdes, a gripe pode ser mais
grave, causando complicacées como pneumcnia e até mesmo a morte. A vacina da gripe & a melhor forma de protecdo e por isso o
Ministério da Salde do Brasil recomenda que todo paciente transplantado de medula deva ser vacinado. Normalmente a vacina € aplicada
somente depois de 6 a 12 meses do fransplante, quando o sistema de defesas da pessoa ja esta recuperando e € capaz de responder.
Nesse meio tempo entretanto, o paciente fica desprotegido e pode adoecer. E possivel que outros esquemas diferentes de vacinagéo
possam proteger o transplantado de forma mais efetiva. Uma maneira seria vacinar o doador antes do transplante, de forma que ele pudesse
transferir suas defesas atraves da medula ou celulas tronco. Outra possibilidade seria vacinar o receptor antes do transplante, para que ele
pudesse desenvolver algum grau de protec&o contra a gripe mais cedo.

3. Descrigdo da Pesquisa

A.Objetivo do Estudo

O Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) de BH em colaboracdo com a Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (USP) e a Fundacdo Amaral Carvalho (JalySP) estdo fazendo este estudo para avaliar o beneficio de esguemas
diferentes (alternativos) de vacinacao contra gripe em receptores de transplante de medula ossea.

B.Descrigao do Estudo
Todos os pacientes incluidos no estudo vao receber normalmente a sua vacina de gripe 6 meses apds o transplante de medula, como ja é
recomendado pelo Ministério da Saude. O estudo vai testar outros 2 esquemas diferentes de vacinagdo e compara-los com ¢ original.

Para isso, antes do transplante os pacientes serdo divididos em 3 grupos diferentes atraves de um sorteio.

- no GRUFO 1 - nem doador, nem receptor serdo vacinados antes do transplante; o paciente transplantado so sera vacinado a partir de 6
meses apos o transplante;

- no GRUPO 2 - apenas o doador vai ser vacinado antes do transplante e o transplantado vai receber a vacinag&o de rotina a partir de 6
meses apds o transplante,

- no GRUPO 3 — apenas o receptor do transplante vai ser vacinado antes do transplante e novamente a partir de 6 meses depois.

O sorteio sera realizado através de um programa de computador e cada par — doador/receptor recebera um envelope lacrado com o numero
do seu grupo. O sorleio & necessario para garantir a distribuigdo dos pacientes ao acaso.

A vacina de gripe sera aplicada no CRIE (Centro de Imunobiolégicos Especiais) Belo Horizonte, em média de 2 a 4 semanas e no maximo 1
semana antes da data prevista para o transplante.

Serdo colhidas 2 amostras de sangue do doador e do receptor antes do transplante (5 ml de sangue cada uma), independente da vacinac&o:
a primeira no dia da enfrada na pesquisa e depois no dia do transplante. Este sangue sera coletado pela equipe do laboratorio central do
HC, estocado e depois encaminhado para Sdo Paulo para a realizag 8o da sorologia (dosagem de anticorpos)

Depois do transplante os doadores saem do estudo, mas todas as pessoas transplantadas serdo acompanhadas por 1 ano pela equipe da
pesquisa, independente do esquema de vacina antigripal. A principio o acompanhamento sera no praprio hospital diariamente. Apos a alta, o
acompanhamento sera no mesmo dia programado para a consulta de retorno com a equipe da hematologia do TMO, no mesmo ambulatério
de pos transplante

Durante o periodo de acompanhamento, se os transplantados aparecerem sintomas tipo espirros, nariz entupido, catarro no nariz, tosse,
escaros sera feita coleta de lavado nasal para pesquisa do virus da gripe e outros virus causadores de resfriado. A coleta sera feita
injetando-se pequena quantidade de soro fisiologico em cada narina do paciente e a seguir pedindo que ele assoe o nariz espontaneamente
dentro de um pote apropriado. © material sera conservado em um freezer e depois encaminhado para S&o Paulo. Nos pacientes sonolentos
ou inconscientes, a coleta sera feita através de um cateter fino passado no nariz. Nas criancas gue ndc consigam realizar o exame
espontaneamente o material do nariz sera coletado por um aspirador proprio pela enfermeira responsavel.

Todos os pacientes transplantados, independente da vacinacao antes do transplante, vao colher novos exames de sangue (5 ml cada
amostra) nos dias +30, +60, +100 e aos 6 meses. Apés a vacinacdo de rofina a partir do 6° més pds fransplante, outra amostra de sangue
também sera coletada. Todas as amostras de sangue também serdo guardadas e depois enviadas para SP para dosagem dos anticorpos
contra a gripe
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O prontuario médico também sera revisto para alguns dados. Seu médico assistente podera fazer outros exames que julgar necessarios,
independente dessa pesquisa. Uma pequena parte das amosiras de sangue e lavado nasal poderdo ser guardadas para estudos futuros se
houver consentimento

C. Potenciais Beneficios para o receptor
A vacina antigripal aplicada antes do transplante podera melhorar os niveis de anticorpos (defesas do prganismo) mais cedo e diminuir a
chance do receptor adoecer com a gripe e suas complicacdoes nos primeiros 6 meses apos o transplante.

D. Riscos e Efeitos Desagradaveis para o receptor

Os riscos deste estudo sdo minimos. A coleta de sangue pode causar dor, inchaco e hematoma (mancha rocha) no local. A coleta do lavado
nasal pode causar pouco desconforto no nariz. No caso de pacientes com as plaguetas muito baixas pode haver discreto sangramento. A
vacina anfigripal que sera administrada € a distribuida pelo Ministério da Saude e disponivel nos CRIE. Ela & feita com wvirus da gripe
inativados ou seja mortos, e gue ndo causam a doenga. A vacina € segura e pode ser aplicada em qualquer pessoa, mesmo no
transplantado. Entretanto, apds a vacina alguns efeitos leves podem aparecer como dor muscular e nas juntas, febre baixa, dor no local da
injecdo da vacina, sem maiores complicacdes e gue podem ser aliviados com medicamentos comuns para dor e febre. As Unicas contra
indicagfes absolutas a vacina sdo alergia ao ovo ou proteina de galinha e a algumas substancias quimicas como o timerosal, formaldeido e
neomicina. Nesses casos o doador ndo podera participar do estudo.

E.Alternativas
Se vocé escolher ndo participar deste estudo, ndo acarretara problemas com o seu transplante. O diagndstico seguira pela rotina disponivel
no HC. A vacina de gripe sera administrada normalmente apds o 6° més apos o transplante.

F.Participagio voluntaria
A participacdo no estudo & completamente voluntaria. A qualguer momento vocé podera decidir por sair. Ndo havera nenhum tipo de pena ou
multa ou perda dos beneficios acs quais vocé tem direito. Vocé continuara a ser tratado da mesma forma, independente da sua decisdo.

G. Confidencialidade

Suas informagdes e seus dados pessoais serdo confidenciais, ou seja, ndo serdo revelados em nenhuma hipdtese. Esta pesquisa segue
todos os cuidados éticos previsios para pesquisa em seres humanos do Conselho Nacional da Saude. No final do frabalho os resultados
serdo apresentados na forma de tese de doutorado e poderdo ser apresentados em aulas, congressos medicos e publicados em revistas da
area de salde.

H. Custo de participagio
Vocé ndo precisara pagar por nenhum dos exames ou vacinas relacionados & pesquisa. N&o havera nenhum pagamento pela sua
participagdo no estudo

I. Contato pessoal

A responsavel por este trabalho no Hospital das Clinicas da UFMG é a Dra. Jacgueline G. Ferreira de Cliveira. Ela podera ser encontrada
para responder suas dlvidas referentes ac estudo na Unidade de Transplantes do HC — 9° andar pelas manhds ou pelo telefone 3248-9489
ou celular 9195-4260.

J. Consentimento

Eu concordo em participar deste estudo de pesquisa voluntariamente. Apos ter lido este termo de compromisso ou ter ouvido atraves de meu
representante legal, tive oportunidade de discutir e esclarecer as minhas dividas com o enfermeiro responsavel. Todas as questbes foram
respondidas adequadamente. Recebi uma copia deste documento para guardar comigo. Eu concordo que as amosiras do meu sangue e do
lavado nasal sejam armazenadas para futuros estudos de pesquisa () SIM ([ JNAD

l.l In’
Paciente ou responsavel legal Data

f !
Equipe da Pesquisa Data
|'l In’
Assinatura da testemunha Data
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Voce esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. A seguir estéo informagoes importantes. Antes que sua
participagéo seja aceita é fundamental que vocé leia todas as informacdes

1.Nome do Estudo
ESTUDO DA EFICACIA E DA IMUNOGENICIDADE DE ESQUEMAS ALTERNATIVOS DE IMUNIZAGAQ CONTRA INFLUENZA EM
RECEPTORES DE TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS

2. Introducao

O virus da gripe, também chamado de virus influenza, é uma causa comum de resfriado. Os sintomas da gripe sé@o dor de cabeca e dores
pelo corpo, nariz entupido, catarro, tosse, e febre. Geralmente a gripe melhora sozinha em poucos dias, sem precisar de remedios, mas nas
pessoas transplantadas de medula devido a baixa das defesas do corpo, a infeccéo pelo virus da gripe pode ser mais grave, causando
complicacbes como sinusite, pneumonia e até mesmo a morte. A vacina da gripe & a melhor forma de protecéo e por isso o Ministério da
Salde do Brasil recomenda que todo paciente transplantado de medula seja vacinado. Normalmente a vacina é aplicada somente depois de
6 a 12 meses do transplante, quando o sistema de defesas da pessoa ja estad recuperando e é capaz de responder a vacina. Nesse meio
tempo entretanto, o paciente fica desprotegido e pode adoecer. E possivel que outros esquemas diferentes de vacinagdo possam proteger o
receptor do transplante de forma mais efetiva. Uma maneira seria vacinar o doador antes do transplante, de forma que ele pudesse transferir
suas defesas através da medula doada. QOutra possibilidade seria vacinar o receptor um pouco antes do transplante na expectativa de se
conseguir niveis de protecéo contra a gripe mais cedo.

3. Descricdo da Pesquisa

A.Objetive do Estudo

A Fundacéo Amaral Carvalho (Jau/SP) em colaboracdo com o Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) de BH
e com a Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (USP) estéo fazendo este estudo para avaliar o o beneficio de esquemas
diferentes (alternativos) de vacinagdo contra gripe em receptores de transplante de medula dssea.

B.Descrigdo do Estudo

Todos os pacientes incluidos no estudo v&o receber normalmente a sua vacina de gripe 6 meses apoés o transplante de medula, como ja é
recomendado pelo Ministério da Saude. O estudo vai testar outros 2 esquemas diferentes de vacinacdo antes do transplante e compara-los
com o convencional

Para isso, antes do transplante os pacientes serdo divididos em 3 grupos diferentes através de um sorteio.

- no GRUPO 1 — nem doador, nem receptor serdo vacinados antes do transplante; o paciente transplantado sé sera vacinado a partir de 6
meses apos o transplante;

- no GRUPO 2 - apenas o doador vai ser vacinado antes do transplante e o transplantado vai receber a vacinacéo de rotina a partir de 6
meses apos o transplante,

- no GRUPO 3 - apenas o receptor do transplante vai ser vacinado antes do transplante e novamente a partir de 6 meses depois.

O sorteio serd realizado através de um programa de computador e cada par — doador/receptor receberd um envelope lacrado com o nlimero
do seu grupo.O sorteio & necessario para garantir a distribuicdo dos pacientes ao acaso.

A vacina de gripe sera aplicada no posto de salude em média de 2 a 4 semanas e no maximo 1 semana antes da data prevista para o
transplante.

Seréo colhidas 2 amostras de sangue do doador e do receptor antes do transplante (5 ml de sangue cada uma), independente da vacinacéo:
a primeira no dia da entrada na pesquisa e depois no dia do transplante. Este sangue seré estocado e depois encaminhado para S&o Paulo
para a realizag&o da sorologia (dosagem de anticorpos)

Depois do transplante os doadores saem do estudo, mas todas as pessoas transplantadas serdo acompanhadas por 1 ano pela equipe da
pesquisa, independente do tipo de esquema de vacina antigripal que tomaram. A principio o acompanhamento serd no préprio hospital
diariamente. Apos a alta, o acompanhamento sera ne mesmo dia programado para a consulta de retorno com a equipe da hematologia do
TMO, no mesmo ambulatério de pés transplante

Nesse periodo de acompanhamento se aparecerem sintomas gripais tipo espirros, nariz entupido, catarro, ou tosse sera feita uma coleta de
lavado nasal para pesquisa do virus da gripe e outros virus tamhém causadores de resfriado. O procedimento sera feito injetando-se uma
pequena quantidade de soro fisiolégico em cada narina do paciente e a seguir pedindo que ele assoe o nariz espontaneamente dentro de
um pote apropriado. O material coletado seréd conservado em um freezer e depois encaminhado para S&o Paulo. Nos pacientes sonolentos
ou inconscientes, incapazes de colher o lavado espontaneamente, e nas criancas que néo consigam realizar o exame o material do nariz
sera coletado por um aspirador prépric pela enfermeira responsavel.

Todos os pacientes transplantados, independente da vacinacdo antes do transplante, vao colher novos exames de sangue (5 ml cada
amostra) nos dias +30, +60, +100 e aos 6 meses pos transplante. Apds a vacinagdo de rotina a partir do 6° més pds transplante, outra

Versdio de 06/09
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amostra de sangue também serd coletada. Todas as amostras de sangue também serdo guardadas e depois enviadas para SP para
dosagem dos anticorpos contra a gripe.

O seu prontudrio médico também sera revisto para alguns dados. Seu médico assistente podera fazer outros exames que julgar necessarios,
independente dessa pesquisa.

C. Potenciais Beneficios para o Receptor

A vacina antigripal aplicada antes do transplante poderd melhorar os niveis de anticorpos protetores (as defesas do prganismo) contra a
influenza mais cedo e diminuir a chance do receptor adoecer com a gripe e suas complicac8es nos primeiros 8 meses apés o transplante. Se
forem observados bons resultados da vacinag@o antigripal antes do transplante, o beneficio maior seré no future, para outros transplantades,
com mudangas das recomendacdes para a vacinacéo.

D. Riscos e Efeitos Desagradaveis

Os riscos deste estudo s8o minimos para o receptor. A vacina antigripal que serd administrada é a distribuida pelo Ministério da Saude e
disponivel nos CRIE (Centros de Referéncia de Imunobiolégicos Especiais). Ela feita com virus da gripe inativados ou seja mortos, e que ndo
causam a doenca. A vacina é segura e pode ser feita em qualquer pessoa, mesmo no transplantado. Entretanto, apés a injecéo da vacina
alguns efeitos leves podem aparecer como dor muscular, dor nas juntas, febre baixa, dor no local da injecdo da vacina, sem maiores
complicacdes e que podem ser aliviados com medicamentos comuns para dor e febre. As Unicas contra indicacées séo alergia a ovo ou
proteina de galinha, bem como alergia ac timerosal, formaldeido e neomicina, conservantes usados na vacina; nesses casos a vacina néo
sera dada ao paciente. A coleta de sangue pode causar dor, inchaco e hematoma (mancha rocha) no local. coleta do lavado nasal pode
causar algum desconforto no nariz, quando o soro fisiolégico é injetado dentro da narina. No caso de pacientes com as plaguetas muito
baixas pode haver discreto sangramento. A coleta de sangue pode causar dor, inchagco e hematoma (mancha rocha) no local.

E.Alternativas

Se vocé escolher ndo participar deste estudo, isto n&o acarretaré qualquer problema para o seu tratamento. N&o havera perda dos beneficios
aos quais vocé tem direito estando internado. Seu diagndstico seguira pela rotina habitual do hospital e a vacina de gripe seréd administrada
normalmente apés o 6° més apds o transplante.

F.Participacao voluntaria
Se vocé escolher fazer parte deste estudo vocé pode decidir abandona-lo a qualquer momento, sem que isto acarrete perdas ou danos dos
beneficios a que vocé tem direito.

G. Confidencialidade

Suas informacdes e seus dados pessoais serdo confidenciais, ou seja, n&o serdo revelados em nenhuma hipoétese. Esta pesquisa segue
todos os cuidados éticos previstos para pesquisa em seres humanos do Conselho Nacional da Saude. No final do trabalho os resultados
serdo apresentados na forma de tese de pds graduacdo (doutorado) e poderdo ser apresentados em aulas, congressos médicos e
publicados em revistas da area de saude.

H. Custo de participacéo
Vocé ndo precisara pagar por nenhum dos exames ou vacinas relacionados a pesquisa. Nao havera nenhum pagamento pela sua
participagdo no estudo.

I. Contato pessoal
A responsével por este trabalho na Fundacdo Amaral Carvalho é a enfermeira LUCIA TESTA. Ela podera ser encontrada para responder
suas duvidas referentes ao estudo no Ambulatério de Transplante de Medula pelas manhés ou pelo telefone 14 — 3602-1381.

J. Consentimento

Eu, concordo em participar deste estudo de pesquisa voluntariamente. Apds ter lido este termo de compromisso ou ter ouvido através de meu
representante legal, tive oportunidade de discutir e esclarecer as minhas duvidas com o enfermeiro responsavel. Todas as questdes foram
respondidas adequadamente. Recebi uma cépia deste documento para guardar comigo. Eu concordo que as amostras do meu sangue e do
lavado nasal sejam armazenadas para futuros estudos de pesquisa.( ) SIM ( )NAO

! /
Paciente ou responsavel legal Data

! /
Equipe da Pesquisa Data

! /
Assinatura da testemunha Data
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Anexo K
ESTUDD DA IVUMNOCGENICIDADE DE ESQUEMAS ALTERNATIVOSDE V. CONTRA INFLUENTA
EM PACIENTES TRANSPFLANTADOS DE CELULAS TRONCO HEMATOPOIETICAS
FICHA DE SEGUIMENTO AMBULATORIAL POS TMO
Centro Transplantador: { ) LHCTFMG { ) i.Fundacio Amaral Carvalle/Jan
[ FACIENTE [ EG | DATATEANSPLANTE: /[ /7  JCONSULTA: 7~ 7 |
1. Feceptor teve ou esta com algum sinal ou sintoma respiratorio desde z vltioma consulta”? | |sim | mde || nio sabe

Se mio, ir para o item 10 - Exame fisico

2. Se sim, qual (quars)?

cafaleia on dor factal
obstrugio nassl

coriza

EspimTos

tosze (seca ou produtdva)
expectoragio

dor no peito

chiado no peite

| | dor de zarganta

| febre

L | oume (especificar)

3. Chal a data de inicio dos sinals oo sintomas respiratorios?

4. Frecisou de procmar atendimento médico antes dasza consulta? =11 nio nio sabe | nEa sa aplica

5. Se sim, qual o diagnastico
|| eripe on TVAS
|| stomsite
|_| pusmmonta
_| oumo
L_| ndo sabe
|_| n= aplica = pio procurou medico

5. Fol recettada algmma medicacie? | |sim | |nde | ndosabe | | nio se aplica

7. Se sim, qual medicamento:

B Fezwo damedicagioprescnita | lsim | (nde | |ndcsabe | |ndo se aplica

9 Chal aevolugdo do quadro? | melhora | |piora | |estabilidade | |ndosabe | | ndo se aplica
10. Exame Szico: Fr= AR=

11. Hhpotese diagmostica:
__| Semn sindrome respiratdria
| TVAS
—Tval
I TWARTVAT
_| Crarras

12 Bealizada da lavadonasal: | [sim | |n3s | |ndosabe || nio se aplica
13, Conduta:

|| ndn (Sem sindroane respirataria)
|__| Px die rorax/seios da face
L__| ATH (especificar)
|| Infernagio
| COramas {especificar)

E. Enfravistador:

Versio 04

Q372008
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