MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Mestrado no Programa de P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

INVESTIGACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE INDIVIDUOS
INFECTADOS PELO HIV-1 E VACINADOS CONTRA AS INFLUENZA
A(HIN1)pdm09, A/H3N2 E B

ANDRESSA MARTTORELLI

Rio de Janeiro
JUNHO 2014



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas/ ICICT / FIOCRUZ -RJ

NG37  Marttorell, Andressa
Investigacdo da resposta Imune humoral de INAvIgues INfectados

EI0 HIV-1 & vacinados conlra o6 ins Infusnza A (HINY) pamos,
AH3INZ 2 B/ Angressa Martiorsd] - ge Janein, 2014,

L83 L .Xom

nsmeom) gﬂmmm POs-Gracuago em

Biblograna 1 63-83
1. TIV. 2 Influenza. 3. HIV. | Thuo.
CDD 516.97%2




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pés-Graduacao em Biologia Celular e Molecular

ANDRESSA MARTTORELLI

Investigacdo da resposta imune humoral de individuos infectados pelo HIV-1 e
vacinados contra as Influenza A(HLN1)pdm09, A/H3N2 e B.

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre ou Doutor em Biologia Celular e

Molecular

Orientador : Prof. Dr. Thiago Moreno Lopes e Souza

RIO DE JANEIRO
JUNHO 2014



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pos-Graduacéo em Biologia Celular e Molecular

AUTOR: ANDRESSA MARTTORELLI

Investigacdo da resposta imune humoral de individuos infectados pelo HIV-1 e
vacinados contra as Influenza A(HIN1)pdmQ9, A/H3N2 e B.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Thiago Moreno Lopes e Souza

Aprovada em: 11/ 06/2014

EXAMINADORES:

Prof. Dr2 Daniella Aréas Mendes da Cruz (FIOCRUZ)
Prof. Dr2 Mariza Morgado(FIOCRUZ)

Prof. Dr. José Nelson dos Santos Silva Couceiro (UFRJ)
Prof. Dr. Eduardo de Mello Volotdo (FIOCRUZ)

Prof. Dr2 Braulia Costa Caetano (FIOCRUZ)

Rio de Janeiro, 11 de Junho de 2014



Dedico essa dissertacdo a minha familia, meu maior tesouro.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus pela oportunidade concedida de realizar meu
mestrado em uma instituicdo de excelente qualidade, sem Ele, ndo conseguiria
chegar aqui.

Agradeco aos meus pais Regina Celi e Francisco, por serem esse alicerce tao forte,
por serem minha base, minha inspiracdo de vida! Obrigada por todo amor!

Obrigada ao meu noivo Renato, a quem para sempre vou chamar de namorado!
Obrigada por estar comigo em todos 0sS momentos em que mais precisei. Te amo!
Obrigada a minha familia, que sem duvidas é a melhor do mundo!

N&o poderia deixa de agradecer ao meu orientador, Dr. Thiago Moreno, por tudo o
gue me ensinou, ndo sO para o desenvolvimento do meu trabalho mas também
pelos ensinamentos para vida. Obrigada por sempre nos dar forca e apoiar nossos
projetos.

Muito obrigada aquelas que me aturam dentro e fora do laboratério. Que me
aguentam nos congressos, quando eu preciso de alguma ajuda para algum
experimento, obrigada Carolina (Carol) e Natélia (Nat)! Amo vocés.

Obrigada a todos do LVRS, & Dr @ Marilda, pelo carinho com que sempre me
trataram.

Gostaria de agradecer também ao IPEC e aos pesquisadores diretamente
envolvidos no projeto, a Dr2 Beatriz Grinsztejn, Dr. Luiz Antonio Bastos Camacho e
Dr. Marilia Santini. Muito obrigada pela grande colaboracdo para o desenvolvimento
deste projeto.

Agradeco a disponibilidade da Dr2 Daniella Aréas, Dr® Mariza Morgado e Dr. José
Nelson de poderem de participarem da minha banca.

Meu muito obrigada ao Dr. Eduardo Volotdo e a Dr2 Braulia por também participarem
deste dia tdo importante.

Por altimo, mas ndo menos impostante, gostaria de agradecer a minha amiga-dinda-
irm& Elida, que mesmo ndo acompanhando de perto meu trabalho, sempre torceu

por mim! Obrigada amiga!



“Quando vocé acha que sabe todas as perguntas, vem a vida e muda todas as

respostas.” (Bob Marley)



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

INVESTIGACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE INDIVIDUOS
INFECTADOS PELO HIV-1 E VACINADOS CONTRA AS INFLUENZA
A(H1N1)PDMO09, A/H3N2 E B.

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Andressa Marttorelli

Individuos infectados pelo HIV tém um risco mais elevado de serem afetados por doencas
graves, tais como infec¢bes por virus respiratorios, incluindo o virus da influenza. A
imunossupressao desses individuos pode afetar a sua capacidade de resposta a imunizacao
ativa. A vacinacgdo contra o virus influenza ainda representa a principal forma de reduzir o
impacto deste virus. Devido a circulacdo em 2009 do virus influenza pandémico A (H1N1)
pdm09 e influenza sazonal A (H3N2) e virus B, a composicao atual vacina incluem antigenos
destes trés agentes em sua formulacdo. Assim, a andlise do impacto da vacina trivalente
inativada contra influenza (TI1V) em individuos infectados pelo HIV merece mais estudos.
Uma coorte de 131 individuos HIV- 1 positivos, com viremia controlada recebeu duas doses
Unicas de TIV com 21 dias de intervalo. Os titulos de anti- hemaglutinantes (HA) de seus
soros foi avaliada em diferentes pontos de tempo (dias zero, 21 e 42, bem como seis meses
pos- vacinagdo). No que diz respeito a resposta imune ao virus A(H1IN1) pdmQ9 , observou-
se que um ano depois de ter recebido a vacina monovalente contra este antigeno , 62,6% dos
individuos permaneceram soroprotegidos, uma queda de 20% em relacdo a 6 meses pos-
vacinacdo monovalente no ano de 2010. Além disso, ap6s a primeira dose de TIV, titulos
soroprotetores foram encontrados em todos os individuos. A soroprotecdo de baseline para 0s
antigenos H3N2 e influenza B foi de 67,9% e 27,5%, respectivamente. Em relacdo a
soroconversao, observamos que 19,8% e 21% dos individuos apresentavam titulos anti-
hemaglutinantes para o virus A(HLN1)pdm09, 21 e 42 dias p6s-vacinacdo com TIV,
respectivamente. A soroconversdo para o antigeno H3N2 foi 15,7% e 16% aos 21 e 42 dias
respectivamente. Em relacdo a Influenza B, 35,7% e 38,6% dos individuos soroconverteram
aos 21 e 42 dias ap0s a vacinacdo. Aos seis meses pos-vacinacdo, os titulos de anti —
hemaglutinantes dos soros caiu para abaixo 15,7% para o antigeno A(H1N1)pdmO09, 14,4%
para H3N2 e 29,1% para antigenos de influenza B. Observamos também que indviduos com
maiores contagem de células CD4 resposram melhor a vacinagdo frente ao virus influenza B.
Em conjunto, nossos resultados indicam que individuos HIV-1 positivos apresentam melhores
repostas humorais para os antigenos A(H1N1)pdmQ9, quando comparado com 0s outros dois
antigenos presentes na TIV.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Andressa Marttorelli

HIV-infected individuals have a higher risk of being affected by serious illnesses , such as
infections by respiratory viruses, including influenza virus . Immunosuppression of these
individuals can affect their ability to respond to active immunization. Vaccination against
influenza is still the main way to reduce the impact of this virus. Due to the movement in
2009 pandemic influenza A (H1N1)pdmO09 and seasonal influenza A (H3N2) and B viruses,
the current vaccine composition include antigens of these three agents in their formulation.
Thus, analysis of the impact of trivalent inactivated influenza vaccine (TIV) in HIV-infected
individuals deserves further study. A cohort of 131 HIV-1 positive individuals with controlled
viremia received two single doses of TIV 21 days apart. The titers of anti-hemagglutinant
(HA) of their sera was assessed at different time points (zero, 21, 42 days and six months
post- vaccination). With regard to immune to the virus A (HLN1)pdmOQ9 response , it was
noted that a year after having received the monovalent vaccine against this antigen , 62.6 % of
subjects remained seroprotection , a decrease of 20 % compared to 6 monovalent months
post-vaccination in 2010 . Moreover, after the first dose of TIV, seroprotective titers were
found in all individuals. The seroprotection baseline for H3N2 and influenza B antigens was
67.9 % and 27.5 %, respectively. Regarding to seroconversion, we found that 19.8 % and 21
% of subjects had anti -hemagglutinin titles for the A (HLN1)pdmQ9, 21 and 42 days post-
vaccination with TIV, respectively. Seroconversion for H3N2 antigen was 15.7% and 16 % at
21 and 42 days respectively. Regarding Influenza B, 35.7 % and 38.6 % of subjects
seroconverted after 21 and 42 days after vaccination. At six months post-vaccination , the
titers of anti -hemagglutinin sera fell below 15.7 % for antigen A (HIN1)pdmO09, 14.4% to
29.1 % for H3N2 and influenza B antigens. We also observed that indviduos with higher CD4
cell counts resposram best vaccination against the influenza virus B. Together, our results
indicate that HIV-1 positive individuals show better humoral responses to antigens A (H1IN1)
pdmO09 compared with others two antigens present in the TIV.
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1 INTRODUCAO

1.1 O virus influenza

1.1.1- Historico

Os primeiros relatos de infecgdo pelo virus influenza ocorreram por volta do século V
a.c., quando Hipocrates, considerado o “pai da medicina”, relatou casos de uma doenca
respiratéria com sintomatologia semelhante a ocasionada pelo influenza, que, em algumas
semanas, matou muitas pessoas e depois desapareceu. Ainda, atribui-se ao virus influenza a
responsabilidade por variados surtos de doencas respiratorias ao longo da historia [1].

No século XX ocorreram trés notaveis pandemias nos anos de 1918, 1957 e 1968 e,
uma de extensdo menor em 1977 [2]. A Figura 1 resume as trés pandemias do século XX e
uma no século XXI, identificando o subtipo e a possivel origem do virus influenza A que

causou cada uma delas, além do impacto gerado pelas pandemias [3].

Pandemias de Influenza A
Subtipos: H = Hemaglutinina; N = Neuraminidase

>
I e "%
- i, ©
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l 1920 =Z—I-21 1840 40 l o l [ 58 Q62 20
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Eprdemin na Huxsa Gripe Suina

Figura 1 - Pandemias humanas de influenza A ocorridas no século XX e XXI.

Em 1996, um novo virus influenza aviario H5SN1 altamente patogénico foi isolado de
alguns gansos na provincia de Guangdong na China. Em 1997, foi detectado um surto deste
mesmo subtipo em aves domésticas em Hong Kong e, neste mesmo ano, foram reportados 18
casos de infeccdo em seres humanos, sendo 6 casos fatais, confirmando o rompimento da
barreira animal-humano. Embora ainda n&o tenha sido confirmada a transmissdo sustentada
entre humanos, a emergéncia de um virus aviario de alta patogenicidade capaz de infectar
seres humanos é de significativa importancia para a saude publica, sendo necessaria a
vigilancia continua deste subtipo ja que em fevereiro de 2003 ainda foram confirmados 2
casos de infeccdo humana pelo H5N1 em Hong Kong, sendo 1 caso fatal [4].
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No ano de 2009 ocorreu a emergéncia de nova linhagem de influenza A/H1N1, que
provocou a primeira pandemia do século XXI, e foi causada pelo antigeno A(HIN1)pdm09. A
circulacdo deste virus teve inicio no México e Canada e rapidamente se espalhou por todo o
mundo [5]. Este novo virus foi produto de um rearranjo génico entre uma linhagem aviaria
norte-americana, uma linhagem sazonal de H3N2, a linhagem suina classica norte-americana
e uma linhagem suina euro-asiatica [6]. Este virus teve alta transmissibilidade entre humanos
e, apo6s a pandemia, o virus A(HIN1)pdmQ9 passou a co-circular na populagdo juntamente
com o0 H3N2, tornam-se portanto, um influenza sazonal, que foi incluido nas vacinas de 2010,
2011, 2012 e 2013 [7-10].

Mais recentemente, em 2013, foi detectada pela primeira vez a infeccdo de seres
humanos com o virus influenza aviario A(H7N9). Foram confirmados 132 casos na China. A
maioria dos casos foi considerada severa e 37 pessoas morreram. Embora seja um virus
aviario, o H7N9 ndo causa doenca severa em aves domeésticas, o que torna dificil a
confirmacéo da procedéncia aviaria dos casos confirmados. Pouco ainda é conhecido sobre o
virus H7N9, sobre seus reservatorios e sua capacidade de transmissao de aves para humanos e
entre humanos, porém, por ser um virus altamente patogénico, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) recomenda que os paises se mantenham em alerta para uma possivel circulacéo

macica desse subtipo viral [11].
1.1.2- Estrutura viral
Os virus influenza séo virus envelopados com tamanho de 80-120 nm de diametro e

apresentam capsideo proteico com simetria helicoidal de aproximadamente 100 nm de
diametro [12].
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Virus Influenza A

M2
PA
= PBI PB2 M1
= HA
e ' NP
B2 PBI PA HANP NA M NS -
NA

Nature Reviews | Immunology

Figura 2- Esquema representativo do virus influenza A. As glicoproteinas HA e
NA encontram-se inseridas no envelope lipidico, assim como a proteina M2, que forma o
canal i6nico viral. Abaixo do envelope encontra-se a proteina de matriz M1 e, internamente a

matriz estdo os segmentos de RNAVv fita simples.
Adaptado de Nature Reviews Immunology 7, 267-278 (April 2007)

Os virus influenza A possuem 8 segmentos gendmicos de RNA fita simples negativa
(Figura 2). Cada segmento encontra-se associado a nucleoproteinas virais (NP), formando
uma estrutura no qual o RNA viral (RNAvV) enovela-se adquirindo uma forma helicoidal, e a
um complexo polimerase, e este conjunto recebe o nome de ribonucleoproteina (RNP) (Figura
3) [13]. Dentro do virion existem 8 RNPs, que se encontram ancoradas internamente ao
envelope lipidico através das proteinas de matriz M1, que servem como proteinas
adaptadoras. A proteina M1 é confere rigidez ao envelope viral, além de atuar como a forca

motriz do brotamento viral. [14].
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Segmento de RNA

RNA polimerase
Figura 3 : Representacio de uma
ribonucleoproteina viral. Os monomeros
de NP se associam a um segmento de
RNAv e ao complexo polimerase
formando uma estrutura com forma
helicordal conhecida como RNP

Fonte: Portela, A. & Digard, P. JGV, 2002

O genoma do virus influenza A apresenta cerca de 13 Kb. Dos 8 segmentos, 6
codificam uma proteina cada, enquanto os outros 2 (genes M e NS) codificam para mais de
uma proteina. Os trés maiores fragmentos genémicos codificam as trés subunidades da RNA
polimerase viral, PA, PB1 e PB2. O gene PB1 pode ainda gerar dois produtos génicos
menores: uma forma truncada da subunidade PB1 originada a partir de um cddon de inicia¢do
alternativo e um pequeno peptideo, PB1-F2 [15]. As proteinas codificadas pelos segmentos
gendmicos do virus influenza A e suas respectivas fungdes estdo resumidas na tabela abaixo
(Tabela 1).

Tabela 1: Proteinas codificadas pelos segmentos gendmicos do virus influenza A e suas
respectivas funcdes. A tabela relaciona o segmento de RNAv a(s) proteina(s) por eles

codificadas, com suas respectivas funcoes.
Fonte: Adaptado do NIAID

RNA Proteina Funcéo
Segmento 1 (2341 nt) PB2 (759aa) RNA polimerase — reconhecimento do cap
Segmento 2 (2341 nt) PB1 (757 aa) RNA polimerase — alongamento da cadeia
Segmento 3 (2233 nt) PA (716 aa) RNA polimerase — atividade endonuclease
Segmento 4 (1778 nt) HA (550 aa)  Adsorcéo e fusdo
Segmento 5 (1565 nt) NP (498 aa)  Ligacdo de RNA e forma o nucleocapsideo
Segmento 6 (1413 nt) NA (454 aa)  Atividade sialidasica
Segmento 7 (1027 nt) M1(252aa) Interacdo com RNP e importante para brotamento

M2 (366aa) Canal iénico
Segmento 8 (890 nt) NS1 (890aa) Proteina multifuncional

NEP/NS2 (418 Exportacdo da RNP
aa)

Inseridas no envelope viral estdo presentes duas glicoproteinas, a HA e a NA, e a

proteina de membrana M2 (Figura 2) [16].
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A HA € uma proteina trimérica formada por mondémoros de hemaglutinina (HAO), que
sdo compostos por subunidades HA1 e HA2. A HAL participa da adsorcéo viral, ja que
contém o sitio de ligagdo que interage com os residuos de acido sidlico presentes na
membrana plasmatica da célula hospedeira. A HA2 é importante para fusdo do envelope viral
com a membrana endossomal. Esta subunidade possui o peptideo de fusdo na sua extremidade
N-terminal, que devido a mudanga de pH no interior do endossoma, sofre uma mudanca
conformacional expondo o peptideo e permitindo fusdo de membranas [17].

A NA catalisa a clivagem de residuos de acido siadlico presentes na membrana
plasmatica, permitindo a liberacdo das novas particulas virais formadas. Além disso, a NA
também remove o acido sialico presente nas proprias glicoproteinas impedindo a agregagéo
das particulas virais. Este processo é importante para a mobilidade dos virus no trato
respiratorio [18].

A proteina M2 atravessa o envelope viral formando o canal iénico do virion [19].
Ap0s a endocitose do virus, este canal permite o influxo de protons e a acidificacdo do interior
do virion, necesséria para a exposicdo do peptideo de fusdo presente na HA e para a
dissociacdo entre as RNPs e as proteinas M1. Apds este processo, as RNPs sdo entdo

liberadas para migrarem para o nucleo e darem inicio a transcricao e replicacdo viral [20].

1.1.3- Classificagédo e nomenclatura

Os virus influenza estdo classificados na familia Orthomyxoviridae, género
Influenzavirus [21]. Atualmente, existem 5 géneros de virus influenza: Influenzavirus A, B e
C, considerados como virus influenza propriamente ditos, além dos Isavirus e Thogotovirus
[22]. Os Thogotovirus foram isolados de carrapatos e sdo agentes infecciosos capazes de
causar meningite e meningoencefalite em seres humanos. Ja os Isavirus estdo relacionados a
quadros clinicos de anemia infecciosa em salmdes [22]. A caracteristica geral dos 5 géneros é
apresentacdo do genoma na forma de RNA fita simples, segmentado com polaridade negativa
[23].

Os trés géneros de virus influenza propriamente ditos diferem na gama de hospedeiros
e na patogenicidade. Os géneros B e C sdo isolados quase exclusivamente de humanos
enquanto o género A possui uma ampla variedade de hospedeiros [24]. As aves aquaticas
representam o reservatério natural dos virus influenza A, que podem ser entdo transmitidos
para cavalos, gatos, cachorros, baleias, focas, aves silvestres migratdrias, galinhas, porcos,
humanos e, mais recentemente, este género também foi encontrado em morcegos, embora sua

origem ainda seja desconhecida [25]. Enquanto os virus influenza A sdo responsaveis por
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causar de surtos epidémicos a pandemias, os virus influenza B causam epidemias periodicas, e
0 género C causa somente endemias e doencas respiratorias leves [26].

Os virus influenza A sdo divididos em subtipos de acordo com a combinacgao das suas
glicoproteinas de superficie, a hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA) [27]. Até o
presente momento, ja foram descritos, 16 tipos de HA (H1 a H16) e 9 tipos de NA (N1 a N9),
encontrados em diferentes espécies animais [28] [29].

De acordo com a OMS, a nomenclatura das amostras humanas é representada da
seguinte maneira: indica-se o género do virus ao qual pertence (A, B ou C), a origem
geografica de isolamento (cidade ou pais), numero da amostra do laboratorio e ano de
isolamento e, finalmente, coloca-se entre parénteses o subtipo de HA e NA. Por exemplo,
uma amostra designada como influenza A/England/42/1972 (H3N2) pertence ao género A,
subtipo H3N2, isolada na Inglaterra no ano de 1972 e recebeu o0 niUmero 42.

Em contraste com o virus influenza A, ndo existem subtipos de influenza B. Este
género é constituido por duas linhagens principais (Yamagata e Victoria). Embora existam
diferencgas consideraveis entre as linhagens, seja em termos genéticos ou antigénicos, elas nao
sdo suficientes para a designacdo em diferentes subtipos [30]. Assim, a nomenclatura adotada
para o virus influenza B descreve apenas o género, local de deteccdo, nimero de origem e ano
(exemplo: B/Florida/4/2006).

1.1.4- Ciclo replicativo

A replicacdo do virus influenza A encontra-se esquematicamente apresentada na figura
4. O principal alvo da infec¢do pelos virus influenza em humanos séo as células epiteliais
ciliadas do trato respiratdrio, por apresentarem maior abundancia de residuos de acido sialico
nas suas membranas. Os residuos de acido sialico ficam associados a residuos de galactose
por ligacGes a-2,3 ou a-2,6, que se encontram preferencialmente no trato respiratorio superior
e inferior, respectivamente [31]. Essas ligagdes s@o reconhecidas de maneira distinta por
hemaglutininas de virus humanos e animais e sao criticos na determinacdo do hospedeiro e no

tropismo tecidual.
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Figura 4: Representacdo esquematica do ciclo replicativo do virus influenza A. (a) O
virus influenza possui um envelope lipidico no qual estdo inseridas as proteinas HA, NA e M2
e seu genoma possui 8 segmentos de RNA fita simples organizados em complexos proteicos
chamados RNPs. As RNPs se encontram ancoradas no interior do envelope pelas proteinas de
matriz M1. Durante a adsorc¢do do virus influenza a célula hospedeira, ocorre a ligacdo da HA
aos residuos de acido sialico presentes na membrana citoplasmatica. (b) O virus € endocitado
e 0 baixo pH do endossoma leva a acidificacdo no interior do virion através da entrada de
prétons pelo canal M2. Ocorre uma mudanga conformacional na HA, que expde o peptideo
responsavel pela fusdo do envelope viral com a membrana endossomal. A acidificacdo faz
com que as RNPs se dissociem das proteinas M1 e sejam liberadas. As RNPs migram para o
nucleo celular, onde ocorre a replicacdo e a transcricdo viral. (c) No nucleo, ocorre a
transcricdo do RNAmv pela RNA polimerase dependente de RNA. As novas moléculas de
RNAmv séo exportadas para o citoplasma celular com auxilio da proteina NEP/NS2. (d) No
citoplasma, os RNAmv séo traduzidos nas proteinas virais. As proteinas de superficie HA,
NA e M2 séo processadas no RE, glicosiladas no complexo de Golgi e transportadas para a
superficie celular. (e) A proteina NS1 tem um papel fundamental para a transcri¢éo viral, j&
que impede a saida do RNAmc do nucleo. (f) A RNA polimerase viral também é responsavel
pela replicacdo do RNAV através da sintese de uma fita de RNA complementar que serve de
molde para a geracdo de novas fitas de RNAv, com polaridade negativa. Neste momento as
NP ja se ligam aos novos RNAv formados gerando novas RNPs, que sdo transportadas para o
citoplasma com ajuda das proteinas M1 e NEP/NS2. (g) As RNPs sdo direcionadas para a
membrana plasmatica celular, onde ja estdo ancoradas as proteinas de envelope viral, para
formarem as novas particulas virais por brotamento. As novas particulas virais sao liberadas
para o meio extracelular pela acdo da NA.
Fonte: Adaptado de Das et al Nature, 2010 [32].
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Os residuos de &cido sialico permitem a ligacdo da HA e a adsorcéo do virus influenza
a membrana plasmatica da célula hospedeira (Figura 4). A ligacdo ocorre na subunidade HA1.
Apo0s a adsorcdo ocorre a endocitose da particula viral (Figura 4). O endossoma celular ja é
um ambiente fisiologicamente acido, permitindo entdo a entrada de prétons para o interior do
virion através do canal iénico M2 [33]. A acidificacdo (pH entre 5,0 e 6,0) do interior da
particula viral causa uma mudanca conformacinal na HA, que leva a exposicdo de seu
dominio hidrofdébico contendo o peptideo de fusdo. Este se insere na membrana do endossoma
possibilitando sua fusdo com o envelope viral. A diminuicdo do pH dentro do virion também
possibilita que as RNPs se dissociem das proteinas M1 e sejam liberadas para o citoplasma
celular [34].

Uma vez no citoplasma, as RNPs migram para o nucleo celular através da ligacao a
nucleoporinas (Figura 1.3). A penetracdo no nucleo é dependente de importinas a e B, que
reconhecem sinais de localizacdo nuclear presentes tanto na proteina viral NP [35] quanto na
subunidade PB2 da RNA polimerase [35].

No nucleo ocorrem 0s processos de transcricdo e replicacdo do genoma viral pelo
complexo polimerase. A transcricdo ocorre em momentos iniciais do ciclo replicativo e é um
processo dependente de uma sequencia iniciadora, que é obtida a partir do pré-RNAmc. Os
RNAmv formados sdo transportados para o citoplasma celular com auxilio da proteina
NEP/NS2 e de fatores celulares, onde serdo traduzidos em proteinas virais utilizando-se da
maquinaria celular. As proteinas virais de superficie, como a HA, NA e M2, sdo processadas
no reticulo endoplasméatico (RE) da célula, glicosiladas no complexo de Golgi e sdo
direcionadas para a membrana plasmatica celular (Figura 1.3). A proteina M1 € sintetizada na
fase inicial da replicacdo, a partir do RNAmv codificado pelo segmento 7, que, em uma fase
mais tardia, sofre 0 mecanismo de splicing originando a proteina M2. O mesmo acontece com
as proteinas NS1 e NEP/NS2, sendo a segunda dependente do splicing [36].

A replicagdo do genoma viral se da através da sintese de uma fita intermediaria de
RNA complementar (RNAc) com polaridade positiva, para posterior geragdo das novas fitas
de RNAVv polaridade negativa. Logo ap6s a formacdo dos novos RNAv, as NP se ligam e dao
origem as novas RNPs, que se associam as proteinas M1 e NEP/NS2. Juntamente com a
maquinaria de exportagdo nuclear da célula, o complexo RNP-M1-NEP/NS2 é exportado para
o citoplasma celular até a regido da membrana plasmatica onde estdo inseridas as proteinas de
superficie virais. A proteina M1 é a responsavel por recrutar todos 0s componentes virais para
o sitio de brotamento, além de se associar a membrana plasmatica celular [37].

A liberacdo das novas particulas virais ocorre por brotamento. Este processo requer

uma curvatura da membrana plasmatica, que ¢é estimulada pelo acimulo de proteinas M1 no
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interior da mesma [38]. O brotamento termina quando ocorre a fissdo da membrana
plasmatica celular. Nesse momento as novas particulas virais estdo prontas para serem
liberadas e a NA cliva os residuos de acido siélico presentes na membrana celular e remove o
acido sialico presente nas préprias glicoproteinas, impedindo a reinfeccdo da célula ja

infectada e a agregacdo das particulas virais [39].

1.1.5- Epidemiologia da infecgéo pelo influenza

A gripe ocorre mundialmente, sob a forma de surtos localizados ou regionais, em
epidemias ou como pandemias associadas ao shift ou drift antigénico entre os subtipos de
Influenza A. Globalmente, estas infecgdes ocasionam cerca de trés a cinco milhdes de casos
severos, com 250 mil a 500 mil 6bitos [40].

Em anos epidémicos, a taxa de infeccdo atinge, aproximadamente, 15 % da populacéo,
podendo alcancar até 70 %, nas comunidades fechadas. Tanto a morbidade quanto a
mortalidade por Influenza podem variar ano a ano, dependendo das cepas circulantes, do grau
de imunidade da populacédo geral e da populacéo susceptivel [41 e 42].

No ano pandémico de 2009, no periodo de 19 de Abril a 21 de Novembro (semana
epidemioldgica 47), um total de 82 paises notificaram a Rede Global de Vigilancia da
Influenza (FluNet), entre os quais o Brasil, 309.204 casos de Sindrome Respiratdria Aguda
Grave (SRAG), das quais foram evidenciados: 71,4% (220.641) por Influenza Pandémica
A(H1IN1)pdmO09; 2,6% (8.130) por Influenza A (H1) sazonal; 7,6% (23.531) Influenza A (H3)
sazonal; 16,5% (51.071) InfluenzaA néo subtipada e 1,9% (5.831) Influenza B [41 e 42].

Com base no monitoramento periddico das infeccBes por influenza sdo gerados mapas
que apontam a sua distribuicdo global. Um exemplo esta mostrado na Figura 5, que ilustra a

distribuicdo dos tipos de influenza na semana epidemioldgica 16 a 22 de marco de 2014 [43].
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Figura 5 — Distribuicéo de casos confirmados por Influenza, segundo o subtipo e regiéo
do mundo no periodo da semana epidemioldgica 12 (16/Mar a 22/Mar de 2014).
Fonte: WHO, 2014.

As infecgdes pelo virus Influenza apresentam um padrdo sazonal. Como estes virus
disseminam-se principalmente durante o periodo de inverno, 0s surtos epidémicos nos
hemisférios norte e sul ocorrem em periodos diferentes do ano.

O Brasil é um pais com dimensdes continentais. Desta forma, engloba uma grande
disparidade climatica, compreendendo regides de clima equatorial (regido Norte) a subtropical
(regido Sul). Consequentemente, sdo observados diferentes padrdes de sazonalidade [44].
Observa-se um gradiente latitudinal no momento do pico da epidemia — no Norte do pais, este
costuma ocorrer cerca de trés meses antes (margo-abril) daquele observado na regido Sul [44
e 45].

1.1.6- Mecanismos evolutivos e o surgimento do virus influenza A(HLIN1)pdmO09

Seja sob a perspectiva da genética de populagdes ou da evolucdo de virus RNA, as
mudancas evolucionarias encontram-se relacionadas a diferentes processos: mutacao,
recombinacdo ou rearranjo génico, selecéo, deriva genética e migracdo. Estes processos sao
interativos e delineiam a estrutura das populagoes.

Algumas caracteristicas dos virus RNA sdo também importantes para 0 processo
evolutivo. Frequentemente, estes virus encontram-se sob a forma de grandes populacGes (o
nimero de particulas virais pode chegar & ordem de 10%). Isto ocorre em consequéncia do

processo replicativo, no qual uma Unica particula viral pode produzir até 100.000 novas
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copias em 10 horas. Ainda, a baixa fidelidade das polimerases faz com que os virus RNA
exibam grandes taxas de mutacdo (cerca de 1 mutagdo/genoma/replicacéo) [46 e 47].

O processo de drift antigénico se d& quando ocorrem mutagdes pontuais no genoma
viral, o que constitui um importante mecanismo evolutivo para os virus influenza. O acumulo
gradual de mutacbes nas glicoproteinas HA e NA ocasiona mudancas nas respectivas
estruturas antigénicas, contribuindo para a evasdo da resposta imune do hospedeiro [48]
(Figura 6).
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Figura 6— Geracdo da diversidade genética e drift antigénico. Os virus amarelos e
azuis representam duas linhagens antigenicamente distintas do virus influenza A, circulando
na mesma populacdo humana. A diversidade genética da populacdo viral circulante aumenta
através dos processos de mutacdo e rearranjo. As setas brancas indicam as relacfes entre 0s
virus ancestrais e descendentes. As marcas brancas nos segmentos indicam as mutacGes
neutras, e as vermelhas, indicam as mutagdes que afetam as regides antigénicas nas proteinas
de superficie. As setas laranja indicam a geracdo de virus oriundos de rearranjo, contendo
segmentos dos dois ancestrais. Conforme estes virus permanecem circulando, a imunidade da
populacdo aumenta, sendo representada na figura pelo afunilamento em forma de gargalo.
Paralelamente, os virus contendo mudangas antigénicas favoraveis nas proteinas de superficie
se acumulam na populacéo viral. Em algum momento, ocorrerd a emergéncia da nova variante
antigénica (drift), menos afetada pela imunidade populacional. Esta variante emergente sera
capaz de causar novas infeccdes e fundar um novo cluster, composto por variantes similares.
Fonte: McHardy & Adams, 2009.
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As mudancas antigénicas da HA parecem ser menos importantes para 0 processo
evolutivo viral do que a aquisi¢do de novos genes por rearranjo, o que configura um shift
viral. Este processo ocorre quando dois virus de diferentes subtipos infectam uma mesma
célula hospedeira, e durante o processo de replicacao viral ocorre troca de segmentos génicos
(rearranjo génico), de tal forma a produzir um novo subtipo diferente dos dois iniciais (Figura
7). Este novo subtipo, por conter grandes variagdes antigénicas, é considerado potencialmente
pandémico [49].

As pandemias de gripe que ocorreram nos ultimos dois séculos foram sabidamente
ocasionadas pela da emergéncia de um novo subtipo do virus influenza A. Estes virus, com o
qual a populacéo nao havia tido contato prévio, foram capazes de provocar uma doencga grave,
tendo um alto indice de morbidade e de mortalidade. A auséncia de imunidade prévia sugere
que estes subtipos virais emergentes sejam produtos de rearranjo génico entre as cepas
humanas e as animais, 0 que é facilitado devido a segmentacdo gendmica deste virus [50].

No ano de 2009, ocorreu a emergéncia de nova linhagem de influenza A/H1IN1, que
provocou a primeira pandemia do século XXI, e ficou conhecida como A(H1N1)pdm09. O
virus, produto de rearranjo génico, é composto por: dois genes (PA e PB2) da linhagem
aviaria norte-americana; um gene (PB1) derivado da linhagem sazonal H3NZ2; trés genes (HA,
NP e NS) da linhagem suina classica norte-americana; e dois genes (NA e M) da linhagem
suina euro-asiatica (Figura 9). Este virus parece haver sido introduzido em um Gnico evento
na populacdo mexicana e norte-americana [51], teve alta transmissibilidade entre humanos,

desafiando toda a preparacdo mundial para uma esperada pandemia de influenza aviaria [52].
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Figura 7 — Origem dos segmentos génicos do A(H1N1)pdm09. Humanos, aves e
suinos podem ser infectados simultaneamente por virus influenza de diferentes cepas do
género A. Este fato, combinado a segmentagdo do genoma, possibilita o rearranjo génico e o
surgimento de cepas pandémicas, como o A(HIN1)pdm09. Os genes PA e PB2 s&o
representados em azul claro; PB1 em azul marinho; HA, NP e NS em vermelho; NA e M em

verde.

A disting&o entre o virus A(HLIN1)pdm09 e o H1N1 sazonal (circulante na populagdo
desde 1977) estad especialmente localizada na hemaglutinina (HA) viral e deve-se a rapida
mudanca antigénica ocorrida nesta molécula, responsavel pela entrada do virus na célula
hospedeira [53].

1.2- Vacina

Desde a descoberta do virus Influenza A em 1933 [54] e do subtipo B em 1940 [55],
os virus da influenza tém sido considerados importantes patdgenos causadores de doencas
respiratdrias agudas em seres humanos.

A variacdo antigénica é uma caracteristica exclusiva dos virus influenza A e B, e por
isso infeccBes pelo influenza sdo consideradas problema de salde publica em curso.

Variagbes antigénicas ocorrem principalmente nos genes da hemaglutinina (HA) e
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neuraminidase (NA). Devida a presenca de grande variagdo antigénica dos virus influenza e o
escape viral da resposta imune do hospedeiro, a vacina precisa ser revisada anualmente, tendo
como base as cepas predominantes que circularam nos hemisférios Norte e Sul na Ultima
temporada e que provavelmente continuardo circulando [56].

Estdo disponiveis, contra influenza, as vacinas inativadas (IVs), para injecao
intramuscular, e vacinas "vivas" atenuadas trivalentes (LAIVS), para aplicagdo intranasal e
também vacinas quadrivalesntes. Existem ainda modelos de vacinas promissores, como a

vacina universal baseada na proteina M2 do virus influenza.

1.2.1- Vacinas atualmente utilizadas

Em geral, vacinas sazonais contra influenza sdo trivalentes. As vacinas trivalentes
(TIVs) tem sido utilizadas desde sua introducdo em1978 [57], mas no Brasil a primeira
campanha de vacinacdo s6 de deu no ano de 1999 com disponibilizacdo da vacina TIV em
todo territério nacional, para grupos de individuos selecionados para a imunizagdo. [58]. Em
2011, 620 milhdes de doses da TIV foram produzidas no mundo inteiro [59]. A vacina
trivalente contempla cerca de trés virus influenza: um influenza A(HIN1), um influenza
A(H3N2) e um influenza B. A cada ano, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) recomenda
a composicdo da vacina contra influenza, baseada nos resultados globais de vigilancia e
predicao das cepas de influenza de maior circulacdo para a proxima temporada. Atualmente as
vacinas contra influenza licenciadas sdo: vacinas inativadas (11V) e vacinas com virus vivo
inativado (LAIV).

1.2.1.1- Vacinas inativadas (11Vs)

As primeiras vacinas inativadas contra o virus influenza foram aprovadas para uso nos
Estados Unidos da América em 1945 [60]. Estas vacinas consistem em virus purificados que
sdo quimicamente inativados através da acao da formalina ou B-propiolactona [61].

Existem trés tipos de IIVs: com virus inteiro, “split” de virus, e de subunidade viral.
As ITVs mais utilizadas sao as de “split” de virus e de subunidade viral. A eficacia da vacina
depende de varios fatores, primeiramente da idade e também a existéncia de comorbidades
nos vacinados assim como o pareamento antigénico entre as cepas presentes na vacina e as
circulantes [62]. Entre 66-86% dos individuos adultos vacinados com IIVs estdo

soroprotegidos contra infec¢des pelo influenza [63].
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1.2.1.2- Vacinas de virus atenuado (LAIVS)

A LAIV ¢ administrada através da via intranasal, na qual as cepas do virus influenza
contidas na vacina se replicam nas células epiteliais da nasofaringe. Os virus contidos nesta
vacina apresentam duas propriedades. A primeira € que em temperaturas de até 25°C as cepas
sdo capazes de se replicar, temperatura que restringe a repliccdo de outras cepas virais nao
vacinais. J& em temperaturas mais elevadas, entre 37°C e 39°C, ocorre uma restricdo da
replicacdo das cepas contidas na LAIV; as mesmas sdo atenuadas para evitarem uma possivel
infeccdo [64].

O “spray” intranasal da LAIV atua na indugdo de producdo de IgG no soro quanto na
producdo de IgA na mucosa da nasofaringe [65]. Ao contrario das vacinas inativadas, LAIV
gera resposta humoral e celular contra as glicoproteinas HA e NA,similar a que ocorre na
infeccdo natural pelo virus influenza. Essa resposta ocorre na mucosa onde houve a
inoculagdo da vacina e também é uma resposta sitémica [66]. A LAIV, primeiramente
licenciada nos Estados Unidos da América [67], apresentou maior eficAcia em criancas,
guando comparada com a TIV sem adjuvante [68], entretanto se mostrou menos eficiente em

adultos com faixa etéria variando entre 17 e 49 anos de idade [69].

1.2.2- Vacinas recentemente aprovadas

Vérias estratégias para o desenvolvimento de vacinas anti-influenza mais eficientes
tem sido pensadas e algumas ja foram implantadas recentemente. Os objetivos destas
estratégias sdo elevar a imungeinicidade da vacina, ampliar a imunidade induzida pela vacina,
estabelecer métodos alternativos para a producdo de vacinas de maneira mais rapida, e
melhorar a aceitabilidade das vacinas contra o influenza. Algumas das vacinas recentemente

aprovadas estdo descritas a seguir.

1.2.2.1- Vacina quadrivalente (QIV)

Duas linhagens distintas do virus influenza B, linhagem Victoria e linhagem
Yamagata, tem co-circulado desde o ano de 1980 [70]. J& foi visto que existe uma pequena
protecdo cruzada entre as duas linhagens. Atualmente as TIVs contém antigenos para um
virus influenza B, representando apenas uma linhagem. Isto leva a uma reducdo da efetividade
da vacina especialmente quando o virus influenza B que circula predominantemente ndo

corresponde a linhagem vacinal. A linhagem de influenza B circulante predominante foi
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diferente da linhagem vacinal em cinco de dez temporadas nos Estados Unidos entre os anos
de 2001 e 2011 [71]. Na Europa entre os anos de 2003 e 2011, a linhagem circulante
predominante diferiu da linhagem vacinal em metade das temporadas, e a taxa de
incompatibilidade das amostras de influenza B foi de 58% [72].

A primeira vantagem da vacina quadrivalente para influenza (QIV) esta relacionado
com fato de a vacina fornecer cobertura para ambas possibilidades de circulacdo da linhagem
de influenza B, seja lihagem Yamagata ou linhagem Victoria. A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) recomendou a inclusdo de uma segunda cepa de influenza B em QIVs para a
temporada 2013-2014 [73]. Estudos tem demonstrado que a QIV oferece imunogeinicidade
para trés antigenos que pode ser comprada a TIV [74, 75 e 76]. Além disso, a QIV também
contribui com uma resposta imune adicional & cepa alternativa da linhagem de influenza B. A
seguranca e reatogeinicidade da QIV demonstraram ser semelhantes as encontradas na TIV
[77].

Abaixo encontra-se uma tabela (Tabela 2) com as QIVs recentemente aprovadas pelo
Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos.

e Via de Dose do Data da
Nome Fabricante administragdo | antigeno | Subtrato Idade aprovagao
Flumist® 10%°-10"° Ovos 2-49
Quadrivalente Medimmune LAIV Intranasal FFU/cepa |embrionados| anos fev/14
15ug HA/ Ovos
Fluariz® Quadrivalente | GlaxoSmithKline 1\ Intramuscular cepa embrionados | 23 anos dez/12
15ug HA/ Ovos 26
Fluzone®Quadrivalente | Sanofi Pasteur v Intramuscular cepa embrionados| meses jun/12
Flulaval® ID Biomedical 15ug HA/ Ovos
Quadrivalente Corporation 1\ Intramuscular cepa embrionados | > 3 years ago/12

Tabela 2- Vacinas quadrivalente anti-influenza aprovadas recentemente pelo FDA-
EUA.

1.2.2.2- Vacinas com adjuvantes

O papel essencial dos adjuvantes é permitir uma resposta imune rapida e ampla, além
da expansao da resposta de anticorpos [78]. O uso de adjuvantes € um dos melhores metodos
para melhorar a performance da TIV, especialmente em idosos.

A primeira geracdo de vacinas anti-influenza com adjuvantes foi introduzida em 1950,
e as formulages incluiam antigenos emulsificados com 6leo mineral [79 e 80]. Estas vacinas

induzem respostas de anticorpos maiores e mais sustentaveis [81]. Entretanto, as vacinas
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contendo 6leo mineral como adjuvante também induzem reacGes indesejadas como cistos e
abscessos [82].

Sais de aluminio tém sido amplamente utilizados como adjuvantes [83]. Pensava-se
que o modelo de acdo dos sais de aluminio ocorresse através de um aumento da atracdo e
captacdo de celulas apresentadoras de antigeno e ativacdo de inflamassomas com aumento da
eficiéncia da imunidade inata [84]. Mas os sais de aluminio induzem uma forte resposta Th2.
Entretanto, eles sdo menos efetivos para gerar imunidade mediada por células Th1 [85].

A TIV contém uma emulsdo “oil-in-water” que foi licenciada primeiramente pela
Europa no ano de 1997. O MF59 ¢ um microfluido, uma emulsdo “oil-in-water”contendo
esqualeno [86]. Este adjuvante estimula o influxo de células inflamatdrias e estabelece um
ambiente imunoestimulatorio [87] a proliferacdo de células apresentadoras de antigeno e
células T helper melhoram a resposta das células B e levam a um aumento da producao de

anticorpos [88].

1.2.2.3- Vacinas intradérmicas (I1D)

A pele é um alvo atrativo para a entrega de uma vacina contra o influenza. A epiderme
e a derme apresentam uma quantidade abundante de células apresentadoras de antigenos,
células de Langerhans e células dendriticas [89]. Imunizac@es intradérmicas (ID) desencadeia
a migracdo dos antigenos vacinais através dos ductos linfaticos e consequentemente leva a
uma estimulacdo das células dendriticas residentes. A ativacdo e migracdo das células
dendriticas residentes na derme leva a uma potente ativagdo de céluas T [90].

Os principais objetivos para a introducdo de uma vacina ID é a possibilidade da
utilizacdo de pequenas doses e também de uma melhoria da resposta imune dos individuos
vacinados. As vacinas contra influenza intradérmicas induzem uma resposta imune similar,
com menores doses de antigeno, em adultos saudaveis com comorbidades [91]. Em
individuos idosos, vacinas intradérmicas demonstraram uma melhor imunogeinicidade
guando comparadas as vacinas inativadas convencionais (llvs) [92].

A primeira vacina intradérmica contra o influenza avaliada, Intaza® (Sanofi Pasteur),
tambem conhecida como IDflu®, foi licenciada no ano de 2009 como uma vacina sazonal na
Europa [93]. Fluzone®Intradermal (Sanofi Pasteur) contém 9ug de HA por cepa foi
licenciada para uso nos Estados Unidos da América em 2011. Na Coreia do Sul, IDflu® 15
Mg (Sanofi Pasteur) e IDflu® 9ug (Sanofi Pasteur) foram aprovadas em 2010 para uso em

individuos com idades superiores a 60 anos e idades entre 18-59 anos, respectivamente [94].
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1.2.2.4- Vacinas “high-dose” de hemaglutinina

A vacina contra influenza “high-dose” (HD) contém 60 pg de HA por cada cepa
vacinal, enquanto que a “standard dose” (SD) apresenta apenas 15 ug de HA de cada cepa
presente na vacina. Estudos recentes tem demonstrado que a vacina HD é mais imunogéncica
que a vacina SD em idosos [95]. Um ensaio de fase Ill, randomizado, controlado, duplo-cego
demonstrou que a vacina HD anti-influenza aumenta de maneira significativa a resposta
humoral quando comparada com a vacina SD [96]. Em individuos infectados pelo HIV com
mais de 18 anos de idade, que foram vacinadas com a “high-dose” tiveram niveis mais
elevados de soroprotecdo contra o antigeno HIN1 e influenza B quando comparados com 0s
individuos que receberam a vacina “standard-dose” [97].

O “Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América aprovaram
a Fluzone® High Dose (Sanofi Pasteur) em 2009 para a prevencéo da infecgéo por influenza

em pessoas com mais de 65 anos de idade [98].

1.2.2.5- Vacinas “cell-culture”

A tecnologia da cultura de células fornece um nimero maior de vantagens em relacao
a fabricacdo de vacinas contra o influenza a base de ovos embrionados. A vacina anti-
influenza “cell-culture” (CCIV) supera a dependéncia dos ovos embrionados ¢ o risco de
contaminacéo que existe neste tipo de fabricacdo de vacinas. E ainda pessoas que apresentam
algum tipo de alergia a proteinas do ovo seriam extremante beneficiadas com a utilizacdo da
CCIV. A fabricacdo das CCIV ¢ réapida e estas vacinas podem ser mais facilmente ampliadas
do que aquelas baseadas em ovos embrionados. Além disso, a introducdo da CCIV
contribuiria substancialmente para o melhoramento do estoque de vacinas anti-infuenza, de
maneira global.

Diversas linhagens de cultura celular tem sido desenvolvidas especilamnte para a
fabricacdo de vacinas contra o influenza [99]. Atualmente, “Madin Darvy Canine Kidney
(MDCK) e células Vero foram licenciadas para a producdo de vacinas. Em junho de 2007,
Optaflu® (Novartis), uma vacina de subunidade, trivalente e produzida em MDCK, foi
aprovada na Europa [100]. Nos Estados Unidos, a Flucelvax® (Novartis), outra vacina de
subunidade e trivalente contendo virus propagadas em células MDCK, foi aprovada no ano de
2012 [101]. A Preflucel® (Baxter) é uma vacina derivada de células Vero e inativada, quem
esta em ensaio de fase 111 [102].
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1.2.2.6- Vacinas de hemaglutinina recombinante

A vacina anti-influenza de hemagluinina recombinante e trivalente, Flu Block®
(Protein Scienses) foi aprovada para individuos com idades entre 18 e 49 anos em 2013 [103].
Para vacinas recombinantes, o gene que codifica para a proteina hemagutinina é clonado em
um vetor de baculovirus. As proteinas de HA s&o expressas em linhagens celulares de insetos
infectados por esses vetores [104]; ndo é necesséria a utilizacdo de ovos embrionados no
processo de producdo deste tipo de vacina.

A Flu Bock® contém cerca de 15ug de hemaglutinina de cada cepa, totalizando 135ug

de HA [105]. Em um ensaio de fase |1l a Flu Block® se mostrou potente e eficaz [106].
1.2.3- Estratégias para o desenvolvimento de novas vacinas anti-inlfluenza
Um nOmero razodvel de novas abordagens estdo sendo estudadas para o

desenvolvimento de novas vacinas anti-influenza mais eficientes. Na figura 8 podemos

observar algumas das estratégias que estdo sendo estudadas no momento.
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Figura 8- Novas abordagens para o desenvolvimento de novas vacinas contra

influenza. Um breve diagrama representando o processo de produgdo de vacinas anti-
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influenza com particulas “virus-like” (A), vacinas com vetor viral (B) e vacinas baseadas em

DNA (C) séo representadas. Adaptado de Young-Tae, 2014.

A vacina anti-influenza com particulas “virus-like” contém as proteinas da HA, NA, e
da proteina de matriz 1 (M1). Neste processo, vetores virais recombinantes que expressam as
proteinas HA, NA, e M1 sdo utilizados para infectarem células [107]. A expressdo espontanea
de proteinas do influenza forma particulas que apresentam estruturas similares as dos virus
selvagens. A replicacdo dos vetores virais recombinantes ndo dependem da expressao da HA
ou NA [108].

Vacinas de vetores virais utilizam outros virus para apresentar as proteinas do
influenza para o sistema imune. Os genes da HA s&o clonados em um vetor, como 0
adenovirus, vaccinia virus, virus Newcastle ou baculovirus, para expressar a hemaglutinina
[109]. Alguns sistemas de vacinas recombinantes podem permitir uma maior e mais rapida
producdo de vacinas do que os métodos convencionais [110]. Entretanto, preocupacfes de que
a imunidade preexistente contra os vetores virais possa interferir na eficicia precisam ser
superadas.

Vacinas baseadas em DNA sdo feitas através da inser¢cdo do gene da HA em um
plasmideo. A injecdo intramuscular de vacinas baseadas em DNA induzem a transfec¢éo das
células do hospedeiro e consequente expressdo do antigeno no hospedeiro. As vacinas
baseadas em DNA sdo estaveis e podem ser produzidas de maneira rapida. Alguns relatos
indicaram uma boa performance desta vacina em modelos animais [111], entretanto sua baixa
imunogeinicidade em humanos sugerem que sdo necessarias maiores investigacoes clinicas
[112].

Uma vacina universal é ideal, pois promove imunidade de amplo espectro contra
maultiplas cepas de influenza. Vérios regibes do genoma viral sdo conservadas e tem sido
investigadas como possiveis candidatas para a criacdo de uma vacina universal. Um dominio
altamente conservado da proteina M2 do virus influenza A e um dominio “stalk” da
hemaglutinina tem sido explorados [113]. Vacinas baseadas em epitopos utilizando
nucleproteina e proteina M1 também tem sido testadas [114]. A vacina de células T contém

maultiplos epitopos contra influenza, e também vem sendo estudada [115].

1.3- Imunidade natural ou induzida ao influenza

Os virus influenza causam uma infeccdo aguda no hospedeiro e inicia uma cascata de

reagOes, ativando o sistema imunoldgico, gerando uma resposta sisttémica e local de
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anticorpos (imunidade humoral), bem como as respostas das células T citotdxicas (imunidade
celular), ambas importantes na recuperacdo da infeccdo aguda e resisténcia a reinfecgéo.

Estes virus sdo inicialmente detectados e eliminados de forma ndo especifica por
mecanismos da imunidade inata, mas se houver o escape viral dos mecanismos de defesa

precoces, eles serdo detectados e eliminados por mecanismos imunes adaptativos [116]

1.3.1- Resposta imune natural

1.3.1.1- Resposta imune inata

A linha inicial de defesa contra patégenos é fornecida pela imunidade inata (também
conhecida como imunidade natural ou nativa). O sistema imune inato possui duas importantes
funcdes: inicia a resposta a patdgenos, que pode prevenir, controlar ou eliminar a infec¢do do
hospedeiro, e estimula também a resposta imune adaptativa. A resposta imune inata ndo tem a
capacidade de desenvolver memoria imunolégica [117].

A resposta inata inclui a liberacdo de citocinas (interferon o e B), influxo de
granuldcitos neutréfilos, macréfagos e de células Natural Killer (células NK) [118 e 119].
Dentro da imunidade inata, deve-se destacar a importancia dos receptores do tipo Toll (TLR).
Esses receptores presentes em varios tipos de células do sistema imune sdo capazes de ativar
essas celulas, gerando uma potente resposta imune [120]. Existem sete tipos de TLR
envolvidos na resposta contra virus [121]. Esses TLRs tém como principal alvo de
reconhecimento os &cidos nucleicos.

A partir da producdo de interferon do tipo | e citocinas inflamatdrias ocorre a ativacao
das células NK. Essas células tém grande importancia na resposta imune inata contra virus,
pois sdo capazes de eliminar células infectadas por esse patdgeno. A interacdo com a célula
infectada somada ao sinal proveniente das citocinas inflamatorias induz a célula NK a liberar
seu conteddo citolitico de perforinas e granzimas que levardo a morte da célula infectada
[122]. Outro mecanismo utilizado pelas células NK para inibir a infeccdo viral € a lise de
células que ndo expressam MHC de classe I, uma vez que a expressdo dessa molécula pode
ser inibida pelo virus infectante.

A imunidade inata é um pré-requisito essencial para a resposta imune adaptativa, em
primeiro lugar, para limitar a replicagdo viral inicial, e, segundo, porque os linfécitos

antigeno-especificos da resposta imune adaptativa sdo ativados por moléculas co-
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estimulatorias que sdo induzidas em celulas do sistema imune inato durante sua interacdo com
virus [123].

1.3.1.2- Resposta imunidade adaptativa

Muitos virus conseguem sobrepujar a resposta imune inata devido, principalmente, a
sua alta taxa de replicacdo, por isso, paralelamente a resposta inata, também ocorre a ativacéo
de uma resposta antigeno-especifica. Normalmente, células dendriticas e macréfagos realizam
esse papel [124].

A imunidade adaptativa é antigeno-especifica e é capaz de reconhecer e dar uma
resposta mais répida e especifica para exposicdes repetidas ao mesmo patdgeno. Esta €
dividida didaticamente em resposta humoral e celular. A primeira é mediada por anticorpos
produzidos por células B, que é necessaria para a neutralizacdo do virus e, portanto, para a
prevencdo da infeccdo [125]. A resposta celular é caracterizada pela ativacao de células T. A
recuperacdo da infeccdo é mediada por células T citotdxicas que induzem a lise de células
infectadas pelo virus da gripe. A conexdo entre estes dois ramos da imunidade adaptativa €

essencial para uma resposta imune eficaz [126].

1.3.1.2.1- Resposta imune mediada por células

A imunidade mediada por células consiste principalmente de dois componentes
celulares: as células T CD4" e T CD8". As células T CD4", também chamadas de células T
auxiliares (Th), secretam diferentes citocinas que desempenham papel fundamental na
regulacdo da resposta imune humoral e celular, enquanto as células T CD8" sdo mediadoras

da resposta citotoxica [127] (Figura 9).
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Figura 9- Resposta humoral e celular a infeccédo pelo virus influenza. O sistema imune
humoral é composto por linfécitos B (& esquerda), que apds interacdo como virus da gripe se
diferenciam em células secretoras de anticorpos. A resposta celular (a direita) comeca com a
apresentacdo de antigenos via moléculas de MHC | (preto) eMHC Il (azul) pelas células
dendriticas, que entdo levam a proliferacédo, ativacdo e diferenciacdo de células T antigeno-
especificos (CD4+ ou CD8+). Essas células ganham a funcédo de células efetoras, que atuam
diretamente, na liberacdo de citocinas, ou mediam a citotoxicidade no reconhecimento do
antigeno seguinte. Ndo é mostrada a formacéo da resposta de memaria imunoldgica celular e

as varias formas da imunidade inata induzidas pela gripe. Adaptado de Flint, 2004.

Devido a natureza de infecgéo intracelular dos virus, os antigenos sdo apresentados
principalmente via MHC de classe I, desencadeando uma resposta de linfocitos T CD4+. A
ativacdo desse tipo de linfocito pode seguir diferentes caminhos dependendo do ambiente da
infeccdo. Esse ambiente € formado por todos os fatores imunologicos presentes no sitio da

infeccdo, como citocinas, quimiocinas, hormonios, glicose e oxigenacéo local [128].
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Células TCD4"

As células T CD4 + podem se diferenciar em subconjuntos de células efetoras Thil,
Th2 e Th17. As caracteristicas desses subconjuntos sdo baseadas em como eles sdo induzidos,
que citocinas secretam e seus mecanismos efetores.

A inducdo de células Th exige apresentacdo de antigenos via complexo principal de
histocompatibilidade classe Il (MHCII) por células dendriticas (DCs) ou macréfagos. Além
disso, o tipo de citocina que é secretado pelas DCs determina a polarizacdo da resposta imune
Th para Thl ou Th2. A diferencia¢do do precursor Th para 0s subconjuntos Thl é promovida
pela interleucina 12 (IL-12), enquanto que a interleucina 4 (IL-4) induz a diferenciagéo do
precursor Th a uma resposta Th2 [129].

Citocinas que sdo secretadas por células Thl (IFN-y e IL-2) sdo necessarias para o
desenvolvimento da imunidade mediada por células. Adicionalmente, o IFN-y induz a troca
de isotipo em células B para 1gG2a e ambos sdo, portanto, utilizados como um marcador de
uma resposta Thl. Por outro lado, a diferenciacdo e proliferacdo das células B e troca de
isotipo de anticorpos para IgE, IgG1le IgA sdo estimuladas por citocinas Th2 (IL-4, IL-5 e IL-
10), que séo importantes na resposta imune humoral [130].

As células Th17 séo classificadas como o terceiro subconjunto diferenciado de células
T CD4+ de camundongos. Estas secretam uma citocina pro-inflamatéria, a IL-17, que esta
envolvida na maturacdo de células dendritica e neutréfilos, que sdo importantes na
contribuicdo da protecdo contra bactérias e fungos. A diferenciacdo de células Th17 € inibida
na presenca de IFN-y e 1L-4 [131]. E sabido
gue a maioria das infec¢@es virais induz a producdo de interferons pelas células NK. Esse fato
leva a uma preferéncia para ativacdo do padrdo Thl. No entanto, podem ocorrer respostas

mistas no desenrolar da infeccéo [132].

Células TCD8"

O mecanismo de defesa mais ativo contra a infecgéo viral é o mediado por linfocitos T
CD8+ especificos. Esse tipo celular tem a capacidade de reconhecer as células infectadas,
eliminando-as por inducdo de apoptose ou pela liberacdo de proteinas citoliticas como a
perforina. Outra propriedade dessa célula, na infecgdo viral, é a producéo de interferon-y que
reduz diretamente a replicagéo de alguns virus [133].

A diferenciacdo de células T CD8+ naive em linfocitos T citotoxicos (CTLS) requer o
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reconhecimento do antigeno que € exibido por moléculas de MHC classe | na superficie da
célula infectada e estimulagdo por citocinas Thl. O receptor de antigeno dos CTLs deve
reconhecer o peptideo-MHC classe | nas células infectadas antes que os CTLs matem a célula
infectada por dois mecanismos principais. Em primeiro lugar, CTLs liberam complexos de
perforina e granzimas na célula infectada As granzimas penetram no citoplasma da célula
infectada e induzem a apoptose. Em segundo lugar, o receptor FasL que é expresso em CTLs,
interage com receptor Fas na superficie das células infectadas e também induzem a apoptose
[134 e 135].

As células de memoria de T CD4+ e CD8+ podem ser reativadas e dar uma resposta
mais rapida quando o mesmo antigeno é reencontrado. Os CTLs fornecem ampla reatividade
cruzada contra diversos subtipos, porque reconhecem as proteinas virais internas, que sao

altamente conservadas entre os virus da influenza [136].

1.3.1.2.2- Resposta imune humoral

Outro mecanismo da imunidade adaptativa contra virus também muito eficiente é a
producdo de anticorpos. Os anticorpos sdo produzidos por células plasmaticas, que sdo o
estagio final de desenvolvimento de células B.

O disparo da resposta imune humoral ocorre pelo reconhecimento de antigenos por
células B. As imunoglobulinas de membrana M (IgM) e os receptores IgD em células B naive
se ligam aos antigenos. Quando isso ocorre, juntamente com os estimulos essenciais por
células Th, as células B sdo ativadas, sofrem expansdo clonal (proliferacdo do clone de
linfocitos antigeno-especificos) e se diferenciam em células plasmaticas secretoras de
anticorpos, células de memoria e progénie de clones que produzem lg de outros isotipos (por
exemplo, 1gG ou IgA) [135].

Algumas células plasmaticas migram para a medula 6ssea, onde ficam por muitos anos
e continuam a produzir baixos niveis de anticorpos por longos periodos, que fornecem
imunidade duradoura mediada por anticorpos. Células de memoria desempenham um papel
importante na resposta imunoldgica secundaria por darem rapida resposta apds reencontro
com o0 mesmo antigeno [137]. Progénies de clones que irdo produzir outros isotipos de
imunoglobulinas sdo determinadas por citocinas, que sao secretadas por células T auxiliares
(Th) e este processo é essencial para o desenvolvimento da resposta humoral. Enquanto a
IgA serve para neutralizar e eliminar a infec¢do por virus que entram em contato através das
mucosas respiratoria e intestinal, 1gGs possuem trés diferentes funcbes: 1) opsonizacdo de

antigenos que irdo ser fagocitados por neutréfilos e macrofagos; 2) citotoxicidade dependente
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de anticorpos, mediada por células natural killer; 3) ativacao da via classica do complemento,
que levara a lise viral [135].

Acredita-se que 0s anticorpos antivirais atuam principalmente como moléculas
neutralizantes, isto €, os anticorpos evitam a ligacdo do virus ao seu receptor especifico, na
célula hospedeira, impedindo a posterior entrada do virus nessa célula [133].

A infecgdo por influenza resulta na producdo sistémica de anticorpos para
glicoproteinas HA e NA, bem como para as proteinas M e NP. O anticorpo anti-HA é
neutralizante e protege contra infecgdes com virus homologos. A inducdo de anticorpos
neutralizantes € um dos principais objetivos da imunizacdo com vacinas virais humanas e

veterinarias [138].

1.3.1.3- Imunidade de mucosa

O sistema imune da mucosa serve como primeira linha de defesa contra o virus
influenza. Ela é mediada, principalmente, por imunoglobulinas A diméricas (IgAd).

A IgA aparece basicamente sob duas formas: a sérica e a secretoria. E sintetizada em
glandulas e mucosas por plasmocitos. A IgA sérica, seja ela intra ou extracelular, € um
mondmero e ndo se apresenta ligada a cadeia J. J& a IgA secretoria é encontrada em mucosas
e secrecOes, tem a forma de um dimero e a cadeia J une as duas porcbes Fc das moléculas de
IgA.

Esse dimero combina-se com a porcao secretdria, sintetizada por células epiteliais que
participam ativamente na secrecdo desse tipo de imunoglobulina. O componente secretério
liga-se a porcdo Fc e necessita da presenca da cadeia J, com a qual tem grande afinidade. A
presenca da porcdo secretdria confere a IgA uma grande resisténcia a acdo de enzimas
proteoliticas presente em secrecdes.

A IgA secretora esta presente em quantidades significativas em todo o trato aéreo-
digestorio e ndo é degradada pelos processos de digestdo habituais. A forma monomérica da
IgA ndo é encontrada em quantidades significativas nas secre¢des e, de modo semelhante, a
IgA secretora ndo é absorvida sistemicamente [139].

Outra classe de anticorpos que contribui para essa neutralizacdo é a 1gG, que vai para
0 muco por difusdo. Os anticorpos IgAs tém maior reatividade cruzada que 1gG e, portanto,
fornecem protecdo contra mutacGes pontuais nos virus (drifts). Nas células epiteliais
infectadas, os anticorpos IgA que atravessam a célula podem se ligar as proteinas virais
recém-sintetizadas e inibir o processo de montagem viral. O parénquima pulmonar n&o possui

IgAs, portanto, a protecdo contra a pneumonia por influenza € dependente principalmente de
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IgG derivada no soro [140].

Estudos sugerem que a resisténcia a reinfeccdo é predominantemente mediada pela
IgA produzida localmente, embora IgG também tenha papel relevante. Tanto os anticorpos da
mucosa, quanto os sistémicos podem ser protetores, e uma Otima protecdo ocorre quando
ambos estdo presentes [141].

A resposta imune de mucosa no sistema respiratério superior é induzida no tecido
linfoide associado a nasofaringe (NALT). O NALT nos murinos parece ser funcionalmente e
anatomicamente diferente do anel linfatico de Waldeyer, que compreende a amigdala
nasofaringea (adendide), as amigdalas tubarias, as amigdalas palatinas e a amigdala lingual

em seres humanos [142].

1.3.2- Resposta imune induzida pela vacinacéo

A hemaglutinina é o receptor viral que se liga aos receptores das células epiteliais do
hospedeiro, permitindo que o virus penetre na célula hospedeira. Portanto, os anticorpos
contra a HA desempenham um papel importante na imunidade que protege da infec¢éo pelo
virus influenza e sdo a base para o licenciamento de vacinas contra a influenza. [144].

A vacinacdo contra influenza resulta em resposta imune local e sistémica. Entre 2 e 6
dias pos-vacinagdao, um aumento dos titulos de anticorpos em resposta a vacinagdo ja podem
ser detectados [144]. ApOs duas semanas de vacinacdo, 90% dos individuos vacinados
apresentam titulos soroprotetores de anticorpos [145]. O pico da resposta de anticorpos se da
entre 2 e 3 semanas apos a vacinagao anti-influeza em individuos imunizados [146], e diminui
ao longo do tempo e geralmente duas vezes menor 6 meses pds-vacinacdo [147]. A resposta
soroldgica € dominada por anticorpos 1gG especicificos para influenza ( especificamente
IgG1), e baixas concentracdes anticorpos de IgM e IgA podem ser detectados [148]. Os
anticorpos induzidos apés a vacinagdo sdo do tipo especificos [149] mas podem apresentar um
reatividade cruzada,oferecendo protegdo cotra outras cepas virais [150]. A vacina de “split-
virus” estimula uma robusta resposta imune direcionada para as glicoproteinas da superficie
viral, a hemaglutinina e a neuraminidase; em alguns casos, essa resposta também pode ser
direcionada para proteinas internas do virus, como as proteinas M e a NP [151]. A resposta
imune local é induzida apds a vacinacdo nas tonsilas e na saliva/fluidos orais (Figura 10)
[152].
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* Antigeno do Influenza

Células dendriticas (APC)

Linfonodos

O Tonsilas
A Anticorpos séricos

A Anticorpos secretados

Reagdo imune

Figura 10- Uma vista geral simplificada dos processos imunoldgicos que ocorrem em
conexdo com a vacinacao contra o influenza. Apos a injecdo, 0s componentes da vacina sdo
transportados para linfonodos da axila, como antigenos livres, sdo opsonizados ou
transportados através de células dendriticas (APCs). Aqui, eles induzem uma resposta
imunolégica. Niveis elevados de anticorpos especificos para o influenza e de linfocitos de
sangue periférico sdo detectados sistematicamente ap0s a vacinacdo e, provavelmente,
originados dos ganglios linfaticos na axila. Plasmdcitos especificos contra o influenza
também podem migrar para os nodulos linfaticos locais , tal como as tonsilas, mas ndo para as
mucosas de superficie. Os antigenos contidos na vacina também montam uma resposta de
anticorpos na saliva, mas a origem destes anticorpos ndo é conhecida, a hipotese é que eles
sejam oriundos das tonsilas ou de outro tecido linfoide local. Células TCD4" auxiliares
também podem migrar das tonsilas amigdalas para linfonodos na axila, participando da
presente resposta imune.

Predominantemente, células secretoras de anticorpos IgA e IgG especificos para
influenza sdo detectadas no sangue periférico e no tecido das tonsilas, com pico de deteccédo
apos 1 semana de vacinacdo [152]. Jovens diabéticos apresentam uma rapida e eficiente
resposta imune apds vacinacdo anti-influenza, sedo comparavel a individuos saudaveis,

entretanto mais estudos sdo necessarios para confirmar este achado em outros grupos de risco
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[153].

Recentemente foi verificado que ha a existéncia natural de um nivel basal de celulas
que secretam anticorpos especificos para influenza na mucosa nasal [154], mas este nivel ndo
é influenciado pela vacinagdo [155]. Em adultos saudaveis, o tratamento com antivirais nao
altera a cinética da resposta imune apds a vacinacao contra o influenza [156], sugerindo que
as drogas antivirais podem ser combinadas com a vacinacdo em um esforco para a protecao

contra a infecgdo pelo influenza em periodos de grande circulagdo viral.

1.4- O HIV, sua imunopatogénese e a imunodeficiéncia adquirida

O virus da imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1) pertence a familia retroviridae e
€ 0 agente etioldgico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), que é caracterizada
por uma profunda imunossupressao associada a infeccGes oportunistas, tumores malignos e
degeneracdo do sistema nervoso central [144].

O HIV-1 foi isolado pela primeira vez em 1983 [145] e sua distribuicdo é irrestrita
pelo mundo. Nas mais de trés décadas ap6s o aparecimento dos primeiros casos de AIDS
[146], o ndmero de individuos acometidos pela infeccdo pelo HIV alcancou proporcdes
pandémicas. De acordo com dados do Programa das NacGes Unidas para HIV e AIDS (Figura
11), estima-se que 35 milhdes (32,2 — 38,8 milhdes) de individuos estejam infectados pelo
HIV em todo o globo terrestre [147]. No Brasil, o Ministério da Sadde informou que os novos
nameros de AIDS, atualizados até junho de 2011, contabilizam 608.230 casos registrados
desde 1980. Em relacdo a disseminacdo, a taxa de incidéncia oscila em torno de 17,9 casos de

AIDS por 100 mil habitantes, e em 2009, foram notificados 34.218 casos da doenga.
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Figura 11- Pessoas infectadas pelo HIV no mundo. Modificada de

http://www.unaids.org/en/media/unaids/contentassets/documents/epidemiology/2013

Nos primeiros dias ap6s a infeccdo, os virus e células infectadas pelo HIV-1
atravessam a barreira da mucosa intestinal e promovem a infeccdo da célula-alvo mais
abundante residente na lamina propria das células T CD4+ de memdria efetoras em repouso
[148].

Apos o estabelecimento nos tecidos linféides, um grande nimero de células CD4+ séo
infectadas. As condicdes se tornam, entdo, ideais para uma explosdo na producdo viral, que
resulta em uma drastica reducdo do nimero de células T CD4+ no tecido linféide associado
ao intestino (GALT), a maior colecdo de tecido linféide no organismo [149]. Logo apds este
periodo, comeca uma fase de controle da replicacdo viral pela resposta de células T
citotoxicas e melhora na contagem de linfocitos T CD4+, que sé torna a cair mais tardiamente
no curso da infecgéo, com o estabelecimento da aids.

No entanto, acredita-se este primeiro momento da infeccédo seja decisivo na progressao
da doenca [150]. Em parte, essa teoria € sustentada pela ideia de que nesse curto periodo
diversos virus mutantes sdo produzidos. Alguns desses mutantes seriam resistentes a
anticorpos neutralizantes, outros a agdo de células T citotoxicas. Além disso, nessa fase se da

0 estabelecimento de reservatérios virais e virus infecciosos que se associam & células
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foliculares dendriticas, sem falar na reducdo em massa do ndmero de células T CD4+ e
células T CD4+ de memodria, particularmente no GALT [151]. No entanto, a deplecdo
dramética de linfécitos T CD4+ que ocorre na mucosa, parece ndo ser o Unico fator
responsavel pela progressdo para a sindrome da imunodeficiéncia adquirida, uma vez que
macacos que sao infectados pelo Simian Immunodeficiency Virus (SIV) também apresentam
essa deplecdo sem apresentar quadro clinico semelhante a AIDS [152]. Alguns autores
defendem que a ativagdo cronica e generalizada do sistema imune possa ser o fator principal
causador da aceleracéo e progresso da infeccdo pelo HIV-1 até o quadro clinico de aids [153].

Varios autores sugerem que essa ativacdo generalizada se dé por uma recorrente
estimulagdo antigénica associada a resposta inflamatoria [154]. Essa ativacéo crénica levaria a
regeneracdo insuficiente de células T de memoria central, morte das células associadas a
infeccdo e destruicdo da arquitetura dos linfonodos devido a inflamagdo crénica, perda de
células T “naive” pela excessiva diferenciagdo em células de memoria; perda da funcéo
timica. Porém, ainda ndo se sabe o papel exato desses fatores individualmente ou em
combinacéo, na patogénese da aids.

Nessa linha, Brenchley e colaboradores sugerem que uma aumentada translocacéao
microbiana, provavelmente no trato gastrointestinal, pode contribuir para a ativacao
generalizada e cronica do sistema imune na infec¢do pelo HIV-1 [155]. Esta ativagao crbnica
é apontada como causa principal da exaustdo do sistema imune destes individuos, levando a

imunossupressao que favorece o acometimento por infeccdes oportunistas.

1.5- Vacinacao de individuos HIV positivos, inclusive contra o influenza

A medida que a disponibilidade de esquemas anti-retrovirais potentes aumentou a
expectativa e a qualidade de vida dos pacientes infectados pelo HIV, a resposta as vacinas
contra as infeccdes que podem ser prevenidas adquiriram maior significado. Respostas
insuficientes apds vacinacao contra hepatite A e hepatite B foram observadas e documentadas
em pacientes infectados pelo HIV [156].

Uma meta analise de oito estudos desenhados para avaliar a eficacia da vacinacao
contra a hepatite A entre pacientes infectados pelo HIV utilizando a série vacinal
convencional revelou um baixo indice da resposta imunoldgica [156]. O indice geral de
resposta para os pacientes infectados pelo HIV foi de 64%, observado em uma associacéo
total de 458 participantes. Cada estudo revelou uma baixa proporcdo de pacientes obtendo
titulos adequados de anticorpos contra 0 HAV. Em outro estudo, uma analise retrospectiva

mostrou que o indice de resposta a vacina contra a hepatite A foi de apenas 48% em
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comparacdo aos indices descritos de 100% entre pacientes HIV-negativos [157]. Comparado
ao sucesso dos indices de soroconversdo acima de 90% observados em hospedeiros
imunocompetentes, os pacientes infectados pelo HIV respondem a vacina contra 0 HBV com
indices de 17,5% a 56%. [158].

As estratégias para melhorar os indices de resposta a vacina compreendem o uso de
doses maiores, a administracdo de maior nimero de doses e a administracdo de reforcos
vacinais [159]. Doses mais altas de vacina inativada contra 0 HBV tém demonstrado melhor
resposta de anticorpos em jovens infectados pelo HIV [160].

Na populacdo infectada pelo HIV existem indicios sugerindo que uma resposta
adequada de anticorpos possa ndo se manter ao longo do tempo, como esperado. O uso de
uma estratégia de seis doses promovendo titulos de anticorpos iniciais comparaveis aos da
populacdo imunocompetente observou que titulos adequados contra 0 HBV s6 se mantiveram
em 59% dos participantes um ano apos o término da série modificada [161]. Os
pesquisadores analisaram diversos parametros especificos do paciente associados a resposta a
vacina contra a hepatite A e a hepatite B. A presenca de baixos niveis de viremia do HIV foi
sistematicamente associada a falha na resposta a vacinacdo contra hepatite. Em um modelo de
regressdo logistica, Overton mostrou que apenas niveis de RNA do HIV abaixo de 400
coépias/mL no momento da vacinacao contra a hepatite foram associados a resposta protetora,
enquanto a contagem de CD4+ no momento da vacinagdo ndo foi considerada
estatisticamente significativa [162]. O nadir da contagem de CD4+ ndo foi associado a
previsdo da producdo de anticorpos protetores nos pacientes com HIV nem para a vacina
contra a hepatite A, nem para a vacina contra a hepatite B em nenhum estudo até hoje.

Sendo assim, compreender o mecanismo da doenca e da protecdo conferida pelos
diferentes esquemas vacinais, a investigacdo da resposta sérica (desenvolvimento de
anticorpos especificos em niveis protetores), o tempo de duracdo da resposta humoral e o
desenvolvimento de sindrome gripal causada pelo HIN1 ap6s a vacinacdo desta populacao
séo de grande importancia para o contexto atual.
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2 JUSTIFICATIVA

Individuos infectados pelo HIV apresentam mais risco de desfechos graves do que a
populacdo em geral quando infectados pelo virus influenza [163], e, portanto, devem receber
doses anuais da vacinacdo contra a gripe [164]. Como existe circulacdo dos virus influenza
A(HIN1)pdm09, H3N2 e B estes virus compbe a formulagdo vacinal. Entender o impacto
dessa vacinacdo em individuos infectados pelo HIV podera ajudar a formular estratégias
especificas de vacinacdo para estes individuos, uma vez que o quadro imunosupressivo destes

pode afetar a resposta vacinal.
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3 OBJETIVO

Analisar a resposta imune humoral de individuos infectados pelo HIV-1 a vacinacao

trivalente contra influenza inativado.

3.1- Objetivos especificos
e Avaliar a sustentagdo da resposta imune dos individuos HIV-1 positivos um

ano apds vacinacdo monovalente contra o virus influenza A/(HLIN1)pdmO09.

e Investigar a soroprevaléncia dos individuos infectados pelo HIV aos virus
influenza A/H3N2 e B.

e Avaliar a capacidade de soroconversdo e sustentacdo da resposta imune de
individuos HIV-1 positivos apds vacinacdo contra os virus influenza
A/(HIN1)pdm09, A/H3N2 e B.

44



4 MATERIAIS E METODOS

4.1- Considerac0es éticas

O estudo encontra-se aprovado no CEP-IPEC sob protocolo 10/2012.

4.2- Células

Células epiteliais de rim canino (MDCK) foram cultivadas, em meio de manutencdo
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium- LGC Biotecnologia) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB- GIBCO). O meio foi também suplementado com antibidtico
(penicilina; 100U/ml, e estreptomicina; 100pg/ml- GIBCO). A cultura foi mantida em
garrafas de poliestireno de 75 cm? em atmosfera de 5% de gas carbonico (CO,) & 37°C e
acompanhadas diariamente ao microscopio Optico de campo claro. Durante o repique as
células foram lavadas com PBS (tampéo salina fosfato) 1x pH 7,2 e tratadas com tripsina-
EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético- GIBCO) 0,25 % (MDCK).

4.3- Virus
Para propagacdo das cepas virais, as mesmas foram inoculadas em células MDCK
cultivadas em meio de inoculagdo [meio DMEM contendo 4% de albumina (BSA) e 0,4
mg/ml de tripsina]. A cultura foi acompanhada até a observacdo do efeito citopatico causado
pelos virus. O sobrenadante foi entdo coletado e centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. O
pellet contendo os restos celulares foi descartado e o sobrenadante contendo os virus foi

coletado e congelado a -70°C até sua utilizac&o.

4.4- Vacina trivalente (TIV)
A vacina trivalente fragmentada e inativada é composta por 15 ug de hemaglutinina de
cada um dos virus A/California/7/2009, A/Perth/16/2009 e B/Brisbane/60/2008.

4.5- Sujeitos da pesquisa

IPEC/Fiocruz estabeleceu uma coorte de aproximadamente 200 individuos
infectados pelo virus HIV-1 que receberam a vacina anti-A(H1IN1)pdm09 em margo de 2010.
Destes, 131 fizeram parte da fase de extensao do estudo, no qual receberam a vacina trivalente
anti-influenza em maio de 2011. Os soros foram coletados antes da vacinacdo, 21 dias, 42

dias e 6 meses pos-vacinagdo. Dados como idade, sexo, NADIR, tempo de tratamento com
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antirretroviral, indice de massa corporal (IMC) e tabagismo foram coletadas em cada uma

destas datas.

4.6- Ensaio de inibi¢do da hemaglutinacéo (HAI)

Realizamos este ensaio como descrito anteriormente [165 e 166]. Brevemente, 0s
soros dos individuos foram tratados com inibidor de hemaglutinacéo inespecifica (Receptor-
destroying enzyme; RDE, Denka-Seiken, Japdo), diluidos em PBS e incubados com quatro
unidades hemaglutinantes dos virus A/California/07/2009, A(HLIN1)pdmO09; A/Perth/16/20009,
(H3N2); ou B/Brisbane/60/2008, (influenza B); por 1 hora (Kit de identificacdo de isolados de
influenza- WHO). Em seguida, 0.5% de hemécias de peru foi adicionada a mistura de
antigeno e soro e, apés uma hora, a HAI foi lida. Os resultados sdo expressos como o titulo
reciproco da diluicdo mais elevada que inibiu hemaglutinacdo. HAI titulos <1:8 foram

considerados como tendo um valor de 1:4 para efeitos de célculo.

4.7- Soroprevaléncia e soroconversao

Para analises de titulos da HAI > 1:32 no soro pré-vacinagdo foram considerados
como prévia exposicdo ao virus [167]. A soroconversdo é definida por um aumento de pelo
menos quatro vezes nos titulos de HAI apds a vacinacdo. Alternativamente, serdo
considerados soroconvertidos aqueles individuos que apresentarem sorologia de baseline <

1:8 e depois de vacinados apresentarem titulos > 1:32 [168].

4.8- Analises Estatisticas

As analises estatisticas form realizadas com SAS 9. 1. 3 ( Cary, NC, EUA: SAS
Institute Inc., 2004) e SPSS Statistics 19 (Langcamento Versdo 19.0.0, SPSS, Inc.,
2010). Significancia estatistica das diferencas entre as proporc¢des foi avaliada pelo teste do
qui-quadrado. A regressdo logistica foi utilizada para ajustar o grau de associacao dos regimes
de vacinacgdo para a soroconversdao menos 42 dias ap0s a primeira dose da vacina para fatores
demograficos e clinicos. Da mesma forma, a associacdo de titulos de anticorpos para

covariaveis relevantes foi explorado em modelos de regressdo maltipla.
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5 RESULTADOS

5.1 Aspectos clinico-demograficos dos individuos vacinados

A populagdo em estudo consistiu em 131 individuos HIV-1 positivos que receberam
no ano de 2011 duas doses simples da TIV (Trivalent inactvated Influenza vaccine) com 21
dias de intervalo cada. A TIV contemplava trés subtipos virais: A/California/07/20009,
A(HIN1)pdmO09; A/Perth/16/2009, A(H3N2); e B/Brisbane/60/2008, influenza B linhagem
Victoria. As caracteristicas da populagdo no memento da inclusdo estdo descritas na tabela 1.
A populagdo em estudo era formada predominantemente por homens (67,2%) de meia
idade.em geral os individuos ja tinha aproximadamente 10 aos de diagnostico de HIV, 87%
dos individuos estavam sob tratamento com HAART, por um tempo médio de 6,5 anos, a
contagem de CD4 estava em torno de 400 cell/mm? e cerca de 65,6% apresentava carga viral
indetectavel (Tabela 3). Apesar dos parametros virais e celulares apontarem para um bom
prognosticos destes individuos, valores de NADIR relativamente baixos, 174 células/mma3, ja
foram observados assim como outras condic¢des definidoras da AIDS em 40,5% da coorte.

Foram administradas vacinagdes de TIV em 131 pcientes com 21 dias de intervalo.
Seus soros foram avaliados para os trés subtipos virais presentes nesta vacina em diferentes
momentos: pré-vcinacao (dia ¢), 21 e 42 dias e 6 meses pos-vacinacao.

Vale destacar quem estes 131 individuos fizeram parte de uma coorte maior que
recebeu a vacinagcdo monovalente para influenza A(HLIN1)pdmO09 em 2010 em dois regimis
diferentes: duas doses simples ou duas doses duplas. Assim, dos 131 individuos vacinados
com TIV, 69 e 62 pacientes haviam recebido em 2010 duas doses simples ou duplas da vacina

monovalente contra A(HLN1)pdmQ9, respectivamente.
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Tabela 3- Caracteristicas demogréficas da populagdo em estudo.

Caracteristicas

Numero de participantes 131

Idade

Mediana (IQR) 46.4 (10.8)
Média (SD) 46.5 (7.8)
<40 anos, N (%) 26 (19.8)

> 40 anos, N (%) 105 (80.2)
Sexo

Masculino, N (%) 88 (67.2)
Anos de diagnostico do HIV

Mediana (IQR) 8.4 (10.1)
Média (SD) 9.6 (6.2)
Previous AIDS-defining illness

Sim, N (%) 53 (40.5)
Contagem de CD4 (células/mm®)

Mediana (IQR) 592.5 (398.8)
Média (SD) 644.0 (331.7)
Contagem Nadir CD4 (células/mm®)

Mediana (IQR) 174.0 (234.0)
Média (SD) 211.9 (183.2)
Carga Viral

< 50 cépias/ml, N (%) 86 (65.6)
Faltante, N (%) 8 (6.1)
HAART ?

Em tratamento, N (%) 114 (87.0)
Nunca receberam HAART, N (%) 14 (10.7)
Sem tratamento atualmente com HAART, N (%) 3(2.3)
Faltante, N (%) 0 (0.0)

Anos em tratamento com HAART

Mediana (IQR) 4.6 (8.3)
Média (SD) 6.5 (5.5)

IQR: interquartile range
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5.2 Resposta soroldgica a vacinacao trivalente

5.2.1 Sustentabilidade da resposta a vacinacdo monovalente para o antigeno
A(HIN1)pdmo09

Os soros de dia zero (baseline) foram colhidos um ano apds a administracéo da vacina
monovalente com o antigeno de influenza A(HLN1)pdm09 em 2010. Assim, observamos que
62,6% dos individuos ainda apresentavam titulos soroprotetores para este antigeno (Tabela 4).
De fato titulos de resposta > 1:32 UHA/25uL sdo considerados soroprotetores e observamos
GMT de 37,1 UHA/25uL. Chamamos a atencdo para o fato de que individuos com idade < 40
anos parecem termantido ua melhor soroprotecdo em relacdo aos mais velhos (Tabela 4) .
Independentemente do esquema vacinal utilizado em 2010, ndo houve diferenca significativa
na queda da sustentacdo da resposta imune um ano depois da primeira vacinagdo, embora
exista uma pequena tendéncia de menor queda na sustentacdo da resposta imune entre aqueles

que receberam duas doses duplas em 2010 (Figura 12).

Tabela 4- Soroprotecao de baseline (dia 0) para o antigeno A(H1N1)pdmO09 pés-
vacinacao com TIV.

H1N1pdm09
Baseline (Dia 0) N Estimates
Soroprotecao*, N (%) 131 82 (62.6)
Idade < 40 anos 26 19 (73.1)
Idade > 40 anos 105 63 (60.0)
GMT (95% ClI) 131 37.1(34.9; 39.3)
Idade < 40 anos 26 46.5 (44.0 ; 49.0)
Idade > 40 anos 105 35.1(32.6 ; 37.6)

5.2.2 Estudo da resposta para o antigeno A(H1N1)pdmO09 ap6s vacina¢do com
TIV.

Quando os 131 individuos foram vacinados com a TIV, a percentagem de
soroprotegidos subiu de 60% (dia 0) para 80,2 % e 83,2% em 21 e 42 dias pds-vacinacéo,
respectivamente (Tabela 5). Foi visto um modesto aumento na percentagem de individuos
soroprotegidos entre os dias 21 e 42 pos-vacinacdo, em funcdo de uma nova dose de TIV ter
sido administrada. Outro dado relevante, em seis meses pds-vacinacdo a percentagem de

soroprotegidos diminuiu para 49,6% (Tabela 5). Novamente a idade foi um fator importante
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para preservacdo da soroprotecdo. As melhores respostas sorologicas foram observadas em

individuos com idade < 40 anos (Tabela 5).

Tabela 5- Soroprotecao para HIN1pdmQ9 pés-vacinacdo com TIV.

Dia 21 pos-vacinagao Dia 42 pés-vacinagdo 6 meses
pds-vacinacao
Estimates Estimates Estimates
Soroprotecdo (N. %) | 31 105 (80.2) | 31 109 (83.2) 31 65 (49.6)
Idade < 40 anos 6 21(80.8)| 6 22 (84.6) 6 16 (61.5)
Idade > 40 anos 05 84 (80.0)| 05 87 (82.9) 05 49 (46.7)

Ao estratificarmos os dados de soroprotecdo em funcéo das doses simples ou duplas
recebidas em 2010, podemos observar toda magnitude de varia¢Ges de resposta a dois anos
sequidos de vacinacdo (Figura 12). O ponto inicial deste grafico é o baseline (dia 0), antes da
vacinacdo monovalente de 2010. Apos 6 e 12 meses da vacina¢do monovalente, houve uma
queda na sustentabilidade da resposta imune (Figura 12; barras cinza e roxas). Em 2011, ao
receber a vacina TIV, houve uma resposta vacinal que elevou a soroprotecdo de virtualmente

todos os individuos (Figura 12; barras verdes e vermelhas).
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Figura 12 - Proporcéo de soroprotecao nos dias 21, 42 e meses pos-vacinagao
monovalente (2010).

= Phase 1day 0
61 I Phase 1 day 42
I Phase 1week 24
I Phase 2 Day 0
i Phase 2 Day 21

I Phase 2 Day 42
I Phase 2 Week 24

Mean (LogN), 95% CI

2

Sinlgle DDI.IIIJIE
Vaccine group (2010)

No que tange a soroconversdo, observamos que cerca de 19,8 % e 21% dos individuos
presentes no estudo soroconverteram para o antigeno de A(HL1N1)pdmOQ9 ap6s 21 e 42 dias
pos-vacinacdo com TIV, respectivamente (Tabela 6). Embora estes valores de soroconversao
possam parecer baixos, refletem um grande nimero de individuos soroprotegidos. De fato, os
valores de GMT superam 37,1 UHA/25uL no dia zero para aproximadamente 230 UHA/25uL
em 21/42 dias pds-vacinagdo. Vale notar que embora o fator idade (< 40 anos) nao tenham
influenciado positivamente a percentagem de soroconvertidos, estes individuos atingiram
maiores titulos sorologicos — GMT de 263 e 367 UHA/25uL em 21 e 42 dias respectivamente
(Tabela 6). Consistentemente com uma queda na sustentabilidade da resposta imune em 6
meses, a percentagem de soroconvertidos remanescentes neste periodo seria de 15% (Tabela
6). Vale ressaltar também que ndo foram observadas diferengas significativas nos titulos anti-
hemaglutinante dos soros em relacédo a diversos fatores: tabagismo, (Figura 13), em relacéo a
idade (Figura 14), ao género (Figura 15) ou ao indice de massa corporal (IMC) (Figura 16).
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Tabela 6- Soroconversao para o antigeno A(H1IN1)pdm09 pés-vacinacdo com TIV.

Dia 21 p6s-vacinagao

Dia 42 pés-vacinagdo

6 meses pos-vacinacao

Estimates Estimates Estimates
Soroconversao (N.

%) 21 24 (19.8) | 19 25 (21.0) 14 (15.7)

Idade < 40 anos 3 5217)| 3 5(21.7) 3 (15.8)
Idade > 40 anos 8 19 (19.4)( 6 20 (20.8) 11 (15.7)
GMT(95% CI) 21 239 (236.8; 241.2)| 19 233.2 (231.0; 235.4) 86 (83.8 ; 88.2)
Idade < 40 anos 3 263.8 (261.3 ; 266.3)| 3 367.5(365.0 ; 370.0) 102.8 (100.3 ; 105.3)
Idade > 40 anos 8 233.5(230.8;236.2) | 6 209.1 (206.6 ; 211.6) 82 (79.3 ; 84.7)

Figura 13- Taxa de soroconversao (IC 95%) em individuos que nunca fumaram,
fumantes e ex-fumantes.
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Figura 14-

Associacao entre idade e soroconversao.
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Figura 15 — Associacao entre sexo e Soroconversao.
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Figura 16- Associacao entre o indice de massa corporal (IMC) e

soroconversao.
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5.2.3- Andlise da resposta vacinal ao antigeno de influenza A/H3N2.

Em seguida, avaliamos os titulos sorolégicos para o antigeno vacinal de influenza
A/H3N2. Analisando os titulos dos soros pré-imune, observamos que 67,9 % dos individuos
apresentavam sorologia > 1:32, sugerindo que a maior parte dos individuos apresentavam uma
previa exposicdo a este subtipo viral (Tabela 7). Ao serem vacinados com TIV, 69,5 % e
73,3% dos individuos HIV positivos apresentavam titulos soroprotetores apos 21 e 42 dias,
respectivamente (Tabela 8). Em seis meses pds-vacinacdo, a porcentagem de individuos
soroprotegidos caiu para 34,4%, indicando uma queda na sustentabilidade da resposta imune

destes individuos. Em relacdo a idade ndo observamos diferenca significativa em relacdo a
soroprotecéao.
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Tabela 7- Soroprotecdo de baseline (dia 0) para o antigeno A/H3N2

pds-vacinacdo com TIV.

H3N2

Estimates

Baseline (Dia 0)

Soroprotecdo™, N (%) 131 89 (67.9)
Idade < 40 anos 26 17 (65.4)
Idade > 40 anos 105 72 (68.6)
GMT (95% CI) 131 40.6 (38.1 ; 43.1)
Idade < 40 anos 26 38.5 (36.0; 41.0)
Idade > 40 anos 105 41.1(38.9;43.3)

Tabela 8- Soroprotecao para o antigeno A/H3N2 nos dia 21, 42 e 6 meses p0ds-
vacinacao com TIV.

Dia 21po6s-vacinacao Dia42 pos-vacinacao 6 meses pos-vacinagéo
N Estimates N Estimates N Estimates
Soroprotecdo (N. %) | 131 91 (69.5) 131 96 (73.3) 131 45 (34.4)
Idade < 40 anos 26 18 (69.2) 26 20 (76.9) 26 9 (34.6)
Idade > 40 anos 105 73 (69.5) 105 76 (72.4) 105 36 (34.3)

Nosso estudo demonstrou que a soroconversao para os antigenos do virus H3N2 foi de

15,7% e 16% apds 21 e 42 dias de vacinacao, respectivamente (Tabela 9). Novamente a baixa

soroconversao pode ser atribuida a imunidade previa da populacdo presente no estudo. Apos 6

meses da administracdo da TIV, a percentagem de individuos que ainda estavam

soroconvertidos foi de 14,4%.
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Tabela 9- Percentagem de individuos que soroconverteram para A/H3N2 pos-

vacinacao com TIV.

Dia 21po6s-vacinacao Dia42 pos-vacinagéo 6 meses pos-vacinacao
N Estimates N Estimates N Estimates
Soroconversdo (N. %) [121 |19 (15.7) 119 19 (16.0) 90 13 (14.4)
Idade< 40 anos 23 3 (13.0) 23 3 (13.0) 19 2 (10.5)
Idade > 40 anos 98 16 (16.3) 96 16 (16.7) 71 11 (15.5)
GMT (95% CI) 121 238.9(236.4;241.4) |119 233.1(230.6 ; 235.6) 89 86 (83.3; 88.7)
Idade <40 anos |23 263.7 (261.2;266.2) |23 367.4 (364.9 ; 369.9) 19 102.8 (100.3 ; 105.3)
Idade > 40 anos |98 233.4(231.2;235.6) |96 209.1 (206.9 ; 211.3) 70 81.9 (79.5 ; 84.3)

5.2.4- Analise da resposta vacinal para o antigeno Influenza B linhagem Victoria

Em relacdo ao antigeno de influenza B, linhagem victoria (B-vic), foi observado que

27,5 % dos individuos HIV positivos apresentavam sorologia > 1:32 no soro pré-imune,

indicando uma baixa exposicdo previa a este antigeno (Tabela 10). A percentagem de

individuos soroprotegidos apos 21 e 42 dias de vacinagdo com TIV foi de 62,6% e 51,1%,

respectivamente (Tabela 10). Também observamos que seis meses poOs-vacinacdo essa

percentagem cai para 27,5% (Tabela 11).

Tabela 10- Percentagem de individuos com titulos sorolégicos >1:32 para o

antigeno influenza B linhagem victoria.

Flu B Victoria
N Estimates

Baseline

Soroprotecdo™, N (%) 131 36 (27.5)
Idade < 40 anos 26 5(19.2)
Idade > 40 anos 105 31 (29.5)
GMT (95% Cl) 125 15.2 (13.0 ; 17.4)
Idade < 40 anos 25 13.2(9.9; 16.5)
Idade > 40 anos 100 15.8 (13.6 ; 18.0)
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Tabela 11- Soroprotecdo para o antigeno influenza B-vic nos dia 21, 42 e 6 meses
pds-vacinacdo com TIV.

Dia 21po6s-vacinacao Dia 42 pés-vacinagédo 6 meses pos-vacinacao
N Estimates |N Estimates N Estimates
Soroprotecdo (N. %) [131 82 (62.6) 131 67 (51.1) 131 36 (27.5)
Idade < 40 anos 26 14 (53.8) 26 11 (42.3) 26 5(19.2)
Idade > 40 anos 105 68 (64.8) 105 56 (53.3) 105 31 (29.5)

Em seguida, observamos que cerca de 35,7% e 38,6% dos individuos presentes no

estudo soroconverteram apds 21 e 42 dias de vacinagdo, respectivamente, para o antigeno

influenza B (Tabela 12). Em seis meses, observamos que cerca de 29,1% dos individuos

permaneceram soroconvertidos para este antigeno (Tabela 12).

Tabela 12 - Percentagem de individuos que soroconverteram para B-vic pés-

vacinacao com TIV.

Dia 21po6s-vacinagao Dia 42 pés-vacinagédo 6 meses pos-vacinacao
N Estimates N Estimates N Estimates
Soroconversdo (N. %) 115 41 (35.7) 114 44 (38.6) 86 25 (29.1)
Idade< 40 anos 22 10 (45.5) 22 9 (40.9) 18 6 (33.3)
Idade > 40 anos 93 31(33.3) 92 35 (38.0) 68 19 (27.9)
GMT (95% CI) 121 75.6 (73.4;77.8) [119 64 (61.8 ; 66.2) 89 37.4(35.2; 39.6)
Idade < 40 anos 23 66 (62.7 ; 69.3) 23 53.4(49.9;56.9) |19 26.7 (23.4; 30.0)
Idade > 40 anos 98 78 (75.8 ; 80.2) 96 66.8 (64.6;69.0) |70 41 (38.6 ; 43.4)

5.2.5- Analise da resposta vacinal para o antigeno Influenza B linhagem

Yamagata
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Apesar de ndo fazer parte das linhagens de influenza contempladas na TIV, nosso
estudo analisou a resposta soroldgica frente ao antigeno de influenza B linhagem yamagata.
Sendo assim, observamos que 93,1% da populacdo apresentava sorologia prévia ao antigeno,
indicando que a ppuacdo de HIV positivos do Rio de janeiro foi recentemente exposta ao

virus B-yamagata (Tabela 13).

Tabela 13- Percentagem de individuos com titulos sorologicos >1:32 para o

antigeno influenza B linhagem yamagata.

Flu B Yamagata

Baseline N Eatimates
Soroprotecdo, N (%) 131 122 (93.1)

Idade < 40 anos 26 25 (96.2)

Idade > 40 anos 105 97 (92.4)

GMT (95% ClI) 131 113.3(111.1; 115.5)

Idade < 40 anos 26 138.6 (136.2 ; 141)

Idade > 40 anos 105 107.8 (105.6 ; 110.0)

5.3- Carga viral, CD4, HARRT, tempo de diagnostico e resposta a vacina

Nosso trabalho também analisou alguns parametros que podem ser relevantes para a
resposta imunolodgica dos individuos infectados pelo HIV. A fim de sabermos quais poderiam
estar relacionados com a soroprotecéo pés-vacinacao com TIV, foram analisados 0s seguintes
parametros: tempo de diagndstico de HIV (Tabela 14 A, B e C), tempo de tratamento com
HARRT (Tabela 15 A, B e C), presenca ou auséncia de tratamento antiretroviral (Tabela 16
A, B e C) e analise da carga viral (Tabela 17 A, B e C). Dentre estes parametros nédo
observamos diferenca significativa em relagéo a soroprotegéo.

Em outro pardmetro analisado, nés observamos que houve uma relagdo significativa
entre 0 numero de CD4 e a soroprotecdo para o antigeno influenza B victoria presente na TIV,
na qual houve um menor nimero de soroprotegidos com contagem de CD4 inferior a 350

células/mm?. Estes dados sdo apresentados na Tabela 18 A, B e C.
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Tabela 14- Relacgéo entre o tempo de diagndstico e soroprotecao.

A)

Soroprotegidos

Soroprotegidos

Soroprotegidos

Soroprotegidos

dia0p.v. (n) [dia?2lp.v.(n) dia 42 p.v. (n) 6 meses p.v. (n) p-value
> 10 anos 28 74 73 49 09937
<10 anos 18 43 43 29
B)
Soroprotegidos| Soroprotegidos | Soroprotegidos |Soroprotegidos
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia42 p.v. (n) |6 meses p.v. (n) p-value
>10 anos 53 71 72 55 0,8061
<10 anos 36 42 39 28
C)
Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos 6
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) meses p.v. (n) p-value
>10 anos 25 64 62 48 0.8563
<10 anos 11 36 33 21




Tabela 15- Relacédo entre o tempo de HARRT e soroprotecao.

A)
. AnosdeHAART-AHINLpdmos ]

Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia42 p.v. (n) |6 mesesp.v.(n)| p-value

>6,5 anos 17 45 44 28 0.9821
<6,5 anos 24 61 61 43
B)

Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) 6 meses p.v. (n) p-value

>6,5 anos 31 43 44 30

0,8565

<6,5 anos 51 60 56 45

C)

Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos 6

dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) meses p.v. (n) p-value
> 6,5 anos 16 40 39 29 0.9835
< 6,5 anos 18 51 47 33




Tabela 16- Relacdo entre a presenca ou auséncia de tratamento antiretroviral e

A)

soroprotecao.

Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos 6
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) meses p.v. (n) p-value
Sim 41 106 105 71 0.9885
N&o 5 11 11 7
B)
Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos Soroprotegidos
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) 6 meses p.v. (n) p-value
Sim 82 103 100 75
0,9616
Néo 7 10 11 8
C)
Soroprotegidos | Soroprotegidos Soroprotegidos | Soroprotegidos
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) 6 meses p.v. (n) p-value
Sim 34 91 86 62
0,883
Nao 2 9 9 7




Tabela 17- Relagéo entre a carga viral e soroprotegéo.

A)

Soroprotegidos

Soroprotegidos

Soroprotegidos

Soroprotegidos 6

dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) meses p.v. (n) p-value
Carga viral
detectavel
13 27 30 20 0,7414
Carga viral
indetectavel 28 90 83 55
B)
Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos 6
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) meses p.v. (n) p-value
Carga viral
detectavel 26 27 30 21
0,7122
Carga viral
indetectavel 57 86 78 58
C)

Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos 6
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) meses p.v. (n) p-value
Carga viral
detectavel
8 24 26 16 0,9903
Carga viral
indetectavel 26 76 69 49




Tabela 18- Relagéo entre o nimero de CD4 e soroprotecao.

A)

Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos 6
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia42 p.v. (n) meses p.v. (n) p-value
> 350
cells/fmm3 66 91 90 69
0,1847
< 350
cells/fmm3 16 26 24 8
B)
Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos 6
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia 42 p.v. (n) meses p.v. (n) p-value
>350
cells/fmm3 67 88 85 70
0,2273
<350
cells/mm3 22 25 23 10
C)
Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos | Soroprotegidos 6
dia 0 p.v. (n) dia 21 p.v. (n) dia42 p.v. (n) meses p.v. (n) p-value
>350
cells/fmm3 22 77 74 59 0,01003
<350
cells/mm3 14 23 19 7




6 DISCUSSAO

Individuos infectados pelo HIV apresentam risco mais elevado de desenvolverem
complicacdes associadas a infeccdo pelo virus influenza, para os quais a vacinacao € a melhor
maneira de prevencdo. A vacinacdo contra o influenza é recomendada para individuos HIV
positivos [169], embora os efeitos da vacinacdo possam ser menos evidentes do que em
individuos imunocompetentes [170]. Nosso grupo estabeleceu em 2010, no primeiro ciclo de
vacinacdo para o hemisfério sul, pos-pandemia de 2009, uma coorte de individuos infectados
pelo HIV-1, e controles, que receberam a vacinacdo monovalente para A(H1N1)pdmO09
através do ensaio clinico registrado sob numero NCT01155037 [171]. Em 2010, a vacina
recomendada foi a monovalente contendo como antigeno o virus A/California/07/2009.
Baseado no pressuposto, ja verificado para outros antigenos vacinais [172], que individuos
infectados pelo HIV-1 necessitavam de doses mais altas de antigenos para atingir niveis de
soroprotecdo e soroconversao comparaveis a controles, foram randomizados 129 individuos
para receber doses simples, 127 para receber doses duplas e 71 controles HIV-negativos.
Observou-se uma resposta ligeiramente melhor dos individuos que receberam duas doses
duplas, em termos de soroprotecdo e soroconversdo, em relacdo aos que receberam duas doses
simples. Apesar disso, em comparagao a resposta soroldgica de individuos controle, ambos 0s
grupos de HIV-positivos apresentaram uma menor sustentabilidade da resposta imune apds 6
meses da vacinagdo monovalente. O presente estudo representa a extensdo do
acompanhamento desta coorte. Naturalmente, o numero de individuos que se mantém ativos
durante o follow-up de uma coorte tende a diminuir com relacdo ao tempo. Sendo assim, ao
contrario do ano de 2010, quando havia 256 HIV-1 positivos incluidos, em 2011 tivemos
inicialmente 131 pacientes. Apesar de nesta fase de extensdo do estudo ndo terem sido
incluidos individuos controle, comparagdes populacionais dos individuos infectados pelo
HIV-1 e vacinados ainda pode ser realizada, como feito anteriormente [173]. Diferentemente
de 2010, em 20111 a vacina recomendada incluia trés antigenos diferentes de influenza, a
mesma cepa de A(HLN1)pdmO09 presente em 2010, bem como 0s principais representantes
dos virus influenza A/H3N2 e B que teriam circulado em 2010 no hemisfério sul. A vacinagédo
de 2011, com TIV, foi aplicada em duas doses simples com intervalo de 21 dias como
recomendado pelo MS brasileiro [174]. Para efeito das andlises da resposta anti-
A(H1N1)pdmO09 apos vacinagdo com TIV, os individuos foram estratificados em dois grupos,
com base na vacinagdo de 2010, com duas doses duplas ou duas doses simples. Considerando
gue existe pouca ou nenhuma reatividade cruzada entre os antigenos da TIV, as demais

analises para H3N2 e influenza B linhagem victoria foram realizadas independentemente do
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esquema vacinal de 2010. Diferentemente dos trabalhos na literatura, que fazem analises da
resposta soroldgica anti-influenza em geral até 42 dias pds-vacinagao, [175, 176] nosso estudo
representa 0 segmento mais longo de individuos HIV positivos vacinados contra influenza
apos a pandemia de 2009. Além disso, o numero de individuos incluidos no nosso estudo
permitira inferéncias estatisticas mais robustas.

Os dados dos soros de baseline (dia 0) encontrados em nosso estudo demonstraram
que 62,6% 67,9% e 27,5%, dos individuos HIV positivos apresentavam titulos de anticorpos >
1:32 para os antigenos A(H1N1)pdmQ9, A/H3N2 e B, respectivamente. Para o antigeno
A(H1IN1)pdmO09 foi observada uma queda de ~ 20% de soroprotegidos apds uma ano da
vacinacdo monovalente. Bieckel e colaboradores, em um estudo semelhante ao realizado por
nosso grupo, analisaram a resposta imune em pacientes HIV positivos frente & vacina TIV,
apos vacinacdo monovalente no ano 2010. Eles observaram que apenas 40% dos individuos
ainda permaneciam com titulos soroprotetores ap6s 1 ano da vacinacdo monovalente [177].
Tanto nosso estudo quanto o de Bieckel e colaboradores ndo observaram uma manutengéo
adequada da resposta imune em individuos HIV positivos para o antigeno em questdo.
Segundo Motti e colaboradores, individuos portadores do virus HIV parecem gerar niveis
reduzidos de anticorpos apds vacinacdo contra influenza, em comparacdo com individuos
saudaveis, a duracao da resposta imune também pode ser limitada [178]. Um estudo realizado
por Kroon e colaboradores, de 3 anos consecutivos, para avaliar a resposta humoral ap6s a
vacinacdo anti-influenza em individuos infectados pelo HIV-1 demonstrou que a resposta
humoral ao virus influenza ndo foi melhorada por vacinagdes anuais repetidas [179].

Nosso trabalho observou que cerca de 27,5% da populacdo em estudo havia sido
previamente exposta ao virus influenza B. Ross e colaboradores, em um estudo realizado em
Pittsburgh, nos EUA, também observaram que entre os anos 2010-2011, 20% dos individuos
presentes em seu trabalho apresentavam titulos soroprotetores para este mesmo antigeno
[180]. A soroprevaléncia encontrada por Ross et al., para o virus influenza A H3N2 foi de
cerca de 37,5%, diferentemente dos 67,9 % encontrados por nosso grupo [180]. Esta
disparidade entre os estudos pode ser explicada pelas diferentes circulagdes dos virus
influenza no hemisfério norte e sul. Dados da OMS sobre a circulacdo do virus influenza que
antecedeu a vacinagdo de 2011, demonstraram sobretudo a circulagdo do virus influenza A
H3N2 no Brasil (Figura 17), corroborando com a alta soroprevaléncia encontrada para este
virus na populacdo em estudo. J& o virus influenza B teve uma menor circulagdo em nosso

hemisfério, refletindo em uma baixa soroprevaléncia na populagéo estudada.
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Figura 17- Grafico da circulacdo do virus influenza no Brasil que antecedeu a

vacinagao com TIV.
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Assim como na primeira fase do estudo realizado por Santini-Oliveira [181] nds
observamos um aumento na porcentagem de individuos soroprotegidos ap6s a segunda dose
da TIV, vélido para os antigenos A(HIN1)pdm09 e A/H3N2. Nossos dados corroboram com
um estudo realizado em 2012 por Siegrist e coloboradores em individuos HIV positivos,
demonstrou um aumento nas percentagens de soroconversdo ap0s uma segunda dose da TIV
[182]. Mas para o antigeno de influenza B o desfecho observado ndo foi o mesmo. Houve
uma queda de ~ 11,1% de soroprotegidos entre os dias 21 e 42 pos-vacinacdo trivalente.
Trabalhos de Englund et al., Levin et al., e Tanzi et al., demonstraram que uma baixa resposta
de anticorpos para influenza B tem sido documentada em muitas populacdes, desde criangas,
adultos e idosos, que sdo consistentes com nosso estudo [183,184 e 185]. Segundo Monto et
al., e Frank et al., o0s baixos niveis de anticorpos para influenza B podem ser devido a
insensibilidade relativa do teste HAI para anticorpos especificos para este antigeno [186 e
187]. Estudos realizados por Harmon e colaboradores indicam que ensaios alternativos, tais
como o de Microneutralizacdo pode fornecer medidas mais sensiveis para a deteccdo de
anticorpos para o influenza B [188], mas este teste ndo foi realizado em nosso estudo.

Em relacdo a sustentacdo da resposta imune, observamos que para 0s trés
antigenos testados houve queda na percentagem de soroprotegidos em 6 meses pos vacinagao
com a TIV. Os dados sobre a durabilidade da resposta para influenza apo6s a vacinagdo na

populacdo em geral sugerem que protecdo persiste por pelo menos um ano, segundo dados do
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CDC em 2011 [189]. Contudo, para a populacdo HIV positiva, Fiori e colaboradores
observaram que o0s anticorpos anti-influenza séo mantidos por apenas 30 dias [190]. Outra
potencial razdo para essa queda na percentagem de soroprotegidos pode ser devido ao
comprometimento das células TCD4" em individuos HIV positivos. Esse comprometimento
pode levar a uma imunosenescéncia e/ou alteracBes na expressdao de moléculas que podem
prejudicar as respostas das células B dependentes de células T [191]. Agregando os dados
observados na literatura aos encontrados em nosso estudo, sugerimos que devido a queda na
sustentabilidade da resposta imune contra Influenza A, uma mudanca na estratégia de
vacinacao de individuos infectados pelo HIV possa ser oportuna.

Alguns outros pardmetros que podem ter relagdo com uma resposta imune
adequada também foram analisadas em nosso estudo. Através de teste estatistico nés ndo
observamos uma relacdo entre o tempo de diagnostico, tempo de tratamento com HARRT,
auséncia ou presenca de tratamento com HARRT e carga viral a porcentagem de individuos
soroprotegidos.

Quando nosso grupo de trabalho foi estratificado de acordo com sua contagem de
células CD4" ( < 350 células/mm?® ou > 350 células/mm®) nés encontramos uma relacéo entre
o0 estado imune do individuo e a resposta soroldgica ao antigeno de influenza B. Nosso estudo
observou que para o0 este antigeno, 0 grupo que apresentava contagem maiores de células
CD4" (> 350 células/mm®) apresentou uma maior porcentagem de individuos soroprotegidos.
Um estudo realizado por Wood e colaboradores onde criancas infectadas pelo HIV receberam
duas doses simples da vacina TIV foi observada uma melhor resposta de anticorpos em
individuos com maiores contagens de células CD4" [192]. Diferentemente do nosso estudo,
eles observaram essa melhor resposta de anticorpos para os trés antigenos contido na TIV, nds

observamos esta melhora apenas para o antigeno de influenza B.
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CONCLUSOES
Atraveés do nosso estudo nds observamos que:
e Uma melhor soroprotecéo foi conseguida para o antigeno A(H1N1)pdmO9;

e A segunda dose da vacina aumentou a percentagem de individuos soroprotegidos
para os antigenos A(HLN1)pdmO09 e A/H3NZ2;

e Para o antigeno de influenza B a percentagem de soroprotegidos foi menor,
quando comparado aos outros antigenos presentes na TIV;

e Em seis meses ap0s a vacinacdo a percentagem de individuos soroprotegidos
diminui para todos antigenos da TIV;

e A carga viral, presenca ou auséncia do tratamento com HARRT, tempo de
tratamento com HARRT e tempo de disgndstico ndo influenciaram na resposta
imune a TIV;

e Individuos com maiores contagens de células CD4" (=350 células/mm?)
apresentaram uma melhor resposta imune frente ao antigeno influenza B.
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