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Resumo

Em junho de 2009 a Organizagdo Mundial da Satide decretou pandemia a situagdo mundial da
influenza causada pelo virus A(HIN1)pdm09 considerando a letalidade e a forma como esta
se espalhava. Para tentar conté-la foram produzidas vacinas que obtiveram registros das
autoridades regulatérias em condi¢des especiais. As vacinas comegaram a ser utilizadas sem
que houvesse ainda resultados sobre imunogenicidade nas diversas faixas etarias.
Aproveitando os prazos da campanha de vacinagao, foi realizado um estudo que acompanhou
uma coorte de voluntarios, profissionais da saide de uma instituigdo publica no Rio de
Janeiro, Brasil. Esta coorte (n = 70) era o grupo controle de um estudo randomizado para
avaliagdo da imunogenicidade e reatogenicidade da vacina em voluntarios HIV positivo.
Todos eram, portanto, soronegativos para HIV. Testes de inibicdo de hemaglutinacdo em
soros pré-vacinais evidenciaram que 16 dos voluntérios (22,9%) ja apresentavam niveis de
anticorpos contra A(HIN1)pdmO09 iguais ou maiores que 1:32 (soroprote¢ao). As amostras de
sangue de 67 voluntérios coletadas entre o 21° e o 37° dia pos-vacinacdo mostraram taxa de
soroconversao de 74,6%. A distribuicao dos titulos mostra um deslocamento para a zona de
soroprotecdo do dia zero para o dia 21, mantido no dia 42. A proporc¢do de soroconversdo foi
maior nas mulheres e nos mais velhos, sem significincia estatistica. A propor¢ao de
soroconversao foi menor do que a observada na maioria dos estudos publicados. Variagdes
nos métodos parecem explicar, em parte, as discrepancias. Este trabalho aponta a necessidade
de métodos laboratoriais de maior acuracia para permitir avaliagcdes precisas do desempenho
de vacinas contra influenza, que ndo dependam da detec¢ao de casos confirmados. Correlatos

sorolégicos de proteg@o para as novas subcepas ainda necessitam ser avaliados.

Palavras-chave: Virus da Influenza A; Influenza Humana; Vacinas contra Influenza;

Pandemias



Abstract

In June 2009, World Health Organization acknowledged the pandemic status of influenza,
caused by the virus A(HINT)pdm 09, which spread fast and showed considerable case fatality
rate. To control the pandemic, Regulatory Agencies expedited licensing of vaccines for
manufacturing and distribution. Vaccine utilization started with limited data on
immunogenicity in several age groups. Taking advantage of a mass vaccination campaign in
2010, a randomized study for the evaluation of the immunogenicity and reactogenicity of the
vaccine in HIV positive volunteers. A cohort of HIV-negative volunteers (n = 70),
professionals from a public health institution in Rio de Janeiro, Brazil, made up the control
group. Hemaglutination inhibition tests of prevaccination sera disclosed 16 (22.9%)
volunteers with antibody levels against A(HIN1)pdmO9 equal to or higher than 1:32
(seroprotection). The blood samples, collected in 67 volunteers 21-37 days after vaccination,
showed 74.6% seroconversion rate. The distribution of antibody titers shifted to the serum
protection zone from day zero to 21st day, and was mantained on 42nd day. The proportion of
seroconversion was higher in women and in older subjects, without statistical significance.
The proportion of seroconversion was lower than in most published studies. Variations in the
methods seem to explain, in part, the discrepancies. This study points out the need of
laboratorial methods of higher accuracy to allow precise evaluations of the vaccine
performance against influenza, that do not depend upon the detection of confirmed cases.

Serological correlates of protection for new substrains still need to be assessed.

Key-words: Influenza A Virus; Human Influenza; Influenza Vaccines; Pandemics
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1. Introducio

1.1. Influenza A(HIN1)pdm09

Em 2009 um novo virus influenza de origem suina, o A/HINI, agora designado
A(HINT)pdm09 foi identificado como uma importante causa de doencgas respiratorias febris
no México e nos Estados Unidos '. Rapidamente o novo virus espalhou-se surgindo casos no
Hemisfério Norte durante o outono e o inverno.

Os virus da influenza pertencem a familia Orthomyxoviridae, destacando-se os da
influenza A e B que s3o responsaveis por doengas respiratorias graves associadas a
hospitalizagdo. Eles sdo constituidos por dez proteinas, sendo que duas sdao de superficie a
hemaglutinina ¢ a neuraminidase. No caso da influenza A, existem subtipos definidos pelas
variagdes que existem entre estas duas proteinas de superficie. Atualmente estdo identificados
16 subtipos de hemaglutinina (H) e 9 subtipos de neuraminidase (N) .

Os virus da influenza humana estdo sujeitos a frequentes mutagdes e algumas vezes
apresentam mudangas mais radicais.

A variagdo antigénica ¢ um processo gradual e continuo de modificagdes nas proteinas
hemaglutinina e neuraminidase durante a replicagdo viral originando novas cepas. O
surgimento destas novas cepas cria a necessidade da atualizacdo constante da composi¢ao das
vacinas, pois os anticorpos produzidos anteriormente podem ndo ser capazes de proteger os
individuos contra os novos tipos de influenza *.

A mudanga antigénica ¢ caracterizada quando surge entre os seres humanos um tipo de
influenza A que apresenta a hemaglutinina ou a composicdo de hemaglutinina com
neuraminidase que ndo tem circulado nos tltimos anos. Isto pode acontecer em trés situagdes:
(1) pode surgir um virus novo através de um rearranjo genético das proteinas hemaglutinina e
neuraminidase entre virus da gripe humano e ndo humano; (2) um virus da gripe de animais
pode infectar um humano diretamente sem recombinagdo genética; (3) um virus ndo humano
pode passar a partir de um animal hospedeiro intermedidrio (ave, suino) para os seres
humanos .

A mudanga antigénica ¢ extremamente perigosa para os humanos porque eles nio
terdo anticorpos contra esta nova espécie viral o que pode originar pandemias .

Este novo virus A(HIN1)pdm09 apresenta uma combinagdo de genes provenientes de
cepas aviarias, humanas e suinas e ¢ antigenicamente e geneticamente distinto das demais

. . 3
cepas de influenza humana que circularam recentemente pelo mundo °.
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Ele causa sintomas de gripe e ¢ transmitido de pessoa a pessoa, principalmente por
meio de tosse, espirro ou de secrecdes respiratorias de pessoas infectadas.

Na maior parte dos casos se apresenta como doencas febris leves com tosse, dor de
garganta e em alguns casos sintomas gastrintestinais. No caso de comprometimento pulmonar
grave, verifica-se também dispnéia. A incidéncia é maior entre criangas e adultos jovens,
apesar de que os mais velhos afetados por comorbidade apresentam os piores desfechos .

Como outros tipos de influenza sazonal, esta também ¢ frequentemente auto-limitada e
benigna, com apenas 1% a 2% dos casos requerendo hospitalizagdo. Apesar disso, em alguns
casos ha uma rapida piora levando o paciente a morte em pouco tempo. As pessoas mais
afetadas s3o as que ja possuem outros comprometimentos como asma, doengas cardiacas,

doengas renais ou gestantes °.

1.2. Vigilancia da influenza A(HIN1)pdm09

Os casos humanos de influenza A(HIN1)pdm09 comecaram a ser diagnosticados no México
e nos Estados Unidos no inicio de 2009. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) foi
comunicada e a partir da confirmacdo destes casos foi emitido um alerta de Emergéncia de
Satde Publica Internacional para todos os paises membros. A classificagdo do alerta
aumentou rapidamente e em junho de 2009 estavamos diante de uma pandemia °.

Esta situagdo de pandemia causada pelo virus da influenza foi a primeira a surgir
depois da “gripe de Hong Kong” instalada em 1968 ¢ causada pelo virus H3N2 .

A partir de 1° de julho de 2009, 90.300 casos da nova gripe A (HIN1)pdmO09 foram
oficialmente comunicados a OMS, tendo-se diagnosticado casos em mais de 80 paises de todo
mundo *. No final de julho ja havia 162.380 casos e 1.154 6bitos associados em 168 paises ¢
territorios com pelo menos um caso com confirmagao laboratorial em cada um deles °.

Segundo a atualizagdo n°. 77 da OMS '° até 29 de novembro de 2009, um total de 207
paises e territdrios notificaram casos confirmados laboratorialmente de influenza pandémica
A(HIN1)pdm09, incluindo pelo menos 8.768 obitos. No Hemisfério Norte, a chegada do
inverno favoreceu o aumento dos casos confirmados da gripe A(HINI)pdm09. A OMS
monitora a situacdo no mundo por meio de quatro indicadores: dispersdo geografica,
tendéncia de doenga respiratoria, intensidade de doenca respiratdria e impacto nos servigos de

saude.
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Com a perspectiva da chegada do inverno no Hemisfério Sul, iniciaram-se os
preparativos para a campanha de vacinacdo contra A(HINI1)pdm09. Para isto foram
analisados os dados epidemiologicos do Hemisfério Norte do ano anterior.

Considerando a forma como a pandemia se instalava, a viruléncia da cepa e a
disponibilidade dos recursos tecnoldgicos para prevencdo, tratamento e monitoramento da
mesma, fez-se necessario a instituicdo de medidas de contengdo. A Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS) organizou dois encontros com seus paises membros para definir
as estratégias de vacinacio °.

A dificuldade, considerando os aspectos técnicos de logistica e econdmicos, para
vacinar toda a populagdo fez com que se definissem dois objetivos para esta intervencao:
manter o funcionamento dos servigos de saude envolvidos na resposta a pandemia e diminuir
a morbimortalidade associada & pandemia da influenza °.

Com estes critérios em pauta foi escolhido o publico alvo a ser vacinado no primeiro
momento, o qual era composto por trabalhadores dos servigos de saude publicos e privados
envolvidos em agdes de resposta a pandemia, das gestantes, da populacdo indigena e da
populacdo com doengas cronicas. No Brasil, o Ministério da Saude, apds uma avaliacdo
epidemiologica e de discussdes com entidades cientificas, decidiu incluir mais dois grupos a
serem vacinados: criangas sauddveis entre seis meses ¢ dois anos de vida incompletos e
adultos saudaveis dos 20 a 29 anos completos .

A pandemia de influenza é monitorada mensalmente pela Secretaria de Vigilancia em
Satude (SVS) através do acompanhamento de bancos de dados como: Sistema Nacional de
Agravos de Notificacdo (SINAN), Sistema de Informagdes Hospitalares (SIH), Sistema de
Informagdes sobre Mortalidade (SIM), Sistema de Vigilancia da Gripe (Sivep Gripe),
Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para Doengas Cronicas por Inquérito Telefonico
(VIGITEL), indicadores qualitativos, além de outras iniciativas locais 2.

O Informe Técnico Mensal de Influenza, edi¢io n°. 5 '*, apresenta a evolugio da
pandemia de influenza no Brasil, no periodo compreendido entre 03 de janeiro de 2010 a 03
de julho de 2010 — semanas epidemioldgicas 01 a 26 de 2010. Neste periodo foram
notificados 6.790 casos (Figura 1) dos quais 675 foram confirmados e destes, 52,1%
apresentavam pelo menos uma condigao de risco para gravidade.

Considerando o pais como um todo, a partir da semana epidemiologica 10 foi

observada continua redu¢ao na incidéncia dos casos confirmados.

13



Figura 1 Incidéncia de casos confirmados de influenza por regido geografica e semana

epidemiologica de inicio dos sintomas. Brasil, até semana epidemioldgica 26 de 2010.
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Fonte: Sinan/ SVS Semana Epidemioldgica de Inicio dos Sintomas

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude '.

Dados soroldgicos de varias coortes em diferentes faixas etarias que receberam vacina
contra a influenza sazonal trivalente licenciada (TIV) sugerem que essa vacina provavelmente
ndo proporcionava protecdo contra o novo virus. Observou-se ainda que cerca de 33% dos
individuos com mais de 60 anos de idade tém niveis mensurdveis de anticorpos séricos
(inibidores de hemaglutinagdo ou neutralizantes) contra o influenza A(HIN1)pdmO9,
enquanto aos jovens adultos e criangas faltam completamente titulos protetores. Esses dados
indicaram a necessidade de desenvolver vacinas contra a nova cepa de influenza
A(HIN1)pdm09 que trouxesse protecdo adequada para pessoas de diferentes faixas etarias,

. . . 1
especialmente para aqueles com um ou mais fatores de risco para doenga grave .

1.3. Vacinas contra influenza A(HIN1)pdm09

Em 11 de junho de 2009, a OMS, considerando o niimero de casos confirmados de influenza
A(HIN1)pdm09 e a rapida disseminacdo por varias partes do mundo, elevou o nivel de alerta
de fase V para fase VI e comunicou formalmente a situacdo de pandemia instalada por este
tipo de influenza '*. Foi a primeira vez em que o mundo pode acompanhar em tempo real o

surgimento, o crescimento e a dispersdo de uma pandemia pelo mundo. Estdvamos presentes a
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uma situagdo de necessidade imediata de vacinas para o mundo todo. Sabe-se que os maiores
produtores de vacinas concentram-se na Europa e Estados Unidos. A OMS investe em um
planejamento para aumentar a capacidade mundial de produgdo de vacinas. Este plano
fundamenta-se em trés aspectos: aumento da vacinagdo contra gripe sazonal nos paises
desenvolvidos e nos paises em desenvolvimento, transferéncia de tecnologia e
desenvolvimento de novas tecnologias de produgéo .

Estes sdo passos necessarios para que, no caso de surgimento inesperado de pandemias
mundiais causadas pelo virus da gripe, seja possivel o acesso rapido a vacinagdo pelo maior
numero de pessoas.

Com a propagag¢ao alguns anos atras do virus A(H5N1) responsavel pela gripe aviaria,
também altamente patogénica, a comunidade internacional bem como os fabricantes de vacina
organizaram-se para rapidamente trabalhar no desenvolvimento de vacinas contra possiveis
pandemias de gripe e para a produ¢do rapida de doses que possam atender grande parte da
populagdo mundial '°.

A situagdo de emergéncia induzida pela disseminag¢do da influenza A(HINI)pdm09
fez surgir uma inesperada colabora¢do entre autoridades sanitdrias, pesquisadores e
fabricantes de vacina do mundo inteiro, além de instituicdes internacionais e governos. Desta
forma, foi facilitado o desenvolvimento, a producdo e a aprovacdo regulatoria de vacinas
contra A(HIN1)pdm09 apenas tres meses apos a declaragio da pandemia '’

Os fabricantes trabalharam junto com as autoridades sanitarias para estabelecer o
planejamento de gerenciamento de risco na vigilancia do uso das novas vacinas. Houve
também a preocupacdo em doar ou vender a pre¢os menores do que os de mercado doses de
vacinas para os paises em desenvolvimento '

As vacinas tornaram-se comercialmente disponiveis em setembro de 2009 com
informacdes sobre sua efetividade muito limitadas. Para ampliar este conhecimento, varios
ensaios clinicos para avaliar a imunogenicidade e a seguranca das vacinas foram iniciados.
Estas pesquisas envolviam diferentes populagdes, faixas etarias, doses € mesmo composi¢ao:
vacinas produzidas com e sem adjuvantes. Pretendia-se através desses estudos determinar o
tipo de formulacdo e a dose mais adequada para garantir a soroprotecdo e no caso das vacinas
com adjuvantes a possibilidade de produg¢do de vacinas eficazes mesmo com menor
quantidade de ativos '®.

O Ministério da Saude, numa estratégia para imunizar o maior numero possivel de

pessoas, adquiriu as doses de vacinas produzidas por trés laboratorios: Glaxo Smith Kline
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(GSK), SANOFI Pasteur (em parceria com o Instituto Butantan) e Novartis. Esses
laboratorios sdo fornecedores de vacinas para varios paises do mundo.
De acordo com o Protocolo de Vigilancia Epidemiologica de Eventos Adversos Pos-

. ~ 1 . [ - .
vacinagdo ", as vacinas a serem utilizadas contra o HIN1 estdo descritas no Quadro 1.
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Quadro 1 Vacinas monovalentes a serem utilizadas na estratégia de vacinacdo contra o virus influenza pandémico (H1NT1). Brasil, 2010.

Vacina Fabricante Cepa Composicio Apresentacio
Com adjuvante * Sem adjuvante
Influenza A (HIN1) SANOFI A/California/7/ 1) Antigeno Frasco multidose: 10 doses de Suspensao
2009 Pasteur/Butant | 2009(HINTI) propagado em 0,5mL (liquido
Vacina monovalente an (NYMCX- ovos: cepa analoga opalescente,
179A) A/Califérina/7/200 leitoso,
9(HIN1) transparente e
(NYMCX- incolor)
179A).......... 15mcg
(expresso em
microgramas de
hemaglutinina) por
dose de 0,5mL;
2) Outros
componentes:
tiomersal (45mcg
por dose de
0,5mL), cloreto de
sodio, cloreto de
potassio, fosfato
dissddico
diidratado,
diidrogenofosfato
de potassio e agua
para injecao).
Influenza A (HIN1) GSK Virus like-v 1) Antigeno Frasco multidose: 10 doses de Suspensao
2009 (HIN1)A/Calif | propagado em 0,5mL (liquido
Vacina monovalente ornia/7/2009 ovos: virus like-v opalescente,
(HIN1)A/Californi leitoso,
a/20009.....3,75mcg transparente e
(expresso em incolor) e
microgramas de emulsdo
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hemaglutinina) por
dose de 0,5mL;

2) Adjuvante:
ASO3 composto
de esqualeno, DL-
a tocoferol e
polissorbato 80;

3) Outros
componentes:
tiomersal, cloreto
de sodio, fosfato
de sodio dibasico,
fosfato de potassio
monobasico,
cloreto de potassio,
agua para injegao.
Emulsdo: cloreto
de sodio, fosfato
de sodio dibasico,
fosfato de potassio
monobasico,
cloreto de potassio,
agua para injecao.

(liquido

esbranquigado
homogéneo)

Influenza A (HIN1)
2009
Vacina monovalente

GSK

Virus like-v
(HIN1)A/Calif
ornia/7/2009

1) Antigeno
propagado em
ovos: virus like-v
(HIN1)A/Californi
a/2009.....3,75mcg
(expresso em
microgramas de
hemaglutinina) por
dose de 0,5mL;

2) Adjuvante:
ASO3 composto
de esqualeno, DL-

Frasco multidose: 10 doses de
0,5mL

Suspensdo

(liquido

opalescente,

leitoso,

transparente ¢

incolor) e
emulsdo
(liquido
esbranqui

¢ado

homogéneo)
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o tocoferol e
polissorbato 80;

3) Outros
componentes:
tiomersal, cloreto
de sodio, fosfato
de sodio dibasico,
fosfato de potassio
monobasico,
cloreto de potassio,
agua para injecao.
Emulsao: cloreto
de sodio, fosfato
de sodio dibasico,
fosfato de potassio
monobasico,
cloreto de potassio,
agua para injecao.

Influenza A (HINT1)
2009
Vacina monovalente

FLUVIRIN HINI1

Influenza A (HIN1)
2009
Vacina monovalente

Novartis

Virus like-v
(HIN1)A/Calif
ornia/7/2009

1) Antigeno
propagado em
ovos: virus virus
like-v
(HIN1)A/Californi
a/2009.......... 15mcg
(expresso em
microgramas de
hemaglutinina) por
dose de 0,5mL;

2) Outros
componentes:
tiomersal (25mcg
por dose de 0,5mL.

Frasco multidose: 10 doses de
0,5mL

A/California/7/
2009 (HIN1)
(X-179A)

1) Antigeno
propagado em
ovos: virus like-v

Frasco multidose: 17 doses de
0,25mL

Suspensdo
(liquido
opalescente,
leitoso,
transparente ¢
incolor
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CELTURA

(HINT1)A/Californi
a/2009.....3,75mcg
(expresso em
microgramas de
hemaglutinina) por
dose de 0,25mL;
2) Adjuvante:
composto que
contém esqualeno,
polissorbato 80 e
trioleato de
sorbitam em um
tampao citrato;

3) Outros
componentes:
tiomersal, cloreto
de sodio, cloreto
de potassio, fosfato
de potassio di-
hidrogenado,
fosfato dissodico
diidratado, cloreto
de magnésio
hexaidratado,
cloreto de calcio
diidratado, citrato
de sodio, acido
citrico e agua para
injecao.

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Secretaria de Vigilancia em Satide, Ministério da Saade .
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No inicio de julho de 2009 a GSK deu inicio ao desenvolvimento da vacina contra
AHINIT)pdm09 em dois de seus laboratorios de producdo situados na Alemanha e no
Canada. As duas vacinas consistem no antigeno contra A(HIN1)pdm09 e do adjuvante ASO3
(composto de esqualeno, DL alfa tocoferol e polissorbato 80).

O uso do adjuvante permite que seja utilizado menos antigeno em cada dose de vacina
2 desta forma fazendo com que mais doses possam ser produzidas e consequentemente
aumentando o nimero de pessoas protegidas num menor periodo de tempo.

A producdo em larga escala iniciou em julho de 2009. As vacinas eram Pandemrix
com o antigeno produzido na Alemanha e que foi disponibilizada na Unido Européia a partir
de setembro de 2009 e Arepanrix com antigeno produzido no Canada que recebeu do Health
Canada a primeira aprovacdo para uso em outubro de 2009 (Electronic Medicines
Compendium.
http://www.medicines.org.uk/emc/medicine/22352/SPC/Pandemrix+suspension+and+emulsio
n+for+emulsion+for+injection, acessado em 14/Jan/2011).

No momento do registro dos produtos Pandemrix e Arepanrix estas vacinas foram
sujeitas a uma “Autorizacdo de Introdugdo no Mercado em Circunstancias Excepcionais”. A
Agéncia Européia de Medicamentos (http://www.ema.europa.eu) monitora e avalia
constantemente dados de imunogenicidade clinica, seguranga e reatogenicidade destes
produtos.

Em algumas faixas etdrias existiam informacdes limitadas dos ensaios clinicos
(adultos com 60 a 79 anos de idade e criangas com 10 a 17 anos de idade), informagdo muito
limitada dos ensaios clinicos (adultos com 80 anos de idade e superior, criangas dos 6 meses
aos 9 anos de idade) ou nenhuma informagao (criangcas com menos de 6 meses de idade) com
aplicagdo de Pandemrix (http://www.ema.europa.eu).

Para ampliar o conhecimento sobre estas duas vacinas, desde a liberagdo inicial para
comercializa¢do, pesquisadores do mundo todo iniciaram ensaios clinicos que envolviam
diferentes populacdes, faixas etarias, portadores de doencgas auto-imunes e HIV positivos.
Existem também pesquisas que comparam o uso de diferentes doses da vacina e outras que
comparam a efetividade de vacinas com e sem adjuvantes *'.

Existem outros pesquisadores realizando estudos de fase IV com estas vacinas da
GSK. Destes, cinco estdo registrados no International Clinical Trials e tem como objetivos
evidenciar possiveis eventos adversos pos-vacinais e/ou avaliar a imunogenicidade *'.

Viarios grupos no mundo todo relutaram em vacinar-se por causa da presenca do

esqualeno e timerosal na composicdo do adjuvante destas vacinas. Embora as vacinas com
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adjuvantes tenham apresentado mais efeitos colaterais locais do que as sem adjuvante, nao ha
evidéncias de que elas induzam mais efeitos sistémicos ou desencadeiem doencas auto-

. 22
munes .

1.4. Programa de vacinacao contra A(HIN1)pdm09

Foi organizado o calendario vacinal que distribuia os grupos prioritarios entre as semanas da
estratégia da vacinacdo (Quadro 2). Para que este calendario fosse cumprido, foi necessario
um grande esforco de logistica do Ministério da Satde bem como de toda a cadeia envolvida
na vacina¢ao, desde a distribuicdo de vacinas em quantidades suficientes até a organizacao da

campanha e do pessoal operacional necessario.
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Quadro 2 Distribui¢do das etapas de vacinagdo e grupos prioritarios. Brasil, 2010.

Grupos prioritarios

Semanas de estratégia de vacinacio

Marc¢o Marco/Abril Abril Maio
8al2 | 15a19|22a26| 29/Mar¢coa | 5al10 | 12a16 | 19a23 | 24a30 | 3a7 | 10al4 | 17a21
02/Abril

Trabalhadores de saude

Populacdo indigena aldeada

Gestantes

Criangas de 6 meses a < 2 anos

*%

Pessoas com doengas cronicas

Populacdo de 20 a 29 anos

Idosos (> 60 anos) com doencas
cronicas

*kk

Populacdo de 30 a 39 anos

* A 2% dose (0,25mL) da vacina para o grupo de 6 meses a < 2 anos sera agendada para 30 dias depois da 1? dose;

** Administragdo da 2* dose (0,25mL) da vacina no periodo de 26 de abril a 7 de maio, conforme agendamento;

**% A vacinacdo do grupo de idosos serd iniciada no sédbado, dia 24 de abril, coincidindo com o Dia Nacional de Vacinagao do Idoso e com o

periodo da operagdo da vacinagdo sazonal.

Fonte: Programa Nacional de Vacinagdo, Departamento de Vigilancia Epidemiologica, Secretaria de Vigilancia em Satide, Ministério da Satde °.
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A estratégia nacional de vacinagdo contra a gripe A(HIN1)pdm09 em todo o Brasil
atingiu mais de 85 milhdes de pessoas que foram imunizadas, segundo dados parciais
registrados no “vacindmetro” pelos estados e municipios até 06 de julho de 2010. O total de
pessoas vacinadas representa mais de 44% da populacdo brasileira. A meta nacional de
vacinar pelo menos 80% do publico-alvo foi superada para o conjunto deste publico e,
especificamente, para portadores de doengas cronicas, criangas menores de dois anos, adultos

de 20 a 29 anos, trabalhadores de saude e indigenas '*.

1.5. Recomendacoes pos-pandemia

Em agosto de 2010, a OMS anunciou que a situagao da gripe A(HIN1)pdm09 passou para o
periodo de pos-pandemia, mas que continuaria acompanhando a atividade da influenza pelo
mundo e monitorando os possiveis casos confirmados **. O Programa Global de Influenza
monitora a atividade do virus A(HIN1)pdm09 no mundo todo e publica a cada duas semanas
atualizagOes sobre esta atividade.

Como prevengdo de futuros casos, a OMS ** preconizou a composicio da vacina
contra influenza sazonal a ser usada em 2011 no Hemisfério Sul, ou seja, A/California/7/2009
(HINT)-likevirus; A/Perth/16/2009 (H3N2)-like virus; B/Brisbane/60/2008-like virus. Desta
forma, espera-se a reducdo radical de casos de A(HINI)pdm09 pelo menos onde exista
disponibilidade da vacina sazonal. As mesmas cepas foram recomendadas para o ano de 2012,
visto que os virus circulantes ndo sofreram alteragdes significativas neste periodo.

A situag@o de pandemia pelo A(HIN1)pdm09 mostrou que para viroses como H5, H7
e H9 onde na populagdo ha pouca ou nenhuma pré-imunidade sdo necessarias duas doses de
vacina e um adjuvante para estimular a efetiva resposta imune em todas as faixas etarias. Ja
no caso da HI, onde existe um nivel de imunidade detectado, uma dose de vacina sem
adjuvante seria suficiente para induzir a imunidade. O adjuvante seria usado para induzir a

, . ~ [ ’ 25
necessaria protegao nos mais jovens € 0 uso de menor dose do antlgeno .
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2. Justificativa

No mundo todo houve uma urgéncia em relacio a produgdo de vacinas contra
A(HINT)pdmO9 para tentar deter a pandemia que estava iniciando, mas prometia se tornar
muito rigorosa. Naquele momento, o risco de se usar em larga escala um produto vacinal
pouco avaliado em ensaios clinicos foi julgado inferior ao beneficio esperado da vacinagao.
Portanto, optou-se por aprovar em cardter especial as vacinas contra o virus pandémico
mesmo sem a disponibilidade de resultados mais consistentes sobre a possivel existéncia de
eventos adversos a vacina e até mesmo a validacdo de sua imunogenicidade.

Desde esta aprovagdo em carater excepcional, as agéncias regulatdrias internacionais
passaram a monitorar de perto os resultados dos ensaios clinicos realizados bem como as
informagdes de farmacovigilancia sobre os produtos enviados pelas empresas fabricantes.

A campanha de vacinagdo em massa no Brasil criou uma oportunidade de analisar a
efetividade desta vacina distribuida e aplicada na populacdo de acordo com o calendario
definido pelo Ministério da Satde. Considerando os conhecimentos limitados sobre a vacina,
os resultados deste estudo podem contribuir para ampliar as informagdes sobre
imunogenicidade e reatogenicidade em um cenario de vacinagdo em massa, cujos
participantes, adultos, trabalham em atividades diversas em uma instituicdo de satide no Rio
de Janeiro.

Dois atributos basicos de uma vacina: a imunogenicidade (capacidade da vacina de
induzir a formacao de anticorpos) e a reatogenicidade (acdo da vacina produzindo alteragdes
clinicas e laboratoriais indesejadas) precisam ser conhecidos pelas autoridades sanitarias para

a tomada de decisdo sobre a sua utilizagdo na populacao.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Analisar a imunogenicidade e a reatogenicidade da vacina contra A(HINI1)pdmO09

(Arepanrix™HINI1) em uma coorte constituida por servidores da Fundacdo Oswaldo Cruz

(FIOCRUZ) do Rio de Janeiro.

3.2. Objetivos especificos

o Estimar a propor¢ao de soroconversdo ¢ a média geométrica dos titulos de anticorpos
apos a vacinagao contra A(HIN1)pdmO9;

o Comparar a soroconversao entre sexos, faixas etarias e grupos com faixas de indice de
massa corporal e habitos de tabagismo diferentes constatados nos voluntarios;

o Estimar a frequéncia de eventos adversos pos-imunizagdo ocorridos no periodo de

acompanhamento e comparar com os descritos em outros estudos.
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4. Sujeitos e métodos

4.1. Delineamento geral do estudo

Este estudo é parte de um ensaio clinico de fase II, randomizado, aberto, para avaliar a
seguranga ¢ imunogenicidade de dois diferentes esquemas de vacinagdo contra influenza
A(HINT)pdm09 em individuos infectados pelo HIV. O ensaio tem um grupo controle, ndo
randomizado, constituido por funcionarios da area da saude da FIOCRUZ com teste
sorologico ndo reator para HIV, aos quais foi administrada a vacina no esquema definido pelo
Programa Nacional de Imunizagdo (PNI) do Ministério da Saude, conforme detalhado abaixo.
Os principais objetivos do ensaio clinico eram: (1) comparar o desenvolvimento, de titulos de
anticorpos protetores contra o HIN1 em cada estrato de contagem de células CD4+, apds a
séric de duas doses simples ou duas doses duplas da vacina contra A(HIN1)pdm09; (2)
comparar a resposta imune dos grupos HIV-positivos com a dos adultos sadios imunizados
com uma dose simples da mesma vacina; e (3) avaliar a seguranga ¢ a tolerabilidade da vacina
contra o A(HIN1)pdm09 nas diferentes doses e esquemas de administracao.

O tamanho da amostra foi calculado para um estudo de nio-inferioridade levando em
consideragdo os seguintes parametros: propor¢cdo de soroconversao de 0,95, diferenca
aceitavel para ndo inferioridade de 10%, nivel de significancia de 0,05 e poténcia do teste de
equivaléncia de 90%. Obteve-se um nimero de 82 voluntarios para cada brago do estudo,
numero este arredondado para 90.

Neste estudo, foram considerados os dados do grupo controle do ensaio clinico de
modo a analisar resposta a imune a vacina¢do em individuos HIV-negativos e as covariaveis
associadas, tais como sexo, idade e outras caracteristicas dos participantes. Trata-se, portanto,
de um estudo observacional usando dados de um grupo nao randomizado do ensaio clinico.

Foi feita uma avaliagdio da intensidade da resposta imune a vacina contra
A(HIN1)pdm09 e da associacdo com fatores sociodemograficos e o estado de satide presentes
a época da vacinagdo. Todos os dados a serem utilizados para este trabalho foram coletados e

sdo provenientes das fichas clinicas do estudo principal.

4.2. Populacao do estudo

A populacdo do estudo foi constituida por funciondrios da area da saide da FIOCRUZ,

integrantes do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) e de outras unidades da
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FIOCRUZ, isto ¢, um grupo de adultos com potencial para informar sobre a resposta a
vacinacao em individuos HIV-negativos. Trata-se de uma amostra ndo probabilistica de 90
voluntarios que atenderam ao convite a todos os funcionarios elegiveis do IPEC. Eram
profissionais da satide com indicagdo de receber a vacina contra A(HIN1)pdmO09.

Se fossemos calcular o tamanho da amostra necessaria para este estudo levariamos em
consideragdo os seguintes parametros: propor¢do de soroconversdo de 70%, nivel de
significancia de 0,05, erro relativo de 10% o que daria 79 voluntarios. Considerando erro

relativo de 12% , diminuindo a precisdo, teriamos 57 voluntarios.

4.3. Critérios de elegibilidade

Os participantes eram de ambos os sexos, com idade entre 18 e 59 anos, com sorologia para
HIV-negativa e teste para gravidez negativo, realizados na triagem antes do recebimento da
vacina contra influenza A(HIN1)pmd09. As mulheres com possibilidade de engravidar
deviam utilizar um método contraceptivo durante o periodo de duracdo do estudo
(preservativos masculinos ou femininos ou anticoncepcionais hormonais).

Além destes critérios, na triagem foram feitos exames laboratoriais, cujos resultados
deveriam apresentar: hemoglobina > 8,0g/dL; bilirrubina direta em niveis inferiores a 2,5
vezes o limite normal superior; aminotransferase alanina — ALT (TGP) — e aminotransferase
aspartato — AST (TGO) — em niveis inferiores a 3 vezes o limite superior de normalidade e;

contagem de plaquetas > 100.000/mm’.

4.4. Critérios de exclusio

Os critérios de exclusdo foram estabelecidos de forma a diminuir os potenciais interferentes a
resposta obtida com a vacinagdo contra A(HIN1)pdmO9 ou fatores de risco para eventos
adversos graves. Sao eles: (1) uso de qualquer tratamento sistémico antineopldsico ou
imunomodulador, corticdide sistémico, vacinas experimentais, interleucinas, interferons,
fatores do crescimento ou imunoglobulina intravenosa (IVIG) nos 45 dias que antecedem o
ingresso no estudo; (2) gestagdo ou aleitamento; (3) alergia e/ou sensibilidade ou qualquer
hipersensibilidade conhecida aos residuos presentes na vacina (ovo, proteina de galinha,
ovalbumina, formaldeido, sulfato de gentamicina e deoxicolato de s6dio) e/ou ao tiomersal;
(4) abuso de alcool ou dependéncia ou outros quadros que, na opinido do pesquisador do

centro, possam interferir no cumprimento das exigéncias do estudo; (5) doenca grave exigindo
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tratamento sistémico e/ou hospitalizagdo nos 45 dias que antecedem o ingresso no estudo; (6)
doenca febril grave ou infec¢do aguda no momento da triagem para o estudo e/ou no dia de
aplicacdo da vacina; (7) vacinacdo contra influenza sazonal nos ultimos 3 meses antes da
entrada no estudo; (8) vacinagdo contra influenza A(HIN1)pdm09 previamente; (9) historia
ou antecedente familiar de sindrome de Guillain-Barré (pais, irmaos, meio-irmaos ou filhos);
(10) diagnostico de quadro neurolégico, incluindo (mas ndo se limitando a) auséncia de
reflexos profundos calcaneos e patelares em ambas as pernas (0s quatro ausentes) nos ultimos
seis meses; (11) perda de forca desproporcional no(s) membro(s) inferior(es) em comparago

aos membros superiores nos ultimos seis meses.

4.5. Recrutamento dos participantes

Os voluntarios foram recrutados dentre os individuos, funcionarios da FIOCRUZ, que
procuraram o IPEC para receber a vacina contra a influenza A(HIN1)pdm09 de acordo com
as prioridades definidas pelo Ministério da Saude do Brasil. Além desses, houve uma
campanha interna para alcancar o nimero de voluntarios de forma mais rapida, considerando
que o prazo para a realizacdo do estudo estava subordinado a campanha de vacinag¢do e ao
inicio do periodo esperado de circulagdo do virus de influenza.

Este estudo foi iniciado apds aprovacao do protocolo e do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IPEC em 8 de margo
de 2010 com CAAE 0009.0.009.000-10 Anexo 1). O ensaio clinico foi registrado no Clinical
Trials Network (NCTO01155037).

Ao ser identificado um candidato a participar do estudo, os detalhes foram
cuidadosamente discutidos com o mesmo. O participante foi solicitado a ler e assinar o TCLE

antes que qualquer procedimento do estudo fosse realizado (Anexo2).

4.6 Procedimentos do estudo

O estudo previa varias consultas desde a triagem até um ano apos a vacinagao (Quadro 3).
Estes foram os momentos para obten¢do das informac¢des demograficas sobre os voluntarios,
os registros de eventos adversos e coleta do sangue para os exames laboratoriais (bioquimica

e hematologia) e para sorologia contra A(HIN1)pdmO09.
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Quadro 3 Consultas e procedimentos do estudo.

Consultas

Procedimentos

1. Consulta de triagem

Obteng¢ao do termo de consentimento;
Historia médica completa;

Exame fisico e sinais vitais;

Exames de seguranga;

[}

Teste para HIV;

o Teste de gravidez (mulheres com

potencial reprodutivo);

Verificagdo de elegibilidade.

2. Consulta vacinagao anti A(HIN1)pdm09

o Atualizagao de historia médica;

° Exame fisico e sinais vitais;

Teste de

o gravidez (mulheres com

potencial reprodutivo);
[}

Verificagdo de elegibilidade;

o Coleta de sangue, processamento ¢
armazenagem para sorologia A(H1N1)pdmO9;

o Aplicacao da vacina Arepanrix™,;
o Avaliacao de reatogenicidade (1 hora);
o Registro de telefones para contato 24
horas ap0s a vacinagao;

° Fornecimento de diario do voluntario.

3 - Consulta telefonica (um dia apoés a

vacinagao)

4. Consulta telefonica (sete dias apods

vacinagao)

o Avaliagdo dirigida de eventos adversos

locais e sistémicos (incluindo reatogenicidade).

5. Consulta 21° dia pos-vacinal

Atualizacdo de historia médica;
Exame fisico dirigido e sinais vitais;
Avaliacao de reatogenicidade (1 hora);

o Captura e registro de eventos adversos;

o Captura e registro de medicagdes

concomitantes;
[ ]

Exames de seguranca;

° Coleta de sangue, processamento ¢
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armazenagem para sorologia A(HIN1)pdm09;
° Recolhimento e verificagdo do diario do
voluntario.
6. Consulta 42° dia p6s-vacinal
7. Consulta de oito semanas ) o )
i ° Atualizagado de historia médica;
8. Consulta de dezesseis semanas o ) S
: o Exame dirigido fisico e sinais vitais;
9. Consulta de vinte e quatro semanas )
i o Captura e registro de eventos adversos;
10. Consulta de trinta e duas semanas ) )
o Captura e registro de medicagdes
11. Consulta de quarenta semanas )
- concomitantes;
12. Consulta de quarenta e oito semanas
. o Coleta de sangue, processamento ¢
13. Consulta de final do estudo (Gltima )
armazenagem para sorologia A(HIN1)pdm09.
consulta no estudo ou em qualquer momento
no qual o voluntario se retire)

Historia médica: foram obtidos histéria médica completa ¢ dados demograficos
incluindo data de nascimento, etnia, queixas atuais, patologias pregressas, antecedentes
familiares, habitos (tabagismo, etilismo, uso de drogas ilicitas), medicagdo concomitante,
resultados de exames subsididrios prévios. Em todas as outras consultas do estudo a historia
médica tem sido atualizada com dados sobre sintomas, sinais, diagnosticos, achados de exame
fisico e resultados alterados de exames laboratoriais que apare¢am durante o periodo de
participagcdo do voluntario. Os achados apds a vacinagdo que representarem agravo clinico
foram registrados como evento adverso.

Exame fisico e sinais vitais: medidas de sinais vitais, incluindo frequéncia cardiaca,
freqiiéncia respiratoria, pressdo arterial e temperatura axilar, sdo feitas em todas as consultas
do estudo. O peso ¢ monitorado em todas as consultas, e a altura s6 na consulta de triagem.

Exames laboratoriais de seguranca: hemograma completo, bilirrubinas totais e fra¢des,

TGO e TGP — foram realizados nas amostras de sangue coletadas em todas as visitas.

4.7. Vacinacao

A vacina utilizada no estudo foi a Arepanrix™ HIN1 produzida pela GSK. O fabricante ¢ ID
Biomedical Corporation of Québec, da GlaxoSmithKline Biologicals, Québec City, Canada
GIP 4RS8. E uma vacina antigripal pandémica A(HIN1)pdm09 de virus fracionados,
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inativados e com adjuvantes. Esta vacina estd em conformidade com as recomendagdes da
OMS e com as decisdes da Unido Européia para a pandemia.

O produto vem acondicionado em duas embalagens: suspensao (frasco de 2,5mL, com
tampa de borracha, contendo o antigeno) e a emulsdo (frasco de 2,5mL, com tampa de
borracha, contendo o adjuvante), ambos os frascos sdo multidose.

Composicao qualitativa e quantitativa Arepanrix, apos a mistura, por dose (0,5ml):
virus da gripe fracionados, inativados, que contém antigeno (cultivados em ovos) equivalente
a virus do tipo A/California/7/2009 (HIN1) v-like strain (X-179A) 3,75mcg (hemaglutinina).
Adjuvante ASO3 composto de esqualeno (10,69mg), DL-a-tocoferol (11,86mg) e
polissorbato 80 (4,86 mg).

Lista de excipientes: frasco de suspensdo com o antigeno (timerosal, cloreto de sédio,
fosfato de hidrogénio dissddico, fosfato dihidrogénio de potassio, cloreto de potéssio e agua
para injetaveis); frasco de emulsdo com o adjuvante (cloreto de sodio, fosfato de hidrogénio
dissodico, fosfato dihidrogénio de potéssio, cloreto de potassio e agua para injetaveis).

A embalagem do produto contém 50 frascos de suspensdo e 50 frascos de emulsdo. O
produto deve ser conservado entre 2°C e 8°C e deve ser mantido na embalagem original,
protegido contra a luz.

O produto deve ser reconstituido imediatamente antes do uso, respeitando-se os
seguintes procedimentos:

o Tirar um frasco de suspensdo e um frasco de emulsdo da geladeira e aguardar até
atingirem a temperatura ambiente;
o Agitar e inspecionar visualmente cada frasco — caso se verifique a presenca de

qualquer particula estranha o produto ndo devera ser aplicado;

o Aspirar o conteudo do frasco de emulsdo com seringa estéril e injetar no frasco de
suspensao;
o Agitar bem o frasco reconstituido (o produto deve ter aspecto de um liquido turvo

esbranquicado, sem particulas, com volume de SmL);
o Aspirar o volume equivalente a dose prescrita para o voluntario usando seringa
descartavel e injetar imediatamente (cada 0,5mL contém 3,75ug de antigeno).

Apbs a reconstituicao o produto pode ser conservado em temperatura ambiente (25°C)
ou na geladeira e usado em no maximo 24 horas. Caso tenha ficado na geladeira, o produto

deve atingir a temperatura ambiente antes da aplicagdo.
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Imediatamente antes de cada aplicagdo o frasco reconstituido deve ser agitado e
inspecionado visualmente.

Os participantes do estudo receberam a vacina contra o A(HINI1)pdm09 por via
intramuscular na regido deltdoide do membro superior, com aplicagao de uma dose (0,5mL =
3,75ug). A vacina contra o A(HIN1)pdm09 foi administrada de acordo com o cronograma de

visitas do estudo (descrito no item 4.6 Procedimentos do Estudo).

4.8. Coleta de dados

Para cada individuo que assinou o TCLE e se submeteu aos procedimentos de selecdo para
este estudo, foi completada uma Ficha Clinica de Estudo (FCE), especialmente desenvolvida
para esse projeto. Isto se aplica também aos que se submeteram aos procedimentos de selecdo,
mas nao foram admitidos e aos que tiveram a participacao interrompida antes da conclusao do
estudo. A razdo pela qual um individuo ndo foi admitido ou a razdo para descontinuagdo foi
descrita no documento fonte e na FCE.

Qualquer referéncia aos voluntdrios era feita usando-se suas iniciais e numeros
especificos do protocolo, nunca pelos nomes.

Apds a vacinagdo, cada voluntario recebeu um Diario do Voluntario onde ele fez o
registro de qualquer reacdo, sintoma ou doenga que o mesmo tenha apresentado entre a
vacinagdo e a proxima consulta. Ele registrou também se fez uso de alguma medicagdo neste
periodo.

Os voluntarios foram acompanhados por 48 semanas com consultas presenciais, por
telefone e exames laboratoriais. Foram obtidas informag¢des demograficas, clinicas, registros
poOs-vacinais, uso de medicagdo concomitante, resultados laboratoriais. Todas estas
informagdes fazem parte das FCE. Estas fichas foram revisadas pela equipe do pesquisador
responsavel pelo estudo para verificar sua precisao.

Foi montado um banco de dados especifico para o estudo e as informagdes constantes
das FCE transferidas para o mesmo. O banco de dados foi monitorado para verificacdo dos
registros bem como de sua consisténcia e completude.

As FCE — Fichas Clinicas do Estudo bem como o Diario do Voluntario estdo no

Anexo 3.
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4.9. Controle de qualidade dos dados

A entrada dos dados no banco foi feita na Unidade Central de Dados do Laboratorio de
Pesquisa Clinica em DST e AIDS do IPEC. Um profissional da equipe da central de dados foi
responsavel pelo controle de qualidade dos dados inseridos no banco, incluindo verificagdes
internas de inconsisténcias e geragdo de questionamentos para os pesquisadores para
eventuais corre¢des que sejam necessarias. E responsabilidade, desta central, assegurar a
qualidade dos dados de informatica deste estudo.

Todos os registros do estudo estdo disponiveis para a equipe de pesquisadores, para o
CEP do IPEC, para a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) ¢ para a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

4.10. Métodos laboratoriais

As amostras de sangue coletadas neste estudo foram analisadas no Laboratério de Virus
Respiratorios e do Sarampo — Instituto Oswaldo Cruz (IOC) — FIOCRUZ — Ministério da
Satude. O método utilizado para a titulagdo dos anticorpos presentes nas amostras foi a reagao
de inibi¢do da hemaglutinacdo, usando hemacia de cobaio como concentrado de hemacia.

O teste de inibicdo de hemaglutinagdo (HAI) foi originalmente descrito por Hirst em
1942 e modificado por Salk em 1944. Este método utiliza da propriedade que as
hemaglutininas, proteinas das viroses de influenza, tém de se ligar as hemaceas causando a
hemaglutinagdo. Quando anticorpos contra a hemaglutinina especifica da influenza ligam-se
aos sitios da proteina da hemaglutinina, ocupando este lugar, ha a impossibilidade de ligagao
com as hemaceas inibindo-se a hemaglutina¢do. Esta ¢ a base para os testes de inibigdo da
hemaglutinagdo °.

De acordo com os POP LVRS-TVR-008 ¢ POP LVRS-TVR-009 do Laboratorio de
Virus Respiratorio e do Sarampo — IOC — FIOCRUZ — Ministério da Saude (Anexo 4), as
amostras sdo tratadas com a enzima destruidora de receptores (RDE; Denka-Seiken, Japdo) e
incubadas com quatro wunidades de hemaglutinagio do antigeno padronizado
A/California/07/2009 (HIN1pdm09) por uma hora. Em seguida a suspensdo de hemdaceas de
cobaio (0,5%) ¢ adicionada e os tubos incubados novamente por uma hora, depois da qual ¢

feita a leitura dos titulos inibidores da hemaglutinagao.
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O titulo de inibicdo da hemaglutinagdao refere-se a ultima diluicdo do anti-soro que
inibiu completamente a hemaglutinagdo. Para este estudo, titulos inibidores da
hemaglutinagdo menores do que 1:8 foram considerados como 1:4 para efeito de calculo.

Neste procedimento existem aspectos que devem ser observados para que se obtenha
um resultado confiavel, tais como, remocao total de inibidores nio especificos da reagao,
controle da concentracdo da suspensdo viral, controle do tempo e temperatura da incubagao
do virus e do soro e, muito importante, dependéncia do observador para a leitura final do teste
(hemaglutina¢io ou auséncia de hemaglutinacio) *.

Os possiveis eventos adversos ja relatados ou inesperados foram descritos através da
observacdo de sinais ou sintomas no local da vacina ou sistémicos. A reatogenicidade foi
avaliada durante uma hora imediatamente apos cada dose da vacina, por consulta telefonica
20 a 36 horas ap6s a vacinagdo e presencialmente sete dias apos a vacina.

A tabela para graduacdo de eventos adversos (Anexo 5) que faz parte do estudo

principal foi utilizada para classificar os eventos adversos relatados pelos voluntarios.

4.11. Acompanhamento pds-vacinacio

Os voluntarios foram acompanhados por 48 semanas apds a vacinagdo. Conforme descrito no
fluxograma do estudo, durante este periodo eles estiveram sob continua observacdo na busca
por eventos adversos. No dia da vacinagdo, o voluntério recebeu o Didrio do Voluntario, para
registro de qualquer reagdo ou sintoma apresentado apos a vacina até a primeira consulta.
Neste diario ja existem perguntas que caracterizam as principais reacdes vacinais como febre
maior do que 37,5°C e as locais: dor, desconforto, rubor, nddulo. O didrio solicita também a
anotacdo de outros tipos de eventos adversos, bem como a medicacao que foi utilizada.

Foram feitas também neste periodo de 48 semanas, oito coletas de sangue para a

realizagdo de testes de avaliagdo da resposta sorologica a vacina anti-A(HIN1)pdm09.

4.12. Plano de analise

Os dados utilizados nas analises foram obtidos nas visitas de seguimento dos voluntarios e sao
provenientes de entrevistas com questiondrios estruturados e perguntas abertas, exames
clinicos iniciais e ao longo das visitas, bem como de exames laboratoriais (bioquimicos e

hematologicos) e das analises soroldgicas.
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As varidveis de interesse para a analise dos voluntarios HIV-negativos sdo: sexo; idade
do participante; indice de massa corporal (IMC); tabagismo; titulo de anticorpos contra
A(HINT)pdmO9 antes e depois da vacinagdo; soroprotecdo; soroconversao; eventos adversos
poOs-vacinais e; intensidade do evento adverso.

O laboratério que realizou as analises para este estudo apresentou os resultados com
fator de diluigdo 2: 1:8, 1:16, 1:32 etc. Desta forma, considerou-se como soroprotecao titulos
de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo maior ou igual a 1:32. Miller et al. ** usa esta
escala justificando titulo para inibicdo da hemaglutinacdo de 1:8 como igual ou superior ao
limite minimo de detec¢@o para este ensaio ¢ 1:32 como um titulo de pelo menos 4 vezes o
limite de detecg¢do o que considera uma resposta significativa.

Foi realizada a analise descritiva das varidveis explicativas sumarizadas e apresentadas
as frequéncias absolutas e relativas das varidveis categoricas, ¢ a média, o desvio-padrao
(DP), a mediana para varidveis continuas.

Foi calculada a propor¢do de soroconversdo, os titulos médios geométricos e a
frequéncia dos eventos adversos, estabelecendo-se um intervalo de 90% de confianca
(IC90%) para as estimativas. Para ajuste simultdneo de multiplas variaveis de confusdo, um
modelo de regressao logistica foi aplicado tendo a variavel dicotomica “soroconversao’ como
variavel resposta, com varidveis explanatdrias bioldgica ou estatisticamente (p < 0,20) mais
relevantes introduzidas passo a passo e mantidas no modelo quando p < 0,10 ou quando
justificado do ponto de vista logico.

Da comparacdo da propor¢do de soroconversdo entre categorias das variaveis
explicativas foram gerados riscos relativos com intervalos de 95% de confianga (IC95%). A
transformagdo logaritmica (base 10) da reciproca dos titulos de anticorpos foi aplicada para
atenuar a assimetria tipica da distribui¢do dos dados sorolégicos. O log 10 dos titulos
constituiu a variavel resposta dos modelos de regressdo linear. As varidveis explanatorias
biologica ou estatisticamente (p < 0,20) mais relevantes foram introduzidas passo a passo no
modelo, e mantidas quando p < 0,10 ou quando justificado do ponto de vista légico.

Para a andlise de reatogenicidade foi tabulado a freqiiéncia e a intensidade dos eventos
adversos.

Estudos clinicos que tem como produto investigacional as vacinas contra HINI,
Arepanrix™ e Pandemrix, que ja estavam em andamento, de acordo com registros no Clinical
Trials, cujos achados ja estavam publicados no momento de analise e discussdo dos resultados
deste projeto foram utilizados para eventual comparacdo, considerando suas metodologias e

populagdes de estudo.
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4.13. Consideracoes sobre a eticidade do estudo

O protocolo do Estudo de Fase Il para Avaliar a Seguranga e a Imunogenicidade da Vacina
Anti A(HINI)pdm09 em Pacientes Infectados pelo HIV — do qual este estudo faz parte — foi
elaborado em conformidade com a Resolucdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Satde
sobre pesquisa envolvendo seres humanos, e foi aprovado pelo CEP do IPEC. Este projeto
maior estd registrado no Sistema Nacional de Informagio sobre FEtica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos (SISNEP) — um sistema de informag¢des via Internet
(http://dtr2002.saude.gov.br/sisnep).

A equipe de pesquisadores forneceu a cada participante explicagdes claras dos
objetivos, métodos, beneficios antecipados e riscos potenciais deste estudo. Cada participante
voluntariamente assinou o TCLE aprovado pelo CEP antes da participagdo no estudo. Além
disso, também foi explicado que os participantes tinham o direito de se recusar a participar no
estudo ou de se retirar a qualquer momento por qualquer razdo, sem que isso lhes trouxesse
qualquer tipo de constrangimento ou prejuizo.

O TCLE, em duas vias assinadas, foi obtido antes da realizagdo de qualquer
procedimento relacionado ao estudo, sendo que uma via original foi mantida com os registros
do estudo e a outra via foi entregue ao voluntario.

Este projeto, Resposta Imune a Vacina Contra A(HINI)pdm09 Constituida por Virus
A/California/7/2009, Fracionados, Inativados e com Adjuvantes, em Adultos, com Certificado
de Apresentagio para Apreciagio Etica (CAAE) 0128.0.031.009-11, foi submetido ao CEP da
Escola Nacional de Saude Publica Sergio Arouca (ENSP) da FIOCRUZ, onde recebeu o

numero de protocolo 124/11 e foi aprovado em 1° de junho de 2011.
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5. Resultados

5.1. Imunogenicidade

Seguindo a ordenagdo definida no item 4.6 Procedimentos do Estudo, no periodo de 11 de
mar¢o a 7 de junho de 2010 foi realizada a triagem (consulta de triagem) dos voluntarios do
que foi chamado grupo de controle do estudo principal. Neste momento foram considerados
como passiveis de inclusdo 71 participantes.

Num segundo momento, na consulta de vacina¢dao anti A(HIN1)pdm09, entre 16 de
mar¢o ¢ 22 de junho de 2010 foi feita a inclusdo de 70 voluntarios na pesquisa, pois houve
uma perda.

Os 71 voluntérios que foram considerados como aptos a inclusdo na pesquisa formam
um grupo composto por 25 homens (35,2%) e 46 mulheres (64,8%).

O grupo incluido apresentava mediana de 33,7 anos (minima de 21,3 anos ¢ maxima

de 59,2 anos) e média de 37,3 anos (DP: 10,5 anos) (Figura 2).
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Figura 2 Idade dos voluntarios no dia da vacinagao.
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O peso dos voluntarios aferido no dia da consulta de triagem tinha mediana de 72kg
(minimo de 49kg; maximo de 124,5kg), e média igual a 73,8kg (DP: 15,5kg). O IMC
(peso/altura®) tinha mediana de 26,3 (minimo de 18,2; maximo de 40,8) e média igual a 26,2
(DP: 4,6) (Figura 3). Considerando-se IMC por faixas, encontramos 29 voluntarios (40,8%)
com IMC até 24,9kg/m” (baixo peso e normal), 32 voluntarios (45,1%) com IMC entre 25,0 ¢
29,9kg/m* (sobrepeso) e 10 voluntarios (14,1%) com IMC igual ou maior do que 30,0kg/m’
(obesidade).
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Figura 3 Frequéncia do indice de massa corporal (IMC: kg/m?) dos voluntarios no dia da

vacinacao.
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Em relagdo a varidvel tabagismo, encontramos 52 voluntarios (73,2%) que nunca
fumaram, 10 voluntarios (14,1%) eram ex-fumantes e 9 voluntarios (12,7%) eram fumantes.

Como resultado da sorologia prévia a vacinagdo, evidenciou-se que 16 dos voluntarios
(22,9%), 1C95% (12,9-32,9) ja apresentavam niveis de anticorpos contra A(HIN1)pdm09
iguais ou maiores que 1:32 (soroprotecdo), e 54 (77,1%), IC 95% (67,1-87,1) nao tinham a
mesma prote¢do (Figura 4 e Tabela 1). A propor¢do era um pouco maior em individuos até 40
anos de idade, porém sem significancia estatistica (p = 0,671). Os homens apresentaram
proporc¢ao de soropositividade um pouco menor também sem significancia estatistica (Tabela
2; p = 0,309). Um voluntario desistiu de participar antes da coleta de sangue para sorologia

prévia a vacinagao.
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Figura 4 Logaritmo (base 10 — log 10) dos titulos (reciproca da diluicao) de anticorpos
contra A(HIN1)pdmO09, nos voluntarios antes da vacinagdo — método de inibicdo da

hemaglutinagao.

25=

20=

-
i
[

Frequéncia

-
[=]
I

1 | |
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50

Log dos titulos no dia zero

Nota: a linha vertical no eixo das abscissas indica o valor limite de soroprote¢ao (reciproca da
diluigdo 1:32).

Tabela 1 Soroprotecdo anterior a vacinagdo, segundo idade.

Soroprotecio no dia zero Idade (anos) Total
Menor que 41 41 ou mais
Nido
n 34 20 54
% 75,6 80,0 77,1
Sim
n 11 5 16
% 24,4 20,0 22,9
Total
n 45 25 70
% 100,0 100,0 100,0
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Tabela 2 Soroprotegdo anterior a vacinacao, segundo sexo.

Soroprotecio no dia zero Sexo Total
Masculino Feminino
Nido
n 21 33 54
% 84,0 73,3 77,1
Sim
n 4 12 16
% 16,0 26,7 22,9
Total
n 25 45 70
% 100,0 100,0 100,0

A primeira coleta pos-vacinal (21 dias) foi feita com algumas variagdes cronologicas:

44,9% ocorreram na data prevista, 27,5% entre 22 e 23 dias apds a vacina e¢ as demais

distribuidas até o maximo de 36 dias (1 coleta).

As amostras de sangue coletadas na consulta de 21° dia pos-vacinal foram obtidas para

67 voluntarios, e mostraram soroconversao de 74,6% dos voluntérios, IC 95% (63,4-85,4).

Coerentemente, a distribuicdo dos titulos mostra um deslocamento para a zona de

soroprotecdo do dia zero para o dia 21, mantido no dia 42 (Figura 5). A propor¢do de

soroconversao foi maior nas mulheres e nos mais velhos, sem significancia estatistica (Tabela

3). As diferengas segundo categorias de IMC e tabagismo eram de pequena magnitude e sem

significancia estatistica.
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Figura 5 Titulos pré-vacinais, 21 dias pos-vacinais e 42 pos-vacinais.
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Tabela 3 Soroconversao apos 21 dias, segundo covaridveis selecionadas.

Variaveis Soroconversao Valor de p
Sim Nio
n (%) n (%)

Sexo

Feminino 34 (81,0) 8(19,0)

Masculino 16 (64,0) 9 (36,0)

Total 50 (74,6) 17 (25,4) 0,123
Idade (anos)

Até 41 29 (69,0) 13 (31,0)

41 ou mais 21 (84,0) 4(16,0)

Total 50 (74,6) 17 (25,4) 0,174
IMC (kg/m®)

Até 24,94 21 (75,0) 7(25,0)

24,95 a 29,94 21(72,4) 8(27,6)

>29,95 8 (80,0) 2(20,0)

Total 50 (74,6) 17 (25,4) 0,892
Tabagismo

Nunca fumaram 35 (72,9) 13 (27,0)

Ex-fumantes 8 (80,0) 2(20,0)

Fumantes 7(77,7)  2(22,2)
Total 50 (74,6) 17 (25,4) 0,872

IMC: indice de massa corporal.

Considerando soroconversdo como variavel resposta, aplicou-se um modelo de

regressao logistica onde entraram como variaveis explanatorias sexo e idade categorizada. As

outras varidveis, tabagismo e IMC, ndo entraram no modelo, pois apresentaram p > 0,20

(Tabela 4). No modelo observa-se que mesmo nao sendo significantes estatisticamente as OR

encontradas apresentam grande magnitude.

Tabela 4 Variaveis relevantes do modelo logistico multivariado para soroconversido no dia

21 pos-vacinal.

Variaveis OR 1C95% OR ajustado 1C95%
Sexo (masc) 2,39 0,73-7,35 2,29 0,74-7,14
Idade (< 41lanos) 2,35 0,67-8,24 2,24 0,63-7,99

1C95%: intervalo de 95% de confianca; OR: odds ratio.

No dia zero, encontramos 50 voluntarios, 71,4% com titulos maiores ou iguais a 1:8,

isto ¢, soropositividade prévia. Destes 50 voluntarios, 16 (22,8%) estavam soroprotegidos.
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Ao cruzarmos os dados de soroprotecdo no dia zero com soroprotecao no dia 21,
observa-se que dos 51 voluntarios que nio estavam soroprotegidos no dia zero, 40 (78,4%)
passaram a estar soroprotegidos no dia 21.

Dez dos 18 voluntarios soronegativos (titulo < 1:8) antes da vacina¢do permaneceram
sem anticorpos detectaveis pelo teste de hemaglutinagdo. Dos 33 voluntarios com anticorpos
detectaveis com titulos de abaixo do nivel de soroprote¢do (1:32 > Titulo > 1:8), somente 2
ndo apresentaram variacdo dos titulos de 4 vezes ou mais (soroconversdo) embora um deles

tenha alcangado niveis de soroprotecao (Quadro 4).

Quadro 4 Comparagdo entre titulos pré e pds-vacinais.

Dia zero Dia 21 Total
4 | 8(16|32|64|128 256|512 |1.024

4 10 {0020 2 3 1 0 18
8 0 ]0|0|0|2] 4 6 1 0 13
16 O oL |1|2]5 8 3 0 20
32 0 ]0O0OJO|O0] O 1 2 1 4
64 0O |0O|T|O0OL0] O 3 1 1 6
128 O (000|111 1 1 1 5
256 0 |]0j0O]O0|O0]| 1 0 0 0 1
Total 100213513 ,22] 9 3 67

Na primeira sorologia pos-vacinal, a média geométrica dos titulos (MGT) aumentou
7,7 vezes comparada a MGT pré-vacinal.

O aumento na MGT observado na primeira amostra de sangue ap6s a vacina (dia 21)
foi substancial, um pouco maior na segunda coleta (dia 42) e um pouco menor apds 6 meses
(Tabela 5). No dia 42 a MGT nos voluntdrios mais velhos foi muito superior a dos mais
jovens, embora os intervalos de confianca indiquem que a diferenca ndo foi estatisticamente

significativa.
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Tabela 5 Titulos médios geométricos estratificados por faixa etaria e razao pds e pré-vacinal

Tempo/Faixa etaria Titulos médios geométricos Razao das médias geométricas
(IC95%) (I1C95%)
Dia zero (n=70)
<41 anos 13,5 (9,8-19,6)
> 41 anos 13,1 (9,3-19,5)
Total 13,4 (10,6-17,5)
Dia 21 (n = 68)
<41 anos 103,8 (62,0-166,0) 7,1 (4,4-11,5)
> 41 anos 114,5 (57,6-198,0) 8,7 (5,1-14,1)
Total 107,6 (73,0-155,3) 7,6 (5,4-10,9)
Dia 42 (n = 65)
<41 anos 105,7 (58,6-184,8) 7,3 (4,2-12,8)
> 41 anos 178,5 (92,0-330,9) 13,5 (6,5-26,7)
Total 129,3 (80,1-200,3) 9,3 (6,1-14,3)
6 meses (n = 61)
<41 anos 94,8 (61,0-143,7) 6,3 (3,5-10,9)
> 41 anos 85,4 (62,0-122,5) 6,9 (4,2-11,5)
Total 91,0 (68,1-122,0) 6,9 (4,4-9,7)

Na anadlise dos preditores do titulo (log 10) de anticorpos apos 21 dias de vacinagdo, a
idade, o IMC e o tabagismo ndo se mostraram covaridveis relevantes. No modelo
multivariado (regressdo linear) o nivel de anticorpos pré-vacinais foi a variavel explanatéria
mais importante, ajustada para sexo (Tabela 6).

A intensidade da resposta imune a vacinacdo foi explicada em parte pelo nivel de
anticorpos prévios. No conjunto das covaridveis s6 duas mostraram efeitos tanto na
soroprotecdo quanto no nivel de anticorpos pos-vacinais: nivel dos anticorpos pré-vacinais e

sexo (Tabela 6).

Tabela 6 Variaveis relevantes do modelo linear multivariado para log 10 dos titulos do dia

21 pos-vacinal.

B bruto B ajustado Valor de p

Intercepto 1,045 0,0
Log titulos pré-vacinais 0,661 0,453 0,0
Sexo (masculino-feminino) 0,361 0,249 0,022

Nota: com estas varidveis, obtemos a equagdo: log titulo no dia 21 = 1,045 + 0,453 log do

titulo pré-vacinal + 0,249 sexo.
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Observando a Figura 6, verifica-se que a correlacao dos titulos pré e pds-vacinais nao
parece bem representado por uma linha reta. A discreta tendéncia de aumento no titulo pos-

vacinal ¢ mais nitida até o nivel de soroprotecdo (1,5) quando os niveis pos-vacinais se

estabilizam.

Figura 6 Correlacdo entre o log dos titulos de anticorpos no dia 21 e o log dos titulos pré-

vacinais estratificados por sexo.
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5.2. Reatogenicidade

Os eventos adversos referidos pelos voluntérios, no local de inje¢cao da vacina foram: dor (n =
61), eritema (n = 7), edema (n = 10) e outras reacdes locais (lesdo vesicular e endurecimento
local; n = 4). Estes eventos adversos eram de intensidade leve ou moderada, na grande

maioria dos casos (Figura 7).
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Figura 7 Frequéncia de eventos adversos no local da injecdo da vacina, segundo tipo e

mtensidade.
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Os eventos adversos sistémicos relatados foram: dor de cabeca (n = 5), mialgia (n = 7),
febre (n = 4), astenia (n = 1), calafrios (n = 1), ndusea (n = 3), tosse (n = 2), espirros (n=2) e
vertigem (n = 1). Apenas 2 episodios (1 cefaleia e 1 mialgia) foram considerados de maior

gravidade (Figura 8).
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Figura 8 Frequéncia de sinais e sintomas apds a injecdo da vacina, segundo tipo e

intensidade.
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Eventos adversos relacionados a sindrome gripal ocorreram até 24 semanas depois da

vacina¢do. Foram relatados 12 episddios, sendo 2 de grau 1 e 10 de grau 2.
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6. Discussao

De modo geral, estudos de poOs-comercializacdo geram informagdo relevante para
complementar os estudos clinicos que embasam o licenciamento de farmacos e
imunobiologicos. No caso da vacina contra A(HIN1)pdm09, o processo acelerado de testes
de campo e licenciamento, imposto pela conjuntura epidemiolégica, propiciava uma avaliagdo
da imunogenicidade e segurangca em uma populacdo e em contextos diferentes daqueles em

que a vacina havia sido testada.

6.1. Sorologia prévia

Na coleta realizada antes da vacina para verificacdo de imunidade prévia encontrou-se 22,9%
dos voluntarios soroprotegidos, sem grande diferenca entre as faixas etarias. Estes resultados
sdo compativeis com os dados sobre a circulagdo do virus e com estudos anteriores
apresentados abaixo. As amostras para este estudo foram depois da primeira onda, e sdo
provenientes de profissionais da saude que poderiam ter tido contato com o virus, tanto no seu
ambiente de trabalho quanto no seu dia a dia. Além disso, estes profissionais tém acesso a
vacinagao anual contra a influenza sazonal.

A imunidade preexistente para o virus A(HIN1)pdm09 ainda ¢ um assunto pouco
conhecido. Alguns estudos iniciais sugerem que no caso de criangas com menos de 10 anos de
idade pode ser baixa ou inexistente, mas para adultos com mais de 60 anos pode haver
presenca de anticorpos reativos o que pode estar associado a uma prévia infec¢do por
influenza ou uma recente vacinagio contra influenza sazonal *’.

Greenberg et al. *® em um estudo na Australia com adultos saudaveis, com faixas
etarias de 18 a 49 anos e 50 a 64 anos, usando o ensaio de inibi¢do de hemaglutinagdo
encontraram 26,8% de individuos com imunidade prévia, sendo que em maior nimero na
faixa etaria menor.

Zhou et al. *°, num estudo para determinar a soroprevaléncia de anticorpos contra a
influenza A(HIN1)pdm09 em Hong Kong, China, em profissionais da saude, encontraram
12% com titulo > 1:40 (neutralizagdo). Eles compararam este resultado com amostras de
doadores da comunidade. Este estudo foi realizado depois da primeira onda da influenza
pandémica no local e os pesquisadores ndo tinham amostras pré-pandemia dos profissionais
da saude para comparar. As amostras da comunidade no mesmo periodo apresentaram

resultados proximos aos dos profissionais de saude.
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Tkematsu et al. *°, avaliando uma vacina com a mesma composicdo que a deste estudo
em uma populacdo de faixa etaria semelhante, no Japao, encontraram, antes da vacinagao,
44% de soropositividade e 6% de soroprote¢do. Os autores propuseram duas explicacdes
alternativas: exposi¢do a cepas de HINI com epitopos similares que tenham circulado antes

de 2009 ou infecgdes assintomaticas com o virus pandémico a época do estudo.

6.2. Soroconversao

A soroconversao de 74,6% observada no estudo esta dentro da faixa esperada para promover a

imunogenicidade de acordo com os 6rgdos regulatorios (> 70%). Entretanto, Yin et al. '®

numa revisao sistematica encontraram 93,8% (IC95%: 79,1-98,4) de soroconversdo ap6s uma
dose de vacina com adjuvantes MF59 ou AS03 em adultos de 18 a 60 anos. Eles apontam
como uma das limita¢des do seu trabalho a possivel variabilidade inter-laboratérios na medida
dos anticorpos.

O titulo médio geométrico do dia 21 pos-vacinal foi de 107,6 (IC95%: 73,0-155,3)
com razao de média geométrica de 7,6 (IC95%: 5,4-10,9). Foram encontrados valores maiores
230,3 (IC95%: 177,7-298,4) e razdo de 26,3 (1C95%: 20,6-33,5) com uso da mesma vacina 28

Segundo dados do estudo original, ainda ndo publicados, nos grupos de voluntarios
HIV positivos apds a segunda dose da vacina a soroconversdo encontrada foi de 77.2% e
83.8% usando dose simples e dupla respectivamente.

Idealmente, a frequéncia de gripe A(HINI1)pdmO9 confirmada informaria sobre
eficacia da vacina, mas a circulacdo viral diminuiu em 2010, comparada a de 2009 e a
capacidade protetora da vacina ndo foi totalmente posta a prova. A avaliacdo de
eficacia/efetividade foi limitada. A vigilancia epidemiologica no Brasil detectou a circulagdo
de influenza A H3N2 e B, mas ndo do virus A(HIN1)pdm09 concomitantemente em 2010 ',
A redugdo da circulagdo do A(HIN1)pdm09 nos leva a crer que o aumento da imunidade esté
restrito a agdo imunogénica induzida pela vacina.

Nosso estudo usou inibicdo da hemaglutinacdo, com heméceas de cobaio, considerado
o método convencional para avaliar a soroconversdo. Nao foram realizados testes de
microneutralizacdo para comparar e¢/ou validar os resultados.

O método de inibicdo da hemaglutinagdo apresenta uma longa histéria de uso na
pesquisa e na vigilancia da influenza, usa equipamentos simples, ndo requer muito tempo e
pode ser validado. Em contrapartida, a sensibilidade do virus aos inibidores ndo especificos

varia muito, a interpretacdo do end point (formagdo de um botdo ou halo nos pogos
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correspondentes a hemaglutinacdo) pode variar de observador para observador, e em alguns
casos pode haver variagdo inter-laboratorial na resposta ao mesmo soro 2. A confianca nos
resultados depende da pesquisa continua para melhorar as técnicas dos ensaios, da
implementa¢do de medidas de qualidade como validagdes de métodos e desenvolvimento de
novos padrdes *.

Como observado no Quadro 4, trés voluntarios no nosso estudo apresentaram titulos
pos-vacinais inferiores aos titulos pré-vacinais, sugerindo que além de ndo terem se
beneficiado da vacinagdo (um deles tinha titulo de 1:128 antes da vacinagdo), podem ter
apresentado flutuagdes dos titulos ou falha do teste sorologico (em um deles o titulo pos-
vacinal foi 4 vezes menor). Estas flutuacdes e/ou falhas metodologicas também poderiam,
teoricamente, explicar uma parte do aumento dos titulos, ou seja, a soroconversdo estaria
inflada por uma pequena margem de erro.

O método de inibicdo da hemaglutinagdo tem sido usado como padrio no
licenciamento das vacinas. A correlagdo entre um titulo de inibicdo da hemaglutinagdo de
pelo menos 1:40 e soroprote¢do ¢ baseada na observacdo de que um titulo de 1:42 para
A(HIN1)pdm09 promove 50% de prote¢io contra infecgdo **. Anteriormente, Hobson et al. >
haviam determinado que uma inibicdo da hemaglutinacdo com titulo maior que 1:96 era
necessario para completa protecdo contra influenza A e B.

Coudeville et al. **, usando um modelo de inferéncia bayesiano, observaram uma
relacdo positiva entre os titulos de inibicdo de hemaglutinagdo e a protecdo clinica conferida
pela vacina. Mesmo considerando as limitagdes existentes na obtengdo dos dados usados nos
modelos, eles puderam demonstrar que existe a possibilidade de predizer a eficacia de vacinas
de influenza inativadas quando somente os dados de imunogenicidade estdo disponiveis.

Outro método utilizado em estudos epidemioldégicos, bem como na avaliagdo da
imunogenicidade das vacinas de influenza ¢ a microneutralizagdo um ensaio altamente
sensivel e especifico para a deteccdo de anticorpos neutralizantes para o virus da influenza.
Este teste pode responder de forma precisa se o individuo possui ou ndo anticorpos capazes de
neutralizar a a¢io de uma determinada cepa viral >.

A microneutralizacdo da a medida dos parametros funcionais imunologicos e detecta
outros componentes antigénicos relevantes na prote¢do da imunidade que podem ndo estar
ligados diretamente aos receptores. Este também ¢ um método com potenciais limitagdes
como a dificuldade em comparar resultados entre diferentes laboratérios .

O ensaio de microneutralizagdo quando realizado de forma convencional ¢ trabalhoso

e demorado, mas utilizando placas de microtitulo combinado com ELISA, o resultado ¢ dado
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em dois dias. Inicialmente o virus ¢ misturado com dilui¢des de soro e incubado, depois a
mistura ¢ inoculada no sistema hospedeiro apropriado e incubada novamente. No dia seguinte
¢ realizado o ELISA para detectar células infectadas. A auséncia de infectividade corresponde
a uma reacdo de neutralizacdo positiva e indica a presenca de anticorpos especificos na
amostra analisada .

A microneutralizacdo é um método mais sensivel, mas nao esta sendo correlacionado
com prote¢do da mesma forma como a inibi¢do da hemaglutinago 33,

Os pesquisadores se dividem na escolha sobre a utilizacdo dos métodos para definir a
soroconversdo. Yin et al. '*, numa revisio sistematica e meta-analise sobre a imunogenicidade
e seguranca das vacinas contra A(HIN1)pdm09, sé incluiram estudos que usaram o teste da
inibicdo da hemaglutinagdo justificando como sendo este o0 método usado no licenciamento
das vacinas e o que esta associado a prote¢do clinica da vacina.

Zhou et al. ¥

, num estudo realizado em Hong Kong, usaram o ensaio de
microneutralizacdo como padrdo por considerar este mais sensivel do que o de inibi¢ao da
hemaglutinacao.

1. *°, ao determinarem a sensibilidade e especificidade dos ensaios

Vequila et a
sorologicos para deteccdo de infeccdo humana pelo A(HIN1)pdm0O9, concluiram que a
inibicdo de hemaglutinagdo ¢ mais especifica para detectar anticorpos contra A(HIN1)pdm09
e o método da microneutraliza¢do ¢ mais sensivel principalmente para detectar titulos baixos
de soroconversao.

Grund et al. *’ testaram 43 pares de soros obtidos em 2009, antes ¢ 21 dias apos
vacinacdo com Pandemrix (GSK, Londres, Inglaterra), usando o método de inibicdo da
hemaglutinagdo, o teste de microneutralizacao (Elisa-MNT) e o método colorimétrico de
microneutralizacdo. O objetivo era comparar os titulos médios geométricos e o aumento dos
titulos depois da vacinagdo. Concluiu-se que os trés métodos apresentaram taxas similares de
soroconversao para os pares de amostras analisadas. O teste de microneutralizagdo pareceu ser
o melhor para comparar os titulos geométricos pré e pds-vacinais, pois o estudo demonstrou
que titulos pos-vacinais, aumento nos titulos e amplitude dos titulos foi maior neste do que
nos outros métodos. O método colorimétrico de microneutraliza¢do, por ser menos trabalhoso,
foi considerado mais uma ferramenta para ser usado nas amostras de ensaios clinicos.
Comparando os trés métodos em relagdo ao custo, o método de inibi¢do da hemagutinagdo
seria o de menor custo, o que ¢ mais um motivo de escolha para ser usado em estudos de

coorte onde temos muitas amostras.
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Papenburg et al. ** avaliaram os métodos de microneutralizagio e inibigio de
hemaglutinagdo comparando os resultados obtidos com resultados confirmados por PCR (RT-
PCR). Nesta comparacao, microneutralizagdo apresenta maior nivel de concordancia com RT-
PCR do que a inibicdo da hemaglutina¢do (kappa = 0,69 versus kappa = 0,60) e maior
sensibilidade (83% versus 71%; p = 0,016). O ensaio de inibicdo de hemaglutinacdo usou
hemacea de peru e o autor afirmou que o uso de outro tipo de hemacea pode nio garantir a
mesma performance do teste.

A sensibilidade do teste da inibicdo da hemaglutinagdo pode ser baixa, no caso de
soropositividade ser definida como titulo > 1:40, comparando com RT-PCR. Papenburg et al.
38 encontraram 60,3% (IC95%: 46,6-72,7). Esta condigdo produz um niimero maior de falsos
negativos em relagdo a soroconversdo, pois poderemos ter individuos que soroconverteram
classificados como negativos.

Hobson et al. ** mostraram a correlagio entre os titulos obtidos no HAI e a protegdo
conferida contra a infec¢cdo. No caso de A(HIN1)pdmO09 considera-se 1:32 como o possivel
correlato sorologico de protegdo. Ainda ndo foi estabelecido correlato de prote¢do para os
titulos de microneutralizacao.

A propor¢ao de individuos considerados protegidos vai depender do correlato de
prote¢do que ainda ndo estd totalmente definido para esta nova cepa de influenza, mas pode
ser relacionado a presenga de anticorpos funcionais *°.

Os dois métodos sorologicos medem os anticorpos neutralizantes, havendo uma
correlagdo positiva entre eles. O método da microneutralizagdo detecta uma gama maior de
anticorpos neutralizantes, sendo assim apresenta titulos maiores e consequentemente
considera mais individuos protegidos. O método da inibi¢do da hemaglutinagdo nos da
estimativas mais conservadoras sobre a soroprotecio .

A maior parte dos trabalhos publicados que apresentam resultados de soroconversao
para vacinas contra A(HINI)pdm09, mostra valores maiores do que os que foram
encontrados neste estudo.

E dificil fazer uma comparagdo entre estes estudos, pois existem varios tipos de
vacina, com e sem adjuvante, adjuvantes diferentes, concentragdes diferentes, populagdes
com sorologia prévia diferente (estudos realizados antes, durante e apds a onda da pandemia).
Os métodos laboratoriais para detectar soroconversdo variaram entre microneutralizagdo e
inibicdo de hemaglutinagdo (este também com adaptagdes locais e uso de hemaceas

diferentes: peru, frango, cobaio).
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Estas questdes limitam a comparabilidade dos resultados e a avaliagdo de que os
resultados deste estudo nao sdo coerentes com a potencial eficacia da vacina aplicada.

Yin et al. '® num trabalho de revisdo sistematica e metandlise sobre o resultado das
vacinas pandémicas aplicadas em populagdo saudavel mostrou que estas com ou sem
adjuvantes geralmente sdo capazes de induzir a soroprote¢do com uma dose € sdo seguras
entre pessoas saudaveis com idade maior do que 36 meses. Criancas com idade entre 6 e 36
meses necessitam duas doses de vacinas sem adjuvante ou uma dose de vacina com adjuvante
AS03A/B para garantir a soroprotecao.

Embora nossos resultados sejam provenientes de um estudo clinico, podemos avalia-
los como os de uma coorte de fase IV, um estudo de farmacovigildncia de uma nova vacina.

Neste caso, para tentar verificar possiveis causas para o resultado obtido se poderia:
(1) reanalizar as amostras de sangue por outro método e comparar as diferencas entre os
titulos médios geométricos encontrados; (2) rastrear os lotes de vacina utilizados no estudo
junto ao PNI e verificar a existéncia de notificagdes de eventos adversos ou queixas técnicas
sobre os mesmos ¢; (3) fazer um novo estudo de acompanhamento, incluindo mais voluntarios
e ampliando a faixa etéria.

Outros fatores que poderiam limitar o desempenho da vacina, como falhas no manejo
e conservagao das vacinas, sdo improvaveis, considerando a estrutura de rede de frio existente

e a capacitacao dos recursos humanos para vacinagao.

6.3. Reatogenicidade

Entre dezembro de 2009 e agosto de 2010 as agéncias regulatorias européias disponibilizaram
dados de seguranca atualizados obtidos sobre as vacinas contra A(HINI1)pdm09 com
adjuvantes e sem adjuvantes. A analise destes dados nos permite concluir que o risco-
beneficio de sua utiliza¢ao € positivo, pois a maior parte dos eventos adversos pos-vacinacao
relatados foram de leves a moderados '*.

Os eventos adversos relatados bem como sua intensidade estdo comparaveis aos
descritos por Yin et al. ¥, isto ¢, intensidade de episodios locais e sistémicos variando de leve
a moderada apesar de alguns deles aparecerem em altas propor¢des como dor (88,9%) e febre
¢ dor de cabeca serem os mais comuns em todos os estudos.

Uma fracdo indeterminada destes eventos sistémicos mais comuns (como febre e dor
de cabega) ndo ¢ explicada pela acdo da vacina, isto €, podem ser induzidos por outros fatores

com as mais variadas causas.
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A maior parte dos eventos adversos esperados para esta vacina como dor de cabega,
mialgia, febre, astenia, calafrios, niusea, tosse, espirros e vertigem sdo sinais € sintomas
inespecificos que podem ser explicados por comorbidade.

Assim como na maior parte dos estudos clinicos, o perfil de reatogenicidade ¢ afetado
pelos critérios de exclusio que deixam de fora voluntarios supostamente com maior
propensdo para eventos adversos. Na rotina dos servigos de saude em que a aplicagdo da
vacina ¢ feita em larga escala, em condi¢des ndo tdo controladas como em ambiente de
pesquisa e com menos restricdes, a frequéncia e tipo de eventos adversos podem ser um

pouco diferentes.
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7. Consideracoes finais

Este estudo mostrou que a vacina aplicada induziu 74,6% de soroconversao nos participantes
do grupo controle. Comparando esta taxa de soroconversdo com a de outros estudos ja
publicados, podemos pensar que ela estd bem menor do que o esperado. Entretanto, para o
registro da vacina, as autoridades regulatérias exigem um minimo de 70% de soroconversao,
o que foi obtido considerando os resultados apresentados.

Precisamos levar em conta algumas das limitagdes deste estudo como o nimero de
participantes (efetivamente 67) o que provavelmente deveu-se a preméncia do tempo
extremamente curto para organizar todo o trabalho da pesquisa. Foi usado o tempo de uma
campanha de vacinagdo definido pelo Ministério da Saude e subordinado a sazonalidade da
pandemia. O estudo usou o calendario proposto pelo Ministério da Saude para vacinar
profissionais da saude (8 a 12 e de 15 a 19 de margo de 2010), o que para uma pesquisa
clinica com critérios de inclusdo e exclusdo que dependem de resultados de exames médicos e
laboratoriais pré-vacinais, fica muito dificil de cumprir. Desta forma, os primeiros voluntarios
entraram no estudo no dia 11 de margo e o ultimo no dia 7 de junho, tempo muito curto para
captagdo de voluntarios.

A validade externa também pode ser limitada. A populacdo do estudo foi composta
por pessoas que trabalham na mesma institui¢do publica no Rio de Janeiro e cumpriu critérios
rigorosos de inclusdo e exclusdo, apesar de termos variagdes na idade, sexo, IMC e outras
caracteristicas que permitem que esta populaciao possa responder a vacina.

A pesquisa foi desenvolvida em um s6 centro e com populagdo reduzida, seriam
necessarios resultados obtidos em outros centros com populagdes diversas: criancas e
adolescentes e idosos, por exemplo, para complementarmos este trabalho.

Seria também muito interessante e complementaria nossos resultados se houvesse sido
constituido mais um grupo de estudo no qual tivesse sido aplicada a vacina sem adjuvante o
que nos possibilitaria a comparacdo dos resultados de imunogenicidade e reatogenicidade
entre as vacinas usadas na campanha nacional.

Ainda ndo temos resultados sobre a eficicia clinica da vacina nem dados suficientes
sobre a doenca para avaliar o resultado desta campanha de vacinacdo no Brasil, mesmo
porque, a circulacdo viral esteve reduzida nesta época no pais. A efetividade da vacina
poderia ser inferior aos niveis de soroconversao, dependendo do antigenic match.

A campanha de vacinacdo foi desencadeada como resposta a pandemia e aplicou

vacinas que foram rapidamente desenvolvidas para tentar minimizar os danos. Avaliando os
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resultados em termos da satide publica, a vacina produziu resultados importantes. No nosso
estudo encontramos 22,9% dos voluntdrios soroprotegidos antes da aplicagdo da vacina.
Dentre os que ndo estavam soroprotegidos houve 74,6% de soroconversao. E, também
importantissimo considerando-se a satide publica, 6 meses apos a vacinagao os titulos médios
geométricos mantinham-se num patamar elevado comparados aos titulos médios geométricos
de 21 dias pos vacinais.

Os resultados da campanha vacinal foram tdo significativos que o virus
A/California/07/2009 (HIN1pdm09) foi incluido na composi¢do da vacina sazonal contra
influenza a ser aplicada em 2011 e 2012.

Outra questao importante a ser discutida é a necessidade de métodos laboratoriais de
maior acurdcia para permitir avaliagdes precisas do desempenho que ndo dependam da
deteccdo de casos confirmados.

Os dois métodos mais utilizados para determinar respostas significativas sobre os
titulos de anticorpos induzidos pela vacina, a inibicdo da hemaglutinacdo e a
microneutralizacdo sdo comparados a todo momento. A microneutralizagdo consegue captar
um nimero maior de anticorpos o que faz com que seus resultados sejam melhores em termos
de soroconversao.

O método da inibicdo da hemaglutinagdo, como vimos no Quadro 4, pode apresentar
resultados menos precisos por suas proprias caracteristicas laboratoriais.

De qualquer forma, seria interessante que todas as amostras de sangue dos voluntarios
fossem analisadas pelos dois métodos e tentasse se estabelecer uma correlacdo entre os
resultados. Enquanto persistirem questionamentos sobre os resultados obtidos por um ou por
outro método, a avaliagdo da imunogenicidade da vacina pode ficar comprometida.

Ha ainda a necessidade de se estabelecer correlatos sorologicos de protecdo para as

novas cepas que estdo surgindo a partir das mutagdes virais para uso em futuras avaliagdes.
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INTRODUCAO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre a vacina contra
a influenza A H1N1, também conhecida sobre gripe suina. Este documento é
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que fornecera a vocé
informacbes sobre a pesquisa. Queremos que vocé conhega os detalhes da
pesquisa antes de decidir se quer ou nao participar. A equipe do estudo
conversara com vocé sobre estas informagdes. Vocé é livre para perguntar, a
qualguer momento, suas duvidas.

A participacédo neste estudo é voluntaria. Se vocé decidir ndo participar, vocé
continuara sendo atendido neste ambulatério, ou seja, sua decisdo nao afetara
seu cuidado médico.

O médico responsavel pela pesquisa no IPEC é a Dra. Beatriz Grinsztejn. Se
vocé concordar em participar deste estudo, uma via assinada desse termo de
consentimento sera mantida pela equipe do estudo e outra ficara com voceé.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

A influenza (ou gripe) causada por um novo virus, o A H1N1 disseminou-se no
mundo em 2009. Como toda pandemia causada por um virus novo, a gripe
suina atingiu milhares de pessoas em todas as regides de mundo, causando
doenca mais grave e mais mortes que a gripe sazonal, aquela que é causada
pelo virus influenza ja conhecido. Como parte dos esforgos para combater essa
nova epidemia foram rapidamente desenvolvidas vacinas contra o novo virus.
O Ministério da Saude do Brasil comprou milhdes de doses dessas vacinas e
planeja-se iniciar a vacinagdo das pessoas que tém maior chance de ter
contato com o virus (por exemplo, os profissionais de saude) e também dos
grupos que tém maiores riscos de terem doenga mais grave (por exemplo,
individuos com imunodeficiéncia, como os que tém infec¢ao pelo HIV). O inicio
da vacinacgao esta planejado para margo de 2010 e espera-se que as pessoas
recebam a vacina antes do comeg¢o do inverso, época em que a disseminagao
da gripe é maior.
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Pesquisas feitas nos ultimos anos com outras vacinas mostraram que em
pessoas com HIV e AIDS a protegao obtida € menor que em individuos que
nao tem a infecgdo. Isso ocorre pois o HIV prejudica o sistema imune do
organismo, que € estimulado pelas vacinas a produzir mecanismos de defesa
contra as doencas. Estas pesquisas com outras vacinas mostram ainda que a
protecdo € menor em portadores do HIV com a imunidade mais prejudicada,
com CD4 (célula de defesa) no sangue menor que 200 células por mm?®. Por
causa disso os portadores do HIV precisam, geralmente, receber doses
maiores e/ou maior numero de doses de vacinas para ficarem protegidos.

A vacina contra o virus influenza A H1N1 é nova. A dose recomendada para
adultos € uma injegao unica de 0,5 mL. Nao se sabe se essa dose é adequada
para pessoas com infecgcao pelo HIV. Estamos fazendo essa pesquisa usando
doses maiores da vacina, para saber qual a dose que deixa os portadores de
HIV tdo protegidos contra a gripe quanto os individuos que nao tém o virus.
Como a vacina é nova, também foi pouco testada na populagédo em geral, em
pessoas sem HIV e AIDS. Por esse motivo a pesquisa incluira também um
grupo de voluntarios HIV negativos, que serdo comparados aos HIV positivos.

Outra descoberta das pesquisas com vacinas é a de que em pessoas com HIV
a protecdo dura menos tempo que nas que nido tém o virus. Para saber se isso
ocorre também com a vacina contra a influenza A H1N1 dosaremos os
anticorpos contra o virus da gripe a cada 2 meses, durante 1 ano apds a
vacina, com o objetivo de saber por quanto tempo as pessoas permanecem
protegidas.

N&o se sabe também se tomar a vacina contra a gripe comum (influenza
sazonal) depois de receber a vacina contra o virus da influenza A H1N1 tem
alguma consequéncia em relagdo a protecdo contra os virus ou a efeitos
colaterais. Para investigar esse aspecto daremos, durante a pesquisa, a vacina
contra influenza sazonal 21 dias apds a primeira dose da vacina contra
influenza A H1N1.

Em resumo, essa pesquisa tem como objetivos determinar:

1. Se doses maiores vacina contra a influenza A H1N1 sdo mais eficazes para
portadores do HIV, resultando em protegao equivalente a dose recomendada
para a populagado em geral;

2. Se a protegao dada pela vacina a pessoas com infecgdo pelo HIV é a
mesma com CD4 acima ou abaixo de 200 células por mm?;

3. Se doses maiores da vacina produzem mais efeitos colaterais que a dose
unica;

4. Quanto tempo depois de receber as doses maiores da vacina os HIV
positivos continuam com anticorpos contra a gripe no sangue, comparados com
pessoas HIV negativas que receberam dose Unica da vacina;

5. Os efeitos protetores e colaterais da vacina contra a influenza sazonal
aplicada apods a vacina contra influenza A H1N1 em voluntarios HIV negativos e
positivos.
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POR QUE VOCE ESTA SENDO CONVIDADO A PARTICIPAR DESTE
ESTUDO?

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo por ter indicacdo de
receber vacina contra a influenza A H1N1 e:

- Ter infecgao pelo HIV

ou

- Nao ter infecgao pelo HIV (nesse caso vocé participara do estudo para que a
resposta a vacina seja comparada a resposta dos HIV positivos, ou seja, vocé
fara parte do grupo controle)

QUANTAS PESSOAS PARTICIPARAO DESTE ESTUDO?

Participardao desta pesquisa 450 pessoas: 90 voluntarios sem infecgcao pelo
HIV, que serdo convidados dentre os profissionais de saude que procurarem o
IPEC para receber a vacina; 180 pessoas HIV positivas com contagem de CD4
menor ou igual a 200 células por mm? e outras 180 com CD4 maior que 200
células por mm>.

QUANTO TEMPO VOCE FICARA/PARTICIPARA NESTE ESTUDO?

Vocé participara deste estudo durante cerca de um ano e nesse periodo serao
realizadas entre 10 (voluntarios HIV negativos) e 16 consultas (voluntarios HIV
positivos) programadas. Serao feitas consultas extras se durante a participagao
no estudo vocé tiver gripe.

QUE DOSE DE VACINA VOCE RECEBERA?

Se vocé é um voluntario HIV negativo recebera a dose recomendada pelo
fabricante da vacina, ou seja, dose simples unica de 0,5 mL, via intramuscular,
no brago ou na coxa.

Se vocé é um voluntario HIV positivo recebera um de dois diferentes esquemas
de vacinagéo:

1. Duas doses simples (0,5 mL) de vacina, com 21 dias de intervalo entre cada
Ou

- duas doses duplas (1 mL) de vacina, com 21 dias de intervalo entre cada.
Todos os voluntarios (HIV negativos e positivos) receberdo também vacina
contra a gripe comum (influenza sazonal) no 21° dia de estudo, ou seja, 21 dias
depois da dose unica (HIV negativos) ou da 12 dose (HIV positivos) de vacina
contra a influenza A H1N1.

COMO SERAO ESCOLHIDOS OS DIFERENTES ESQUEMAS DE DOSES DE
VACINA CONTRA INFLUENZA A H1IN1 QUE SERAO DADOS AOS
VOLUNTARIOS HIV POSITIVOS?

O esquema de doses de vacina a ser dado aos voluntarios HIV positivos sera
feito de forma aleatdria, por sorteio. Tanto vocé quanto a equipe da pesquisa
saberao qual o esquema sorteado apenas no dia da 12 dose de vacina. Esse
sorteio sera feito de forma a garantir que um numero igual de voluntarios com
CD4 < a 200 celss/mm® a com CD4 > 200 cels/mm® participem dos dois
diferentes esquemas de vacinagao. Vocé tem chances iguais de cair no grupo
que recebera duas doses simples ou duas doses duplas da vacina.
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O QUE VOCE DEVE FAZER SE DECIDIR PARTICIPAR DESTE ESTUDO?
Se vocé participar do grupo controle (voluntarios HIV negativos)

Vocé vira a 10 consultas programadas durante o ano de participagdo na
pesquisa. Na primeira consulta sera feito um questionario sobre sua saude, um
exame fisico, alguns exames para saber como esta sua saude e uma sorologia
anti-HIV, por teste rapido, para saber se vocé € ou nao portador do virus (para
fazer estes exames serao colhidos cerca de 40 mL de sangue, equivalentes a 2
colheres de sopa). A sorologia sera acompanhada por aconselhamento pré e
pos-teste. Se seu resultado for positivo vocé nédo podera participar desta
pesquisa, sera encaminhado para acompanhamento médico no IPEC ou em
outro local que seja mais conveniente para voceé,

Na segunda consulta do estudo, realizada 1 a 20 dias apos a anterior, sera
feito outro questionario sobre sua saude, exame fisico e serdo colhidos cerca
de 40 mL de sangue para pesquisar anticorpos contra o virus da influenza A
H1N1 no seu organismo (exame chamado sorologia) e para estudar como suas
células de defesa reagem ao virus da influenza (estudo da imunidade celular).
Nessa consulta vocé recebera a aplicacdo da vacina contra a influenza A H1N1
e ficara no IPEC por mais ou menos 1 hora, para observar se aparecem efeitos
colaterais. Vocé recebera nesse dia um diario, para levar para casa e anotar
tudo o que sentiu e os medicamentos que tomou.

Um profissional da equipe da pesquisa telefonara para vocé um e sete dias
apos a 12 dose da vacina, para saber se vocé teve algum problema de saude.
Os telefonemas serao feitos para os numeros que vocé fornecer e em horarios
combinados.

A terceira consulta da pesquisa sera feita 21 dias depois da primeira dose.
Nessa consulta serao feitos novamente questionario, exame fisico, sorologia e
estudo de imunidade celular. Vocé recebera a a vacina contra influenza
sazonal e ficara uma hora no IPEC para observar os efeitos colaterais. Vocé
devolvera o diario preenchido e recebera um novo.

Um profissional da equipe da pesquisa telefonara para vocé um e sete dias
apos essa consulta, para saber se vocé teve algum problema de saude. Os
telefonemas serdo feitos para os numeros que vocé fornecer e em horarios
combinados.

A quarta consulta da pesquisa sera feita 21 dias depois da vacina contra
influenza sazonal. Nessa consulta serao feitos novamente questionario, exame
fisico, sorologia e estudo de imunidade celular. Vocé devolvera o diario
preenchido.

Depois da quarta consulta vocé vira ao IPEC mais 6 vezes, a cada dois meses
depois da vacina contra influenza A. Nestas consultas de dois meses serao
feitos questionarios sobre sua saude, um exame fisico se vocé tiver algum
problema de saude, sorologia para influenza A H1N1 (todas as consultas) e
estudo da resposta imune celular (meses 6 e 12). Em cada uma destas
consultas serdo colhidos 20 mL de sangue, equivalentes a uma ou colher de
sopa.

Se vocé interromper sua participagdo na pesquisa a qualquer momento antes
da ultima consulta sera feita uma avaliagao final, com coleta de 40 mL de
sangue, questionario sobre sua saude e exame fisico.

Se durante o estudo vocé tiver quadro de doenga respiratorio (febre de 38°C ou
mais, com tosse e qualquer outro sintoma) devera vir ao IPEC o mais breve
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possivel, para uma consulta extra. Nessa consulta faremos uma avaliagao
meédica de sua doenca e colheremos amostras de material de seu nariz e da
sua garganta, para saber qual microorganismo esta causando o quadro. Vocé
recebera o tratamento recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil para
quadros gripais.

Se vocé for do grupo de HIV positivos

Vocé vira a 16 consultas programadas durante o ano de participagdo na
pesquisa. Na primeira consulta sera feito um questionario sobre sua saude, um
exame fisico, alguns exames para saber como estd sua saude e uma
contagem de CD4 para saber como estd sua imunidade (para fazer estes
exames serao colhidos cerca de 40 mL de sangue, equivalentes a 2 colheres
de sopa).

Na segunda consulta do estudo, realizada 1 a 20 dias apos a anterior, sera
feito outro questionario sobre sua saude, exame fisico e o sorteio para saber
qual esquema de vacinagao vocé recebera. Além disse, serdo colhidos cerca
de 40 mL de sangue para dosar a quantidade de HIV no seu sangue (carga
viral do HIV), para pesquisar anticorpos contra o virus da influenza A HIN1 no
seu organismo (exame chamado sorologia) e para estudar como suas células
de defesa reagem ao virus da influenza (estudo da imunidade celular). Nessa
consulta vocé recebera a primeira aplicacdo da vacina contra a influenza A
H1N1 e ficara no IPEC por mais ou menos 1 hora, para observar se aparecem
efeitos colaterais. Vocé recebera nesse dia um diario, para levar para casa e
anotar tudo o que sentiu e os medicamentos que tomou.

Um profissional da equipe da pesquisa telefonara para vocé um e sete dias
apos a 12 dose da vacina, para saber se vocé teve algum problema de saude.
Os telefonemas serao feitos para os numeros que vocé fornecer e em horarios
combinados.

A terceira consulta da pesquisa sera feita 21 dias depois da primeira dose.
Nessa consulta serdo feitos novamente questionario, exame fisico, carga viral
do HIV, contagem de CD4, sorologia e estudo de imunidade celular. Vocé
recebera a 22 dose de vacina contra a influenza A H1N1, a vacina contra
influenza sazonal e ficara uma hora no IPEC para observar os efeitos
colaterais. Vocé devolvera o diario preenchido e recebera um novo.

Um profissional da equipe da pesquisa telefonara para vocé um e sete dias
apos essa 22 dose da vacina, para saber se vocé teve algum problema de
saude. Os telefonemas serado feitos para os numeros que vocé fornecer e em
horarios combinados.

A quarta consulta da pesquisa sera feita 21 dias depois da 22 dose da vacina.
Nessa consulta serdo feitos novamente questionario, exame fisico, carga viral
do HIV, contagem de CD4, sorologia e estudo de imunidade celular. Vocé
devolvera o diario preenchido.

Depois da quarta consulta vocé vira ao IPEC mais 10 vezes, a cada dois
meses depois da 12 dose da vacina e a cada 2 meses depois da 22 dose da
vacina. Nestas consultas de dois meses serdo feitos questionarios sobre sua
saude, um exame fisico se vocé tiver algum problema de saude, dosagem de
CD4 e de carga viral do HIV (nos meses 2, 6 e 12), sorologia para influenza A
H1N1 (todas as consultas) e estudo da resposta imune celular (meses 6 e 12).
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Em cada uma destas consultas serdo colhidos 20 a 40 mL de sangue,
equivalentes a uma ou duas colheres de sopa.

Se vocé interromper sua participagdo na pesquisa a qualquer momento antes
da ultima consulta sera feita uma avaliagao final, com coleta de 40 mL de
sangue, questionario sobre sua saude e exame fisico.

Se durante o estudo vocé tiver quadro de doenga respiratério (febre de 38°C ou
mais, com tosse e qualquer outro sintoma) devera vir ao IPEC o mais breve
possivel, para uma consulta extra. Nessa consulta faremos uma avaliagao
meédica de sua doenca e colheremos amostras de material de seu nariz e da
sua garganta, para saber qual microorganismo esta causando o quadro. Vocé
recebera o tratamento recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil para
quadros gripais.

QUANDO VOCE RECEBERA 0OS RESULTADOS DOS EXAMES?

Os resultados de seus exames de seguranga (hemograma, enzimas do figado)
serdo dados a vocé pelo médico da pesquisa na consulta imediatamente apos
a coleta. O mesmo ocorrera com os resultados de exames de HIV (para os
voluntarios HIV negativos), de CD4 e de carga viral dos voluntarios HIV
positivos.

Os exames de anticorpos contra o virus influenza A H1N1, de estudo da
imunidade celular e de diagnostico da causa de quadros respiratorios serao
realizados apenas no final da pesquisa, depois que todos os voluntarios
tiverem completado os 12 meses de participacdo e, portanto, ndo estardao
disponiveis no momento das consultas. Os resultados destes exames nao séo
importantes para as decisbes meédicas sobre seu tratamento. Se vocé tiver
interesse em saber os resultados informe a equipe da pesquisa, que entrara
em contato com vocé assim que os mesmos estejam disponiveis.

EXISTEM BENEFICIOS POR PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Vocé podera nao ter nenhum beneficio por participar desse estudo. As
informagdes que teremos com esse estudo poderdo beneficiar outras pessoas
que tém infecgdo pelo HIV e que precisam receber doses adequadas da
vacina.

NOVOS ACHADOS

Vocé sera informado de qualquer nova descoberta sobre a vacina contra
influenza A H1N1 feita durante o decorrer do estudo, o que podera mudar sua
vontade de continuar participando da pesquisa. Ao final do estudo, vocé sera
informado quando os resultados estardo disponiveis e como tomar
conhecimento dos mesmos.

EXISTEM RISCOS POR PARTICIPAR NESTE ESTUDO?

A vacina contra influenza A H1N1 foi desenvolvida ha um ano e as informacdes
sobre os efeitos colaterais causados por ela sdo limitadas. Com base nas
informagdes sobre vacinas contra outros tipos de virus influenza, sobre estudos
realizados em animais € em seres humanos com esta vacina, sabe-se que 0s
efeitos esperados desta vacina sao:

- Reacéao no local da aplicagao das injeg¢des, incluindo dor, calor (aumento de
temperatura), vermelhidao e “carogos” embaixo da pele;
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- Alergias, caracterizadas por manchas avermelhadas na pele do corpo com ou
sem febre;

- Reacgbes alérgicas graves, com lesdes nas mucosas (boca e olhos, por
exemplo), dificuldade para respirar e queda de pressao arterial;

- Reagdes do organismo como um todo, incluindo febre, mal-estar, cansaco,
perda de apetite, insénia, dor de cabeca, tonturas, diarréia, vomitos, dores na
barriga, dor muscular, dor nas articulagdes, calafrios, sintomas de gripe,
aumento dos linfonodos (ganglios), convulsdes, diminuicdo das plaquetas no
sangue (células que participam da coagulagao), alteragdo da fungéo dos rins.

- Reacgdes do sistema nervoso, incluindo paralisias, perda de forga nas pernas
e bracos, inflamacgao no cérebro e nos nervos. Esse tipo de complicagao pode
ser grave, apesar de raro. Se vocé ja teve alguma doencga nos nervos € no
cérebro nao devera participar deste estudo. O médico da pesquisa discutira
esse aspecto com vocé na primeira consulta do estudo. Se seus pais, irmaos
ou filhos tiverem apresentado uma doenga chamada Sindrome de Guillan-
Barré, caracterizada por paralisia que vai progredindo pernas acima, vocé
também nao devera participar desta pesquisa.

Durante a pesquisa vocé vira as consultas com frequéncia e fara exames a fim
de diagnosticar e tratar precocemente qualquer complicagdo que possa
ocorrer, Se vocé tiver algum evento clinico de maior gravidade apos a 12 dose
da vacina vocé permanecera na pesquisa, porém nao recebera a segunda
dose. A gravidade dos efeitos sera explicada a vocé pelo seu médico da
pesquisa.

Retirar sangue pode causar desconforto no local da coleta, possivelmente
machucados ao redor do local e raramente desmaio e infecgdo no local da
picada da agulha. A equipe do estudo fara todos os procedimentos indicados
para minorar estes afeitos.

Fazer exame para saber se vocé tem ou nao infecgao pelo HIV pode causar
ansiedade e angustia. Os membros da equipe da pesquisa fardo
aconselhamento antes e depois do teste para minimizar estes problemas.

EXISTEM RISCOS RELACIONADOS A GRAVIDEZ?

A vacina contra influenza A H1N1 ndo causou prejuizos a mulheres gravidas
nem a fetos nos estudos em animais de laboratoério. Vacinas contra outros tipos
de influenza ndo sado contra-indicadas para gravidas. Nao ha informacgdes
suficientes sobre essa vacina em mulheres gestantes. Se vocé estiver gravida
nao sera incluida nesta pesquisa. Se vocé engravidar apés a 12 dose da vacina
nao recebera a 22, porém permanecera na pesquisa.

O QUE OCORRE SE VOCE FOR PREJUDICADO POR PARTICIPAR DESSA
PESQUISA?

Se vocé for prejudicado como resultado de sua participagdo neste estudo, vocé
recebera tratamento imediato. Ao assinar este termo de consentimento vocé
nao estara desistindo de quaisquer direitos legais.
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QUE OUTRAS ESCOLHAS VOCE TEM ALEM DESTE ESTUDO?

Vocé nao tem que tomar parte nesta pesquisa. Vocé pode obter cuidados
médicos e vacina contra a gripe comum e a influenza A H1N1 como parte de
seu acompanhamento de rotina no IPEC. Por favor, discuta com seu médico
pessoal sobre os riscos e o0s beneficios de participar deste estudo e sobre
outras escolhas disponiveis para vocé.

A RESPEITO DA CONFIDENCIALIDADE

Seu nome e qualquer outra informacgao que o identifique serdo mantidos em
sigilo e apenas a equipe de pesquisa tera acesso a sua identificacdo. Qualquer
publicacido deste estudo nao utilizara seu nome ou o identificara pessoalmente.

QUAIS SERAO 0OS SEUS CUSTOS?
Os procedimentos e exames exigidos para o estudo serao feitos sem nenhum
custo para vocé.

VOCE RECEBERA ALGUM PAGAMENTO?
N&o. Vocé nao recebera nenhum pagamento por estar participando desse
estudo.

QUAIS SAO OS SEUS DIREITOS COMO VOLUNTARIO DA PESQUISA?

A participagao neste estudo € voluntaria. Vocé pode decidir ndo participar do
mesmo. Vocé pode se retirar do estudo a qualquer momento e por qualquer
razao/motivo. Se vocé decidir retirar-se do estudo, sua decisdo nao afetara o
recebimento de cuidados médicos. Se vocé decidir se retira do estudo vocé
devera informar a pessoa que cuida de sua saude.

PARA QUEM LIGAR EM CASO DE DUVIDAS OU PROBLEMAS?
Para questdes sobre este estudo ou qualquer dano relacionado a pesquisa
entre em contato com:

Dra. Beatriz Grinsztejn

Laboratério de Pesquisa em DST e AIDS do IPEC/FIOCRUZ
Avenida Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro.

Tel: (021) 2270-7064

Para emergéncias médicas, durante finais de semana, feriados e noites, entre
em contato com um plantonista do IPEC, no telefone 39865-9595.

Para questdes sobre seus direitos como participante de uma pesquisa entre em
contato com:

Comité de Etica em Pesquisa do IPEC
Avenida Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro.
Tel: (021) 3865-9585.
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PAGINA DE ASSINATURA

Se vocé leu este termo de consentimento e entendeu as informagdes nelas
contidas (ou alguém explicou o conteudo a vocé), todas as suas duvidas foram
esclarecidas e vocé concorda em participar da pesquisa, favor anotar o seu
nome, a data de hoje e assinar abaixo.

Nome do voluntario em letra legivel

Data [/ [/
Assinatura do(a) voluntario(a) dia més
ano

Nome da pessoa que obteve o consentimento em letra legivel

Data _/__/
Assinatura da pessoa que obteve o consentimento dia més
ano

Nome da testemunha imparcial, se necessario, em letra legivel

Data  / /
Assinatura da testemunha imparcial se necessario, em letra de forma dia
més ano
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1. CRITERIOS DE INCLUSAQ PARA TODOS OS PARTICIPANTES SiM
O voluntario tem entre 18 e 59 anos de idade? O
O voluntario consentiu em parlicipar do estudo e assinou o TCLE? 1 O
A voluntaria fem teste de gravidez negativo na irfagem? O ou
| ONA
(homem ou
sem
potencial
o -| reprodutivo} |-
A voiuntaria concorda em usar método conltraceplivo durante o estudo? .| O ou '
: ' O NA
(homem ou
sem
-|. potencial
. reprodutivo)
O resultado de hemoglobina na consulta de triagem foi > 8,0 g/dL? -
O resultado de bilirrubina direta na consulta de triagem foi < 2,5 x 0 a
limite normal superior de hormalidade?
O resultado de TGO e TGP na consulta de iriagem fol < 3 x o limite O
superior de normalidade?
QO resultado de plaquetas na consulta de triagem foi > 100.000/mm"? O

2. CRITERIOS DE |NCLUSAO EXCLUSIVOS PARA

[J NA —GRUPO CONTROLE
VOLUNTARIOS H|v+ _ .

: I Siv “NAO
Q volunlémo tem mfe_;_o pelo HlV conrrmada‘? O < 0
O voluntario esta sem alteragdo de tratamento ARV nas dltimas 8 O = O
semanas? E
Planeja-se manter os mesmos ARV, ou ndo iniciar o tratamento, nos - a o
proximos 6 meses? L
3. CRITERIOS DE INCLUSAO EXCLUSIVOS PARA O NA ~GRUPOQ HIV+
DO GRUPO CONTROLE {HIV -) '

) ) SIM . “NAQ

10 voluntarlo possm resultado negatlvo o teste rapldo antr HIV'?
O voluntario & um profissional de saude com indicagio de receber
vacina contra influenza H1N1?

a
a

.

Se houver alguma réesposta marcada nas caixas escuras o voluntario deve ser
excluido do estudo :
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4. CRITERIOS DE EXCLUSAOPARA TODOS OS PARTICIPANTES NAO

O veluntario usou qualquer fratamento sistémico antineoplasico ou
imunomodulador, corlicdide  sistémico, vacinas  experimentais,
interleucinas, interferons, falores do crescimento ou imunoglobuling |
inlravenosa (IVIG) nos 45 dias que anlecedem a triagem?

A voluntaria esta gravida ou amamentando?

EI NA .-
;(homem ou
'polent_:la_l

_ ‘reprodulivo):
O voluntario tem alergia e/ou sensibilidade ou qualquer hipersensibilidade .- - O+ = O
conhecida aos residuos presentes na vacina (ovo, proteina de galinha, P e
ovalbumina, formaldeido, sulfalo de gentamicina e deoxicolato de sadio)
efou ac tiomersal?

o

O voluntario tem histdria de uso de alcool ou dependéncia ou oulres
quadros que, na opiniao do pesquisador possam interfarir no
cumprimente das exigéncias do esludo?

O voluntario teve doen¢a grave exigindo {ralamento sistémico e/ou
hospitalizag&o nos 45 dias que antecedem o ingresso no estudo?

O voluntario apresenta doenga febril grave ou infec¢do aguda no
momenlo da triagem para o estudo e/ou no dia de aplicacio da vacina?

G volunlario recebeu vacinagdo conlra influenza sazonal nos Ultimos 12
meses anles da entrada no eslude?

O voluntario recebeu vacinagdo contra influenza A H1N1 previamente?

O voluntario tem histéria ou antecedente familiar de sindrome de Guillain-
Barré {pais, irmaos, meio-irmaos ou filhos)?

O OO 0O 0O 0O

O voluntario teve diagnéslico de quadro neuroldgico mclumdo {mas nao
se [imitando a) auséncia de reflexos profundos calcaneos e palelares em
ambas as pernas {0s gquatro ausentss) nos Oltimos seis meses?

o
O

O voluntario teve perda de forga desproporcional no(s) membro(s)
inferior(es) em comparag:éo aos membros superiores nos dltimos seis
meses?

Se houver alguma resposta marcada nas caixas escuras o voluntario deve ser
excluido do estudo :
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9. O voluntario possui alguma condi¢do prévia ou concomitante ndo relacionada a,

infecgao pelo HIV?
O Sim

. 2

L1 Nao (va para a questao 10)

Condigao

Sim

Descrigio

Ano de
diagnostico

Doengas congénitas

Doenc¢as pulmonares:

Doengas cardfacas

Doencas vasculares

Hipertensdo arterial

Doencas renais

Doengas Osseas .

Doencas
reumatolégicas

Diabetes melito

Qutras doengas
endoécrinas

Doencas hepéticas
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9 (continuagao). O voluntario possui alguma condi¢do prévia ou concomitante nao
relacionada a infecgao pelo HIV?

Condigao

Sim

Descrigao

Esta
ativa?

Ano de

Sim

Nio

diagnostico

Doencas do TGi

Doengas de pele e
anexos

Doengas neurologicas -

Doencgas neoplasicas

Doengas
hematoldgicas

Doengas dos olhos,
ouvidos, nariz e
garganta

Doencas geniturinartas

Doencgas de
transmissac sexual

Cirurgias prévias

Oultras (listar)
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10. O paciente possui alguma condigao prévia ou concomitante relacionada a
infeccao pelo HIV?

O Sim 0. Nao (va p'ara a pergunta 11} [. Nao se aplica — grupo controle
' (va para a pergunta 11)
. .. Esta ativa? Ano de
Diagnostico Sim |Nio | diagnéstico
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11. HABITOS
. Situacao .
Habito Nunca teve Teve no passado Tem no presente
' Com que
Por quanto idade
: po: comecou?
% Ha quanto :
Tabagismo _ _ LE;T;:F)JL?’) Quantos ..
Quan t;)s cigarros por
) dia?
cigarros por
dia?
; Com que
Por duanio idade
: po: comegou? . -
. : O Deslilados
Tipo de
. . _ X O Fermenlados
Etilismo _ | Ha quanto beblda. O Ambos
tempo . _ 0O Mais de
o .
parou Frequéncia ES&Q:Q: de
7/semana
Por quanto Com que idade
tempo? comegou?
Ha quanio ;
Uso de drogas temcpl)o Tipo(s) de
ilicitas | parou? drogas
Tipo(s) de .
droga Frquéncia
12. HISTORICO VACINAL
O voluntario recebeu alguma vacina na vida adulta?
[1 Sim 0. Ndo (va para a questdao 13) [ Nao sabe
Vacina {citar cada dose Vadina {citar cada dose
separadamente} , Data separadamente) Data

"Rubrica

Data




HISTORIA MEDICA 5
Versao 1.0 de 04/MAR/10

PROTOCOLQ | GRUPO Consulta Iniciais | No de Data

VIP-H1N1 Eﬁﬂptrolé TRIAGEM DDD EagDeED DD"DD'DD

Pagina 6

13. Data do diagnéstico da infecgéo pelo HIV: DD-DD-DD

_ [ Nao se aplica —controle
HISTORICO DE USO DE ARV
14. O voluntario ja usou ARV em algum momento?

O Sim 0. N&o (va para a questdo 16)  [1. Nao se aplica - controle
! _ _ {va para a questéo 18)
Esquema . Data de Motivo do . :
{preencher usando o cédigo Data inicio fim inicio Motivo _dq fim
- . _ (dd ~ mm — : {ver cédigo
abaixo e sinal de +. aaaa) (dd — mm (ver codigos abaixo)
Ex: AZT +3TC + EFV) e — aaaa) abaixo)

15, Qual é o estquema ARV em uso nesse momento?

Motivo do inlcio
{vercodigos
abaixo)

Esquema {preencher usando o
codigo abaixo e sinal de +. Ex: AZT +
3TC + EFV)

Data inicio
{dd — mm - aaaa}

Coadigos para os ARV: AZT, 3TC, d4T, ddl, ddC, TDF, ABC, EFV, NVP, DLV, RTV, SQV, SQVT,
DV, IDVIr, NFV, LPV/r, ATV, DRV, T20, RAL, MARAVIROC

Motivos de inicio: 1. Imuncdeficiéncia, 2. Gestagao, 3. Outros {qual?)

Mativos de fim: 1. Suspensao lemporaria pelo médico, 2. Decisdo da paciénte / abandono, 3. Final
de gestagfo, 4, Toxicidade / intolerancia, 5. Intensificagdo, 6. Falha, 7. Qutro (qual?)

16. Qual 0 CD4 mais abaixo apresentado pela paciente desde o diagnéético
da infecgdo pelo HIV? _
01 Nunca mediu CD4 (va para a questio 18)

vator: OIOIE] cétutasimm? CIC] % data OO-00-0000

17. Qual o ultimo valor de CD4 obtido?

valor: OO0 cewasrmm® OO % data O-000-000000

18. Paciente esta em uso ou usou nos altimos 30 dias qualquer tipo de
medicamento, para qualquer indicagio?
[1 Nao I Sim (preencher formulario de medicagao concomitante)

"Rubrica

Data




SINAIS VITAIS, MEDIDAS E EXAME FiSI_CO
Versdo 1.0 de 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO Consulta Iniciais | No de . | Data

VIPHINT | §Sentele | tRiagEM | OO0 tE'alg:TED 00-00-00
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19. SINAIS VITAIS E MEDIDAS
00 Nao realizado '
Presséao arterial (mmHg) sistélica e diastdlica

Frequéncia cardiaca (bpm)

Temperatura axi]ar.(graus centigrados)

Frequéncia respiratéria (mipm)

Peso (kg)

Altura (cm)

20. EXAME FiSICO
] Nao realizado

Nao realizado | Normal | Anormal - descrever
Cabeca e O O O '
pPescogo .
Cardiovascular | O . [l O
Respiratério d O O
Abdémen a - | O
Pele e anexos O - O a
Linfonodos 1 O W}
Neurolégico .
Geral 1 [} O
Reflexos | 1 O
patelares e
calcidneos :
For¢a muscular | O (| O .
em membros '
inferiores e
posteriores '
Outros (riscar, rubricar e datar linhas em branco):
o [ O
0. O O

Rubrica

Data




EXAMES LABORATORIAIS - HEMATOLOGIA
Versdo 1.0 de 04/MAR/O

PROTOCOLO | GRUPO Consulta Iniciais No de . | Data

VIP-H1N1 gﬁf\;‘t"’fe TR'AGEM 000 trl:i_?lg]enlfllj O0-00-00

Pagina 8
21. HEMOGRAMA |
Exame | . Resultado Nao réalizado Comentarios
Valor Unidade o
Hemacias DDDDDD fmm?
Hemoglobina |:| A, gldL
Hematécrito Od, ] %
veu oooa | e
Leuc6citos totats gooao; Irhm:"
Basdfilos o O I:I
Eosinéfilos In[m
Mielscitos | |:| W
Metamielbcitos 2
Bastdes - O
Segmenitados : EIE
Linfocitos - 0
Linfécitos atipicos |:||:|
Monécitos : . |:| |:|
Plaguetas il ]:] oo
Observages |

- Data da coleta: DD-DD-DD-

Rubrica

~ Data




~ EXAMES LABORATORIAIS — BIOQUIMICA E QUTROS

Verséo 1.0 de 04/MAR/10
PROTOCOLO | GRUPO .Consulta Iniciais | No de Data
triagem O00-00-000
B Controle
VIP-H1N1 O HIV TRIAGEM |10 | OO00
Pagina 9 '
22. BIOQUIMICA
Resultado Nao -
Exame Valor Unidade realizado _ Comentarios
TGO/AST (] UL '
TGP/ALT OOaa U
Bilirubina total OO mg/dL
Direta D D ; D mg/dL
Indireta |. D D ; D mg/dL

Data da coleta: DD-DD-DD |

23. TESTE DE GRAVI

DEZ

[1 Nao se aplica (mulheres sem potencial reprodutivo ou homens)

Resultado

Tipo de teste

Valor

Unidade

Néo
realizado

Comentarios

24. TESTE RAPIDO - HIV |
[] Nao se aplica (voluntarios do grupo HIV +))

HIV

- Data da coleta: O0O-000-00

. i Resultado Nao .
Tlpo de teste Valor Unidade realizado Comentarios

Dat.a da coleta: DD-DD-D O |

25. SUBTIPAGEM DE LINFOCITOS

[ Nao se aplica rivoluntérios do grupo controle))

Resultado Nao ..

Exame , “Valor Unidade realizado Comentarios
CD4 000 ] ] pelsfmm"
cD8 O01o0g cels/mm®
CD3 - O0gag cels/mm’

Data da coleta: DD-DD-DD |

. R.u'bri(.:a

. Data
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VIP-H1N1 gﬁ?\i’ﬂro!e TRIAGEM | (][] tlr:hlalg:leED DD'DD'DD
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Ao final desta consdulta:

Responsével

Conduta (rubrica)

Data. Observagdes

Verificar se todos os exames laboratorias
| foram cothidos e encaminhgdos para o
laboratério

Verificar se 0s dados do prontuario sdo-
completos para a caplura nessa ficha

Marcar consulta de vacinagdo em 1 a 20
dias . :

Data OO-000-0007

Preencher paginas de exames laboratoriais
quando os resultados esfiverem disponlveis

Preencher os formulérigs paginas 1 a 9

Preencher a planilha de {riagem de
voluntarios

Preencher a planilha de idenlificagdo dos
voluntarios

Rubrica

- Data




HISTORIA MEDICA

PROTOCOLO | GRUPO Consulta |Iniciais | No de Triagem | Data

VIPHINT | 5g®® | DIAZERO | (][] OnDo Lo-00-00

Pagina 11 No de inclusao

O-00

26. Algum novo sintoma, sinal, alteracio de exame Iaboratorlal ou
diagnéstico foi identificado desde a triagem?
O Nao L0 Sim (preencher folha de eventos adversos)

27. O voluntério usou algum medicamento desde a triagem até hoje?
[ Nao L Sim (preencher folha de medicagdo concomitante)

28. O voluntario cumpre todos os critérios de elegibilidade do estudo?
O N&o (interromper a participacéo) — excluldo devido a:
[1 Critério de exclusao — qual?
[0 Retirada de consentimento
O Outro motivo — qual?
O Sim (passar para o item 29)

29. RANDOMIZACAO

[l Nao se ap[ic.a - grupd controle

Originalmente selecionado para estrado de CD4:
O < 200 células/mm® - O > 200 células/mm’

Resultado de CD4 colhido na triagem:

O < 200 células/mm?® — abrir envelope da série A com o proximo nimero
sequencial -

O > 200 celulas/mm - abrir envelope da série B com ¢ préximo numero
sequencial

Voluntario randomizado para
O Grupo 1: uma dose (0,5 mL -3,75 pg de antigeno) da vacina a cada 21 dias

O Grupo 2: duas doses (1, 0 mL contém — 7,50 Hg de antlgeno) da vacina a
cada 21 dias

NdGmero de inclusido no estudo r—l 'I I I_

30. 0 voluntario foi selecionado para o subestudo de |mun|dade celular?
O Néo O Sim

I_{ubrica

- .Data




SINAIS VITAIS, MEDIDAS E EXAME FiSICO

PROTOCOLO | GRUPO Consulta Iniciais .
O Controle
VIP-H1N1 O HIV DIA ZERO | ]:“:”:]
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No de Triagem

OO

No de inclusédo

O-006

Data

O0O-00-00

31. SINAIS VITAIS E MEDIDAS
1 N&o realizado

Press#o arterial (mmHg) sistolica e diastélica

Frequéncia cardiaca (bpm) |

Temperatura axilar (°C)

Frequéncia respiratoria (mipm)

[Peso {kg)

32. EXAME FiSICO
[d Nao realizado

Nao realizado | Normal | Anormal - descrever
Cabeca e 0. a a
PESCOGCOo _
Cardiovascular | [ O O
Respiratério O O a .
Abdémen O (| O
Pele e anexos | [ O O
Linfonodos O (N 0
1
Neuroldgico
Geral 1 O O
Reflexos O ] [l
patelares e : '
calcidneos
Forca muscular | O O |
em membros
inferiores e
posteriores : .
Outros (riscar, rubricar e datar linhas em branco):
O 0 o
o O 0

Rubrica

- Data




EXAMES LABORATORIAIS

| PROTOCOLO | GRUPO Consulta | Iniciais | No de Triagem Data

wpan |2 | omzero | pop |POHH | HE-O0-00

No de inclusao

0-000

Pagina 13

33. TESTE DE GRAVIDEZ

[1 Nao se aplica '(mulhel;es sem potencial reprodutivo 6u homens)

- 'Resultado Nao
Valor Unidade | realizado

Tipo de teste Comentarios

‘Data da coleta: L] D-DD-DD

34. CARGA VIRAL DO HIV
[] Nao se aplica (voluntarios do grupo controle}))

: .Resultado Ndo .
Exame Valor Unidade | realizado Comentarios
Quantificaggo de - cpias/mL
RNA viral logo

- ' Data fda coleta: 1O-000O0-00

35. SORO PARA REALIZALIZAGAO DE SOROLOGIA HIN1
O soro foi armazenado de acordo com o especificado ho protocolo?

O sim _ D"nﬁo-—justiﬁquei

36. CELLULAS PARA REALIZAGCAO DE EXAMES DE IMUNIDADE CELULAR

[ Nzo se aplica (voluntarios ndo selecionado para o sub-estudo)
O material foi armazenado de acordo com o especificado nio protocolo?

[ sim L] ndo — justifique.

Rubrica

" Data




EXAMES LABORATORIAIS — VACINAGAO
VERSAO 1.0, 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO Consulta |Iniciais | No de Triagem | Data

O0O0O0 O0O-00-A0

No de inclusio

O-000

(M| Contrdle . -
VIP-H1N1 0 I"_N DIA ZERO DDD

. Péagina 14

37. VACINAGAO o
Numero do frasco de vacina: _D 0

Dose aplicad a:

[ 0,5 mL (3,75 meg)
O 1,0 mL (7,50 meg)

Local da aplicagao:

] Regiao deltéide de-membro superior ] esquerdo O direito _
O outra - qual? |

Hora da aplicagéo (24 horas): LO:000 ns

Rubrica

-Data




REATOGENIGIDADE
VERSAO 1. 0, 04/MAR/10

PROTOCOIL.O ( GRUPO - | Consulta | Iniciais No de Triagem Data

0000 O0-00-00

No de inclusao

O-000

O Contrele | . -
VIP-H1N1 0O HIV DIA ZERO DDD

Pagina 15

38. REATOGENICIDADE
Algum dos sintomas ou sinais abaixo foi identificado durante o periodo de
observacao?

1 sim [ Nao -

¥

Sinal ou sintoma | Hora de inicio Hora da Intensidade
resolugdo * | maxima alcangada

No local de aplicagz’io da vacina

Dor

Reagac ao toque

Eritema / vermelhiddo

Nédulo

Edema

Sistémicos (listar de acordo com as instrugdo ao lado)

* se continuar ao término do periodo de observagao escrever CONT e anotar no didrio
do voluntario as informages, para que ele marque data e horario de término

Hora do término da observacao (24 horas): Dl__.l -0 hs

Rubrica

- Data




. CONDUTA
VERSAQ 1.1, 14/MAR/10

PROTOCOLQO | GRUPO Consulta Iniciais | No de Triagem | Data

- O controle | Oood |0Oo-00-00
L ViIP-H1N1 O HIV DIA ZERO | (OO - .
- No de inclusao
Pagina 16 .
O-000
Ao final desta conéulta:
Responsavel - =
Conduta (rubrica) Data ObservagOes

Verificar se todos os exames
laboratorias foram colhidos e
encaminhados para o laboratério
Verificar se 0s dados do prontuario

| estéo completos para a captura
nessa ficha

Marcar consuita telefonlca para 20 a
36 horas apoés o horario da vacina

pata 1L1-C1CI-C101
Hora :00 h

Marcar consulta telefdnica para 7
dias (+ 1 dia) apés o dia da
vacinagao

pata 1O-00-11
Hora DDDD h

Marcar consulta para a segunda
consulta de vacinagédo , 21 dias
depois desta {janela de zero a mais
4 dias)

Data DD DD DD

Preencher paginas de exames
laboratoriais quando os resultados
estiverem disponiveis

Preencher os formularios paglnas
11a 15

Atualizar a planilha de identificacdo
dos voluntarios

Fornecer diario do voluntario




CONSULTAS TELEFONICAS
VERSAO 1.0, 04/MMAR/10

PROTOCOLO | GRUFO | Gonsulta Iniciais | No de Triagem

| o OO0OO
VIPHING | Qgomrele | pias1e7 | OO0 .

No de inclusido

-080
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39. Contato telefénico 20 a 36 horas apds a vacinhagéo

[] Nso realizado — Justlflque

Realizado em (dd/mm/aa) C0O-000-0307, as CI0: E”:l hs

Nesse contato foi:
Perguntado sobre reagées a vacina? [ sim [nao

Reforgadas orientagdes sobre preenchimento do diario? [ sim [CNao
Confirmado o préximo contato telefénico? O sim [Cnao

As Informagdes estao registradas no prontuario? O Sim Cnao

Realizado por (rubrica):

B

40, Contato telefénico 7 a 8 dias apos a vacinagao

1 Nao realizado — justifi que

Realizado em (dd/mm/aa) 0-00- 10, as O |:| |:||:| hs

Nesse contato foi:

Perguntado sobre reacoes a vacina? O sim ONao
Reforgadas orlentagoes sobre preenchlmento do diario? El sim [INao
Confirmada a proxima consulta'? 1 sim CInso -

As informagobes estﬁd registradas no prontuario? | Sim CINzo

Realizado por (rubrica):



HISTORIA MEDICA
VERSAO 1.0, 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUFO: Consulta |Iniciais | No de Triagem | Data
O Controle - N DDDD DD"DD'DD
VIP-H1N1 O HIV DIA 21 | 000
Pagina 18 No de inclusao
L1-010101

0 Consulta ndo realizada — motivo:

41. Algum novo sintoma, sinal, alteragdo de exame laboratorial 01-1
diagnodstico foi identificado desde a triagem?
O Nao L1 Sim (preencher folha de eventos adversos)

42, O voluntario usou algum medicamento desde a titima consulta até
hoje? 0 Nao O Sim (preencher folha de medicagdo concomitante)

43. O voluntario continua participando do estudo?
O perda de acompanhamento
I Retirada de consentimento

O Sim

ONao — motivo:

oy

O Outro — qual?

44. Houve alguma alteragdo de exame fisico em relagdo a consulta

anterior?

O Nao

45. EXAME NEUROLOGICO

O Sim (preencher folha de eventos adversos)

Nao realizado | Normal | Anormal - descrever
Geral e O -
Reflexos O - O O
patelares e
calcdneos
Forca muscular | O O O
em membros
inferiores e
posteriores

46. SINAIS VITAIS E MEDIDAS
O Nao realizado

Presséo arterial (mmHg) sistolica e diastdlica

Frequéncia cardiaca (bpm)

Temperatura axilar (graus centigrados)

Frequéncia respiratéria (mipm)

Peso (kg)

Rubrica

Data




EXAMES LABORATORIAIS — HEMATOLOGIA
Versao 1.0 de 04/MAR/10

GRUPO

PROTOCOLO | Consulta | iniciais N? de Data
VIP-HINT ggg;“m'e'_ DA21 |00 Eagmgg Co-00-00
B O |
O-000]
47. HEMOGRAMA |
Exame — Restiltado Nio realizado | Comentarios
Valor Unidade '
Hemacias OO0O0O0s /mm®
Hemoglobina 0,0 g/dL
Hematécrito 4 El ,l:ll %
vew - Ooo,O i
Leucocitos totais aoadt fmm?®
Basdfilos | |
Eosinéfilos 1]
Mielécitos O
Metamieldcitos | 02
Bastdes ] o
Segmentados DD |
Linfécitos | O
Linfocitos atipicos k ]:”:l
Monécitos | L
Plaguetas DDDD DD
Observagdes |

Data da coleta: [1[1-C11~[] |:|

Rubrica

Data




EXAMES LABORATORIAIS — BIOQUIMICA, CD4 E CV
' Versdo 1.0 de 04/MAR/MO

PROTOCOLOQO | GRUPO [Consuita | Iniciais | No de triagem | Data
vean (35 |on2t | OO0 | oo maivsse |
Pagina Zd D'l:“:”:l
48. BIOQUIMICA _ |
Exame v Unidade realieado Comentarios
TGO/AST (| OO0O0 uiL |
TGP/ALT Ooaod UL
Bilirrubina total a0a,d0 mg/dL.
preta) (], mg/dL
Indireta | [0, L1 mg/dL

Data da coleta: L1[1-[] -1 I:I

49. CARGA VIRAL DO HIV

[ Nao se aplica (voluntarios do grupo controle)

Resultado Nio fe
Exame Valor Unidade | realizado Comentarios
Quantificacdo de copias/mL
RNA viral log1o

Dh.ata da coleta: AC1-C13-C10T

50, SUBTIPAGEM'DE LINFOCITOS

[} Nzo se aplica {voluntarios do grupo controle)

Resultado Néo ..
Exame Valor Unidade realizado | Comentarios
CD4 D D I:I D cels/mm’
CD8 ] I:IDD cels/mm”®
CD3 OO0 cels/mm’ .

_Data da coleta: L1[1-[] D-DD |

Rubrica

Data




EXAMES LABORATORIAIS - OUTROS
VERSAO 1.0, 04/MMAR/10

PROTOCOLO | GRUPO Cpnsulta Iniciais No de Triagem Data

vpsi |28 | owa |gog |O000 | H0-00-00

Pagina 21 No de inclusio

-000

51. TESTE DE GRAVIDEZ
(] Nio se aplica (mulheres sem potencial reprodutivo ou homens)

Resultado Néio
Valor Unidade | realizado

Tipo de teste

Comentarios

- Data da coleta: DD-DD-DD |

52. SORO PARA REALIZALIZAGAO DE SOROLOGIA H1N1
O soro foi armazenado de acordo com o especificado no protoco]o‘?

[ sim [] nao—Justlf'que

53. CELULAS PARA REALIZAGAO DE EXAMES DE IMUNIDADE CELULAR

[ Nzo se aplica (voluntarios néo selecionado para o sub-estudo)
O material foi armazenado de acordo com o especificado no protocolo’?

O sim D nao — justifique.

Rubrica

Dala




VACINAGAO —~ HIN1
VERSAQ 1.0, 04/MAR/10
PROTOCOLO | GRUPO | Consulta | Iniciais | No de Triagem | Data

OO0 O0O-00-00

No de inclusio

O-000

[ Controle

oav | DIA21T | [JO0O

Pagina 22

VIP-H1N1

54. VACINACAO CONTRA INFLUENZA A H1N1 - SEGUNDA DOSE
[1 Nao se aplica (voluntario do grupo controle)

[ Nao indicada — motivo: : |

| Voluntario teve evento adverso graus 3 ou 4, atribuido a vacina,
apos 12, dose

|:|_ Teste de gravidez com resultado positivo hoje

il Alteracao de forga muscular e/ou reflexos de MMII apés 12 dose
] voluntario com ddenga clinica relevante nesse momento

O outro — qual? '

D Realizada:

.

Ndmero do ffasco de vacina: DDD

Dose aplicada:‘_D 0,5 mL (3,75 mcg) ] 1,0 mL (7,50 mcg)

Local da aplicagao:

L] Regido deitdide de membro superior | esquerdo O direito
[ outra - qual?

Hora da aplicagdo (24 horas): OO0 ks

Rubrica

Data




VACINA(;AO - SAZONAL
VERSAO 1.0, 04/MAR/10

PROTOGCOLO | GRUPO | Consulta | Imiciais | No de Triagem | Data

viPHINT | DComole | At | A Lood DD'DD'DI_:I

Pagina 23 ' No de inclusio

O-000

55. VACINAGAO CONTRA INFLUENZA SAZONAL

[ Nao indicada — motivo:

] Voluntario teve evento adverso graus 3 ou 4, atribuido a vacina
contra influenza sazonal, apos 12. dose

[ Teste de gravidez com resultado positivo hoje

] Alteragdo de forga muscular e/ou reflexos de MMIi apés 12 dose
[] voluntério com doenga clinica relevante nesse momento

[ outro - qual?

D Realizada:.

Nome da vacina Fabricante:
Niamero do lote de vacina: L1[1[]
Dose aplicada: D,D mL

Local da aplicagiio:

] Regiédo deltéide de membro superior [l esquerdo [ direito
1 outra - qual?

Hora da aplicagao (24 horas): O01:0000 ks

Rubrica

Data




REATOGENICIDADE
VERSAO 1.0, 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO Consulta |lIniciais | No de Triagem Data

Pagina 24 E-dEIiEI:'EaO

56. REATOGENICIDADE _
Algum dos sintomas ou sinais abaixo foi identificado durante o periodo de

observacdo?

O sim O Nao

Sinal ou sintoma * | Hora de inicio Hora da Intensidade
resolugao * maxima alcangada

No local de aplicagédo da vacina

Dor

Reagdo ao togue

Eritena / vermelhid&o

Nadulo

Edema

Sistémicos (listar de acordo com as instrugao ao lado)

* se continuar a0 término do perfodo de observagdo escrever CONT e anotar no didric
do voluntario as informagdes, para que ele marque dafa e horario de término

Hora do términb da observagao (24 horas): COO0:000 ns

Rubrica

- Data




CONDUTA

VERSAO 1.1, 14/MAR/10

No de Triagem

PROTOCOLO | GRUPO Consulta Iniciais Data .
O Controle DDE“:I I:“:l DD DI:I
VIP-H1N1 O HIV - DIA 21 00 _
o No de inclusao
Pagina 25 o
: o O-0000
Ao final desta consulta:
Responsavel .
Conduta (rubrica) Data B Observagbes

Verificar se todos os exames
laboratorias foram colhidos e
encaminhados para o laboratério

Verificar se os dados do prontuario
estdo completos para a captura
nessa ficha

Marcar consulta telefonica para 20 a
36 horas apés o horario da vacina

Data DD-DD-DD
Hora JL1:00 h

Marcar consulta telefdnica para 7
dias (+ 1 dia) apés o dia da
vacinacgao

pata OC-000-001
Hora DDDD h

Marcar consulta para a segunda
consulta de vacinagao , 21 dias
depois desta (janela de zero a mais
4 dias})

pata 1O-C10-C1C7

Preencher paginas de exames -
laboratoriais quando os resultados
estiverem disponiveis

Preencher os formularios paginas
18 a 23

Atualizar a planilha de |dent|f|ca§:ao
dos voluntarios

Recolher o diario dado ao voluntario
na consulta de dia zero

Fornecer outro diario ao voluntario

iy




CONSULTAS TELEFONICAS
VERSAC 1 .0, 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO Consulta Iniciais | No de Triagem

O0O0on

No de inclusdo

O-000

~o | VIP-HING | QEentle il pias22e27 | OO
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57. Contato telefénico 20 a 36 horas ap0s a vacinagao ' .

[ Néo realizado — justifique:

Realizado em (dd/mrh/aa) DD-D D-DD, as OO1:000 ns

Nesse contato fol:

Perguntado sobre reacdes a vacina? O sim Onao
Reforgadas orientagéeé sobre preenchimento do diario? O sim Onao
Confirmado o préximo contato telefénico? O sim  [Nao

As informagoes estao registradas no prontuario? O Sim [INao

Realizado por (rubrica):

58. Contato telefnico 7 a 8 dias apos a vacinagao

[] N&o realizado — justifique:

Realizado em (dd/mm/aa) DD-DD-DD, as DDDD hs

Nesse contato foi:

Perguntado sobre reagdes a vacina? [ sim LINao
Reforgadas orientagées sobre preenchimento do diario? D sim L[INao
Confirmada a préxima consuita? [ Sim [NED

As Inforrriag.ées estao registradas no prontuario? D Sim CINao

Realizado por (rubrica):




HISTORIA MEDICA
VERSAGC 1.0, 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUFPO Consulta |Iniciais | No de Triagem | Data

OoOood |Oo-00-00

O Controle
VIP-HINt | qgy  (DIA42 ]

Pagina 27 No de inclusédo

O-000

O Consulta ndo realizada — motivo:

59. Algum novo sinfoma, sinal, alteragcdo de exame laboratorial ‘ou
- diagnéstico foi identificado desde a triagem?
O Nao [ Sim (preencher folha de eventos adversos)

60. O voluntario usou algum medicamento desde a (ltima consulta até
hoje? 0 Nao O Sim (preencher folha de medicagdo concomitante)

61. O voluntario continua participando do estudo?
O Sim [ONao — motivo: [ perda de acompanhamento
o ' [1 Retirada de consentimento
- O Qutro — qual?

62, Houve alguma alteragdo de exame fisico em relagdo a consulta

anterior? [ Nao [ Sim {preencher folha de eventos adversos)
63. EXAME NEUROLOGICO
Néao realizado | Normal | Anormal - descrever
Geral W] O O '
Reflexos O : O O
patelares e -
calcéneos _
For¢ca muscular | O O O
em membros
inferiores e
posteriores

64. SINAIS VITAIS E MEDIDAS
[0 N&ao realizado _, h
Pressao arterial (mmHg) sistdlica e diastdlica

Frequéncia cardiaca (bpm)

Temperatura axilar (graus centigrados)

Frequéncia respiratéria (mipm)

Peso (kg)

Rubrica

Data




" EXAMES LABORATORIAIS — HEMATOLOGIA
Versé&o 1.0 de 064/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO | Consulta | Iniciais No de ) Data )
VIP-HINT | gaotele piag2 | MO0 Ealg:TED Lo-L0-0o
| Pagina 23 :\lllcc):lﬂiéo o
O-000
65. HEMOGRAMA
Exame Resultado Nao re.';llizado Comentarios
Valor Unidade
Hemécias DDDDDD fmm®
Hemogtobina | a0d, M g/dL
Hematécrito a0 , ] %
VCM Oo0,Oo pum?
Leucocitos totais Ooaocd /mm?®
Basofilos | ac
Eosindfilos . [l
Miel6citos . D |:|
Metamielocitos 00
Bastdes D 1
Segmentados ‘ El D
Linfocitos ag
Linfécitos atipicog 0
Mondcitos 04

Plaquetas DDD DDD
Observagbes ' -

' Data da coleta: DD_DD_DD

Rubrica

Data




EXAMES LABORATORIAIS — BIOQUIMICA, CD4 E CV
Verséo 1.0 de 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO - | Consulta |Iniciais | No de triagem | Data

OO0Oc O0-80- Ell:l

O Controle '
VIP-H1N1 O HIV DIA 42 00O | No de inclusao

Pagina 2§ D-DDD
66. BIOQUIMICA _
Exame - . Va]orResultado Unidade reahlliazgdé Comentarios

TGO/AST O uiL
TGP/ALT | OEgadod UL

Bilirrubina total o O0,d mg/dL

pireta | (1,7 ma/dL

Indireta O 1,00 mg/dL

' Data da coleta: E”:' L0 E“:l

67. CARGA VIRAL DO HIV
[ Nao se aplica {(voluntarios do grupo controle)

Resultado Nao .
Exame Valor Unidade | realizado Comentarios
Quantificagdo de copias/mL
RNA viral .

‘Data da coleta: L1~ DD E”:l

68. SUBTIPAGEM DE LINFOCITOS
O Néo se aplica (voluntarlos do grupo controle)

Resultado Nao -
Exame " Valor Unidade realizado Comentarios
CD4 1 ] 00 cels/mm” '
CD8 ' 1000 celsfmm®
CcDa D D D I:l cels/mm’

' Data da coleta: [1[]- E”:l DD

Rubrica

. Da_tél




EXAMES LABORATORIAIS - OUTROS
VERSAO 1.0, 04/MAR/10

PROTOCOLO

VIP-H1N1

GRUPO

0O Controle
O HIV

Co.nsulta

DIA 42

Pagina 30

Iniciais

ooo

No de Triagem

oooo

No de inclusao -

| O0-000

Data-

O0-00-00

69. SORO PARA REALIZALIZAGAO DE SOROLOGIA H1N1
O soro foi armazenado de acordo com o espegcificado no protocolo?

[1 sim

[ nao —justifique;

70. CELULAS PARA REALIZAC-AO DE EXAMES DE IMUNIDADE CELULAR

[] Nzo se aplica (voluntario néo selecionado para o sub-estudo)
O material foi armazenado de acordo com o especificado no protocolo?

[ sim

[J nzo - justifique.

Rubrica

Data




CONDUTA
VERS;&O 1.1, 14/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO | Consulta Iniciais | No de Triagem | Data _
A Controle : DDDD DD-DD'DD

VIP-H1N1 O HIV DIA 42 . |:||:||:] o

Pagina 31 No de inclusdo

L O-000
Ao final desta consulta:
Conduta Respp nsavel Data . | Observagoes
(rubrica) _

Verificar se todos os exames
laboratorias foram colhidos e
encaminhados para o laboratorio
Verificar se os dados do prontuério
estao completos para a captura
nessa ficha

Marcar consulta de 8 semanas pos
12 dose de vacina , 15 dias depois
desta (janela de mais ou menos 7
dias)

Data I-0IC-0ICT

Preencher paginas de exames
laboratoriais quando 0s resultados
estiverem disponiveis =~
Preencher os formularios paginas
27a30 '

Atualizar a planilha de identifi cag:ao
dos voluntarios

Recolher o digrio dado ao voluntario
na consulta de dia 21




HISTORIA MEDICA
VERSAD 1.0, 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO Consulta | Iniciais No de Triagem | Data

VIP-H1N1 gﬁf;;“m"’-. DIAS? (00T s bo-0o-0o
Pagina 32 | " | No de incluséo
O-0000

O Consulta ndo realizada — motivo:

71. Algum novo sintoma, sinal, alteragdo de exame laboratorial ou
diagnéstico foi identificado desde a triagem?
O Nao 0O Sim (preencher folha de eventos adversos)

72. O voluntario usou algum medicamento desde a dltima consulta até
hoje? 0 Ndo [ Sim {preencher folha de medicag¢édo concomitante)
73. O voluntario continua participando do estudo?
O Sim ON&o — motivo: O perda de acompanhamento
' ' O Retirada de consentimento
1 Outro — qual?

74. Houve alguma alteracdo de exame fisico em relagdao a consulta
anterior? [ Nao O Sim (preencher folha de eventos adversos)

75. EXAME NEUROLOGICO

Nao realizado | Normal | Ancrmal - descrever
Geral 1 O d :
Reflexos O ( O
patelares e ' "
calcdneos
Forga muscular | O O a
em membros : '
inferiores e
posleriores

76. SINAIS VITAIS E MEDIDAS
[0 Nao realizado
Pressao arterial (mmHg) sistolica e diastélica

Frequéncia cardiaca {bpm)

Temperatura axilar (graus centigrados)

Frequéncia respiratoria. (mip'rh)

Peso (kg)

Rubrica

Data




EXAMES LABORATORIAIS — BIOQUIMICA, CD4 E CV
Versdo 1.0 de 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO | Consulta |Iniciais | No de triagem | Data
O Controle DDDD DD-DD'DD
Pagina 33 | O-000

77. CARGA VIRAL DO HIvV
[] Nio se aplica (voluntarios do grupo controle)

Resultado Nio .
Exame . Valor Unidade | realizado | comentarios
Quantificagao de copias/mL
RNA viral log1o

Data da coleta: DD-DD-DD ‘

78. SUBTIPAGEM DE LINFOCITOS

[T Nzo se aplica (voluntarios do grupo controle)

Resultado _ Néo L

Exame Valor Unidade realizado Comentarios
CD4 OO 100 celsimm®
CD8 o0 cels/mm’
CD3 Od 0] cels/mm”

~ Data da coleta: DD-DD-DD-’

79. SORO PARA REALIZALIZAGAO DE SOROLOGIA H1N1
O soro foi armazenado de acordo com o especificado no protocolo?

L__| sim

O nao —justifique:

Rubricd

Data




CONDUTA

VERSAO 1.1, 14/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO | Consulta Iniciais | No de Triagem | Data
O Controle : DDDD DD'D D'DD
VIP-H1N1 O HIv DIA 57 00
. No de inclusao
Pagina 34
- O-000
Ao final desta consuita:
Responsavel : ——
Conduta (rubrica) Data Observagoes

Verificar se todos os exames
laboratorias foram colhidos e
encaminhados para o laboratério

Verificar se os dados do prontuario
estdo completos para a captura
nessa ficha

Para os voluntarios do grupo
controle: :
Marcar consulta de 16 semanas pos
12 dose de vacina, 56 dias depois
desta (janela de mais ou menos 7
dias)

pata 101-LI0-0000

Para os voluntarios do grupo HIV:
Marcar consulta de 8 semanas pos
27 dose de vacina, 20 dias depois
desta (janela de mais ou menos 7
dias) '

pata 10-0000-00C

Preencher paginas de exames -
laboratoriais quando os resultados
estiverem disponiveis

Preencher os formularios paginas
32 e 33

Alualizar a planilha de identificagéo
dos voluntarios




HISTORIA MEDICA
VERSAO 1.0, 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO | Consulta | Iniciais No de Triagem | Data
- O Controle DDDD DD-D D'DD
- VIP-H1N1 O HIV DIA 77 DDD -
' § Pagina 35 | No de incluséo
| O-000
O] Consulta nao realizada — motivo: O Voluntario do grupo controle

O OQutro — qual?

80. Algum novo sintoma, sinal, alteragio de exame laboratorial ou
diagnéstico foi identificado desde a triagem?
O Nao O Sim (preencher folha de eventos adversos)

81. O voluntario usou algum medicamento desde a ultima consulta ate
hoje? 00 Nao L Sim (preencher folha de medicagéo concomitante)

82. O voluntario continua participando do estudo?

1 Sim ONao - motivo: O Perda de acompanhamento
O Retirada de consentimento
O Outro — qual?

83. Houve alguma alteragdo de exame fisico em relagdo a consulta
anterior? DO N& - O Sim (preencher folha de eventos adversos)
84. EXAME NEUROLOGICO .
Nao realizado | Normal | Anormal - descrever
Geral O O 0
Reflexos patelares e o O O
calcaneos '
Forca muscularemMMIl e | O [} O
MMSS : :

85. SINAIS VITA]S E MEDIDAS

[ Nao realizado

Presséo arterial (mmHg) sistdlica e dlastonca
Frequéncia cardiaca (bpm)

Temperatura axilar (graus centigrados)
Frequéncia respirataria (mipm)

Peso {(kg)

86. SORO PARA REALIZALIZAGF\O DE SOROLOGIA H1N1
O soro foi armazenado de acordo com o especificado no protocolo’?

[ sim D nao— justifique.

Rubrica

Data




CONDUTA

VERSAO 1.1, 14/MAR/10

PROTOCOLQ | GRUPO Consulta Iniciais | No de Triagem | Data
[1 Controle DDDD o DD-DD'DD
- No de inclusédo

_ Pagina 36

- -C1010

Ao final desta consulta:
Responsavel : .
Conduta (rubrica) Data Observacgdes

Verificar se o sangue para a _
sorologia foi colhido e encaminhado
ao laboratério

Verificar se os dados do prontuario
estdo completos para a captura
nessa ficha

Marcar consulta de 16 semanas pés
12 dose de vacina, 36 dias depois
desta {janela de mais ou menos 7
dias) -_

pata L101-C0C0-0003 -

Preencher o formularios pagina 35

Atualizar a planilha de identificacao
dos voluntarios




HISTORIA MEDICA
VERSAQ 1.0, 04/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO .| Consulta | Iniciais | No de Triagem | Data

[ O0-00-00

O Cbntrole .
VIP-H1N1 O HIV : DiA 113 DDD

Pagina 37 No de incluséo

O0-000

O Consulta ndo realizada — motivo:

87. Algum novo sintoma, sinal, alteracao de exame laboratorial ou
diagndstico foi identificado desde a triagem?
O Nao O Sim (preencher folha de eventos adversos)

88. O voluntario usou algum medicamento desde a Ultima consulta até
hoje? [1 Nao O Sim {preencher folha de medicagédo concomitante)
89. O voluntario continua participando do estudo?
O Sim CON&o - motivo: O Perda de acompanhamento
' O Retirada de consentimento
LI Qutro — qual?

~

90. Houve alguma alteragdo de exame fisico em relagio a consulta

anterior? [ Nao O Sim {preencher folha de eventos adversos)
91. EXAME NEUROLOGICO _
Nao realizado | Normal | Anomal - descrever
Geral O O (W]
Reflexos patelares e O O O
calcaneos '
Forga muscularem MMIle | O O O
| MMSS

92. SINAIS VITAIS E MEDIDAS

[0 N&o realizado

Presséao arterial (mmHg) sistélica e diastdlica
Frequéncia cardlaca {(bpm)

Temperalura axilar (graus centigrados)

Frequéncia respiratéria (mlpm)
Peso {kg)}

93. SORO PARA REALIZALIZAGAO DE SOROLOGIA HIN1
O soro foi armazenado de acordo com o especificado no protocolo?

L1 sim [ nso - justifique’

Rubrica

Data




CONDUTA
VERSAO 1.1, 14/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO Consulta Iniciais | No de Triagem | Data

QooOOo |O0-00-00

No de inclusao

O Controle
VIP-HINT | 5 et 0 DIA13 | OO0

. Pagina 38

-000

Ao final desta consu_l'ta:

Conduta m _ Responsavel

(rubrica) Data Observagoes

Verificar se o sangue paraa
sorologia foi colhido e encaminhado
ao [aboratério

Verificar se os dados do prontuario
estdo completos para a captura
nessa ficha :

Para os voluntarios do grupo
controle: ' o
Marcar consulta de 24 semanas pos
1? dose de vacina, 56 dias depois
desta (janela de mais ou menos 7
dias)

pata 1O1-C100-0100

Para os voluntarios do grupo HIV:
Marcar consulta de 16 semanas pos
22 dose de vacina, 20 dias depois
desta (janela de mais ou menos 7
dias) :

pata (JOI-C10-01C] |
Preencher o formuldrio pagina 37
Atualizar a planilha de identificacao
dos voluntarios o




HISTORIA MEDICA
VERSAO 1. 0, 04/MAR/O

PROTOCOLO

VIP-H1N1

GRUPO

O HIvV

O Controle

Consulta

DIA 133

Pagina 39

Iniciais

OO0

No de Triagem

oooo

No de incluséo

O-000

Data

O0-00-00

A ]
O Consulta nao realizada — motivo;

94. Algum novo sintoma, sinal,

O Voluntario do grupo controle

O Outro — qual?

diagnéstico foi identificado desde a triagem? _
O Sim (preench_er folha de eventos adversos)

I Nao

alteragio de exame laboratorial ou

95. O voluntario usou algum medicamento desde a ultima consulta até
hoje? O Nao O Sim (preencher folha de medicagao concomitante)

~ 96. O voluntario continua participando do estudo?

O Sim

CONdo — motivo:

O Perda de acompanhamento

O Retirada de consentimento _

[1 Outro — qual?

97. Houve alguma alteragdo de exame fisico em relagdo a consulta
O Sim (preencher folha de eventos adversos)

anterior?

O Nao

98. EXAME NEUROLOGICO

MMSS

Nao realizado | Normal | Anormal - descrever
Geral >l O ] [m]
Reflexos patelares e O [ O
calcaneons '
Forga muscularemMMIl e | O O O

99. SINAIS VITAIS E MEDIDAS
1 Nao realizado

Pressdo arterial (mmHg) sistdlica e diastolica

Frequéncia cardiaca (bpm)

Temperalura axilar (graus cent[grados)

Frequéncia respiratoria (mlpm)

Peso (kg)

100. SORO PARA 'REALIZALIZAGAO DE SOROLOGIA H1N1
O soro foi armazenado de acordo com o especificado no protocolo‘?

D sim

] nao - justifique.

Rubrica

Data




CONDUTA
VERSAO 1.1, 14/MAR/10

PROTOCOLO | GRUPO | Consulta Iniciais | No de Triagem | Data
O O Controle : D DDD . DD-D D'DD
- VIP-H1N1 OHY & DIA 133 | O[O
' C o No de inclusdo
- Pagina 40 _
O-000
Ao final desta consulta:
Conduta Responsavel Data _ Observagoes

{rubrica)

Verificar se o0 sangue para a
sorologia foi colhido e encaminhado
ao laboratorio -
Verificar se os dados do prontuario
estdo completos para a captura
nessa ficha

Marcar consulta de 24 semanas pés
12 dose de vacina, 36 dias depois
desta (janela de mais ou menos 7
dias) -

Data_EID-DD-DD |
Preencher o formulario pagina 39

Atualizar a planilha de identificagéo
dos voluntarios :
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Ministério da Sadde

Fundagéo Oswaldo Cruz - Instituto Oswaldo Cruz
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1. OBJETIVO

Este POP fixa condigOes, padroniza, define e estabelece regras que devem ser

aplicadas no LVRS, visando a realizacao de reacao de hemaglutinacao para

deteccao do virus de influenza isolado e c@ de células e ovos
embrionados. O

2. CAMPO DE APLICACAO @

Este POP aplica-se ao procedime%

amostras isoladas em cultivo cel

técnica de hemaglutinacao em
em ovos embrionados oriundos

espécimes clinicas processadas n , I0C, FIOCRUZ.

<
3. DEFINICOES

Devido a propriedade?do@us influenza em aglutinar eritrécitos de algumas
espécies animais, det @ mos a presenca deste virus em amostras isolados

pela hemaglutinaga

4, SIGLAS Q\@

Sao usad@s to deste POP as seguintes siglas:
FI%B\U@ Fundag&o Oswaldo Cruz
IOM Instituto Oswaldo Cruz

LVRS Laboratdrio de Virus Respiratérios e do Sarampo
HA Reagao de Hemaglutinagao

rpm Rotagdes por minuto

PBS Solucao salina tamponada 0,01 M, pH=7.3 (+ 0.1)
EPI Equipamento de protecao individual

CH Controle de hemacias
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5. CONDICOES GERAIS

5.1. Cuidados especiais devem ser tomados para evitar a contaminagao ambiental,

contaminacao cruzada e a infecgdo humana através aerossois gerados durante a
manipulaco. @
5.2. O ensaio de hemaglutinacao deve ser realizado e@cas de microtitulagdo em

polipropileno, descartaveis com 96 oriﬁ’ci(\ do em “V” ou em “U” de

acordo com a tabela 1;

5.3. Todo o procedimento de distribuicao djk das amostras a serem testadas,
deve ser feito em capelas de se ei%\gé bioldgica do tipo II, evitando-se
contaminacao do operador ou do te;

5.4. Todo o ensaio devera ser realiz@a’/ temperatura ambiente;

5.5. Utilizar o formulario F13;

5.6. Durante a homogeneiz?é hemacias deve-se tomar cuidado para que seja
feita de maneira suave, do-se a lise das mesmas;

5.7. A suspensao de hemacias deve ser guardada em geladeira;

O

5.8. A concentracao c@)ﬁemécias, o tempo de incubacao da reacao e o modelo
animal utilizadoQ% saio dependem do tipo de placa utilizado, conforme Tabela

5.9. ,l\htes da @?a@o do ensaio, os seguintes cuidados devem ser tomados:

59.1. As é@devem ser descontaminadas com hipoclorito a 5%;

59.2. O in@das cabines de seguranca bioldgica deve ser descontaminado com
hipoclorito a 5% e UV por 15 minutos.

5.9.3. Os pipetadores devem ser descontaminados com hipoclorito a 5%
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TABELA 1- Concentracdao das hemacias, o tempo de incubagdo da reacdo e o

modelo animal utilizado no ensaio

ANIMAL GALINHA PERU CO@@? HUMANO
O |

Concentragao 0,5% 0,5 % @%% 0,75%

da hemacia

Tipo de pogo da| “V” ' “u” “u”

placa (@

Tempo de| 30 minutos 3@1{ 1 hora 1 hora

incubagao

Controle de| botdo P " botao halo halo

hemacias /@

5.10.  Solugdes e suspensdes

5.10.1. SOLUC PBS A 1X, 0.01M, pH=7.2, +0,1:

@A\/
5.10.1.1. Pre ma solugao estoque 25x concentrada, em um volume de 100 mL.

Na,HPO, (Fosfato de Sddio Dibasico Anidro) ........cceevvveevenns 2,749
NaH,PO, (Fosfato de Sédio Monobasico Monohidratado

5.10.1.2.Para preparar a solugdo de PBS de uso, misturar e dissolver em agua
destilada:

40 mL da solucao 25X concentrada
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8,5 g de NaCl (Cloreto de Sbdio)
(o 15 o F 1 litro.

a. Misturar e checar o pH= 7.2, mais ou menos 0.1. Ajus r@?com NaOH 1 N ou HCI
1 N, se necessario.

b. Autoclavar para esterilizar; \
5.10.2.1.As hemacias sao coletadas em solu Alsever;

5.10.2.2.Lavar as hemacias com solu@\ e PBS (pH= 7.3, %0.1), misturando
levemente, evitando hemdlise; )/

5.10.2.3. Centrifugar a 1200 rpm por 5 r@os para obter células compactadas;
5.10.2.4. Aspirar e descartar o sobr ante;

5.10.2.5. Repetir a lavagem poz}%@@nos 3 vezes;

5.10.2.6.Na lavagem final, centri ra 1200 rpm por 10 minutos;

5.10.2.7.Ressuspender as cé@na concentracao apropriada, de acordo com a Tabela

5.10.2. Suspensao de hemacias

1;
5.10.2.8.Estocarem g @por até 2 semanas.

6. Condlg |osseguranga

6.1. Tod@ edimento deve ser feito em cabine de seguranca bioldgica classe
II, co o de EPIs, como jalecos, luvas de borracha e mascaras descartaveis.

6.2. O ensaio deve ser realizado utilizando jaleco (restrito a cada sala), luvas sem
talco e mascara.

6.3. O descarte das ponteiras, mascaras e luvas deve ser realizado nos recipientes
designados nas respectivas salas como material contaminado, para posterior

autoclavacao.
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7. EQUIPAMENTOS
7.1. Centrifuga;
7.2. Cabine de seguranca bioldgica classe II; /}
7.3. Geladeira. 6
O
8. MATERIAIS / REAGENTES 6
8.1. Pipetadores automaticos de 10uL e 1 ;
8.2. Pipetadores multicanal automatico a 100uL;
8.3. Agitador de placa; @
8.4. Ponteiras descartaveis; N
8.5. Pipetas descartaveis tipo Past@
8.6. Placas de microtitulaca 6 pocos, fundo em “U” ou “V”;
8.7. Tampas para placas d otitulacao;
8.8. Gaze e algodao;
8.9. Solucdo de PBS,0,01M, pH 7.3 (£0.1);
8.10. Suspensao g@%cias (glébulos vermelhos) conservados em solugao de

Alsever; /\Q
8.11. Tub \@cos em polipropileno para centrifugacao (17X119 mm),
des@s, transparentes com tampa de rosca, volume del5 mL;

8.12. Recipiente para descarte de material potencialmente infeccioso;

8.13. EPIs, como luvas descartaveis, oculos de seguranga, mascara e jaleco
descartavel,

8.14. Solucao de hipoclorito de sddio 5%;

8.15. Inéculos em cultura celular;

8.16. Formulario FO13
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9. LAVAGEM DAS HEMACIAS:
9.1. Adicionar em um tubo cOnico de 15mL a suspensao de hemacias recém
coletada e completar o volume do tubo com PBS.0 pH 7.3 (£0,1).
9.2. Centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm emeratura ambiente;
9.3. Aspirar todo o sobrenadante a fina cama& ucocitos depositada entre o
sobrenadante e as hemacias.
@ que a suspensao nao apresente

9.4. Repetir o item A por mais duas vezeg%

coloracao avermelhada.
NOTA: caso ocorra a preseng oloracdo avermelhada apds a quinta

repeticao do procedimento, de@av/ as hemacias e solicitar novo lote.
S

9.5. Preparar a suspensao de hem apropriada de acordo com a espécie animal
a ser utilizado. Por ?e no caso de hemacias de aves, a suspensao
utilizada sera na conc dao de 0,5%; por outro lado, caso seja utilizada

hemacias de cobaic-ou humana tipo “0”, a concentracao sera de 0,75%. No

preparo da susp@g de hemacias utilizaremos PBS 0,01 M, pH=7.3 (£ 0.1);
&

N

10. REALIZ@ O TESTE DE HEMAGLUTINACRO

10.1. Seleci a@ tipo de microplaca a ser utilizada, pogos em “V” ou “U”,
dep@o da classe de hemacias disponivel;

10.2. Distribuir 50 uL de PBS 0,01 M, pH 7.3 £ 0.1 em todos os pocos da placa com
excecao dos pogos da coluna 1;

10.3. Adicionar 100 pL de isolado viral na coluna 1;

10.4. A primeira amostra a ser testada nos pocos Al e B1. A segunda nos pogos C1
e D1. A terceira nos pogos E1 e F1. E, a quarta nos pogos G1 e H1;

10.5. Utilizando um pipetador multicanal automatico, homogeneizar a primeira

coluna e transferir de 50 pL pogo para segunda coluna e homogeneizar. Repetir
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0 processo até a 12° coluna (diluicdo seriada de base 2).

10.6.

10.7.

10.8.

10.9.

10.9.1.
10.9.2.

10.10.

10.11.

10.12.
10.13.

11.

11.1.

11.2.

11.3.
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Desprezar os 50 L finais da 12° coluna. O volume final, por poco, devera ser
de 50 pL(anexo 1).

Assim obtém-se diluicbes que vao desde a dilui ~0@4, 1/8..., até o final da
linha até a diluicdo 1/1024; %}

Homogeneizar a suspensao de hemacias ¢ao suavemente e adicionar
50 uL em todos os pocos da placa;

Deve-se incluir no ensaio um contg&@emécias e controle negativo de
cultivo.
O controle de hemacias é composf®@0 uL de PBS e 50 uL de hemacias
O controle de negativo de cuIt@eémposto por 50 uL de meio de cultivo e 50
uL de hemacias
Agitar a placa suavemént@/ra completa homogeneizagao;
Tampar a placa evitan poragéo;

Incubar durante 30“minutos ou 1 hora (Tabela 1), a temperatura ambiente;
Fazer leitura d@ quando formar botdo ou halo nos pogos correspondentes

&
ao controle de cias.

O ti maglutinante se define como o inverso da maxima diluicdo onde se

observa aglutinagao.

QO
INT@@CAG E VALIDA(;RO DO TESTE
lo

Exemplo: Um teste que apresenta aglutinagdo até a diluigao 1/32, diz-se que o
titulo hemaglutinante foi de 32UHA/50uL.

Controle de qualidade. Nos pocos correspondentes ao controle de hemacias e o
controle negativo deve ser observada a formagdao de um botdo. Do contrario, o

teste sera considerado invalido e devera ser repetido.
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1. OBJETIVO

Este POP fixa condi¢Oes, padroniza, define e estabelece regras que devem ser

aplicadas no LVRS, visando a identificagdo do virus de influenza em isolados de

cultivo celulares MDCK ou em titulacoes de anti m soros animais ou de
pacientes humanos. Q

respiratdrios e do Sarampo, I0C,

2. CAMPO DE APLICACAO

Este POP aplica-se ao Laboratdrio

Fiocruz. @
®

@)
3. DEFINICOES @

A unido especifica do anti

0 ao sitio antigénico na molécula da proteina

denominada hemagl al, interfere com a ligacao desta aos receptores

de acido sialico nos itos. Este efeito inibe a hemaglutinacao sendo a

base da reagao

- S0
4, SIGLAS @
Sao usac?@ to deste POP as seguintes siglas:

FIO@&U@ Fundacdo Oswaldo Cruz

I0C Instituto Oswaldo Cruz

LVR Laboratdrio de Virus Respiratdrios

HI Reacao de Inibicao da Hemaglutinacao

rpm Rotagdes por minuto

Xg Forca da gravidade aplicada sobre amostras
centrifugadas
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PBS Solucgao salina tamponada 0,01 M, pH=7.3 (£ 0.1)
POP Procedimentos operacionais padrao

EPI Equipamento de protecao individual

CH Controle de hemécias v(or
MDCK Cultura celular de rim de cdo N

POCO Cada orificio da placa de micm\{%\(ﬂa&?\o

RDE Receptor destroing enzym% @

RBC Red blood cells - hema

OMS Organizacdo Mundial @éde

CDC Center for Disease oI/AtIanta

5. CONDIGOES GERAIS

5.1. O ensaio de inibicao da

inacao deve ser realizado em placas de micro-
titulagao em polipropile artaveis e com 96 orificios;
5.2. Todo o procedimento de distribuicao e diluicao das amostras e dos soros deve ser

feito em capela%d@uranga bioldgica do tipo II, evitando-se contaminacao do

operador, do a , Ou da amostra;
5.3. Todoo ensé@ A ser realizado em temperatura ambiente;
rmulario F13;

5.4. Utilizar @

5.5. Durante mogeneizagdo das hemacias deve-se tomar cuidado para que seja
feita de maneira suave, evitando-se a lise das hemacias;

5.5. A suspensdo de hemacias deve ser guardada em geladeira, evitando hemdlise da
mesma até 5 dias;

5.6. Tipo de placa a ser utilizado nos testes de HI dependende das hemacias a serem
utilizadas. Conforme tabela abaixo:

5.6.1. Padrdo de HI das diferentes fontes de hemacias
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ANIMAL GALINHA PERU COBAIO HUMANO “0O”
Concentracao 0,5 % 0,5 % /%5% 0,75%
da hemacia N O
Tipo de pogo v ' )y “u”
da placa Q
Tempo de 30 minutos | 30 mi 1 hora 1 hora
incubacao ‘ &
Controle de bot&o @3\50 halo halo
hemacias Q@
6. CONDIGOES DE BIOSSEGURANGA
6.1. Todo o procediment r feito em cabine de seguranca bioldgica classe

II, com uso de EPIs@%aIecos e luvas descartaveis.

7. EQUIPAME@T@

7.1. Centrifugador \

7.2. Cabine d&;ﬁ@ga bioldgica classe II;

7.3. Gelad ;\J

7.4. Banh@.

8. MATERIAIS/ REAGENTES

8.1. Pipetadores e ponteiras descartaveis;

8.2. Placas de micro-titulagao com 96 pogos fundo em “U” ou “V”;

8.3. Tampas para placas de micro-titulacao;

8.4. Gaze e algodao;
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8.5. Solucao de PBS, 0,01M, pH 7.3 £ 0.1;

8.6. Suspensdo de hemacias (globulos vermelhos) conservados em solucao de Alsever;-

Sangue de cobaio, colhido e conservado em solugao Alsever sera fornecido pelo
Centro de Criacdo de Animais de Laboratoério (CECAL) CRUZ;
8.7. Tubos cOnicos em polipropileno para centrifugacao (17X119 mm), descartaveis,
transparentes com tampa de rosca, volume d& F
8.8. Criotubos @
8.9. Recipiente para descarte de material potg@\ente infeccioso;
8.10. EPIs, como luvas descartaveis, mésca@ a
8.11. Solucdo de hipoclorito de sodio 5%;
8.12. isolados virais; @©
8.13. RDE;
8.13.1. Reativos atualizados e @@os anualmente aos laboratdrios participantes da
O

rtavel e avental descartavel;

rede de referéncia da O
8.13.2. Enzima destruidora d@epmres (RDE): RDE " SEIKEN” DENKA SEIKEN CO.
LTD. TOKYO- JéP
8.14. Antisoros de referéncia CDC/OMS;
8.14.1. reativos atl s e distribuidos anualmente aos laboratdrios participantes da

rede de ref ia da OMS;

8.14.2. os an@ fornecidos sdo contra os virus Influenza A (H1N1), sazonal e
pandémico, A(H3N2) e tipo B

8.15. Antigeno titulado de Influenza CDC/OMS.

8.15.1. reativos atualizados e distribuidos anualmente aos laboratdrios participantes da
rede de referéncia da OMS;

8.15.1. os antigenos fornecidos sao dos virus Influenza A (H1N1), sazonal e pandémico,
A(H3N2) e tipo B.
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PROCEDIMENTO
Preparagao de Hemacias

Tomar RBCs em solugao de Alsever e passa-las (45ml) por um filtro de gaze;

NS

Centrifugar a 1.200 RPC (~300 x g) por 5 min. (~5 &@fwa RBC de cobaio);
Retirar a solugao de Alsever (sobrenadante), adici BS 1X (50mL), misturar

S

gentilmente e centrifugar conforme no item a

Repetir o procedimentos de lavagem das ¢elulas, retirada de sobrenadante e

resuspensao do pellet 3 X; | &
Na ultima centrifugacao diluir o peIIet@ s em PBS1X na proporgao de 10%
(v/v)

O

Tratamento do Soro @
Reconstituir do RDE fornecido/pe@ MS em 25 mL de PBS 1X (armazenar a -20 °C
Se necessario); @ /@
Adicionar 3 volumes deﬁ%\é{@fmlume de soro (0,3mL RDE + 0,1mL soro);

-

Incubar por 12-18h a 3
Aquecer em bango- a 56 °C por 30 minutos;
es de PBS (0,6mL PBS a solucdo de 0,4mL de RDE + soro)

ntes inespecificos

Adicionar mais 6
Retirada dos
Adicion e do pellet de RBCs para 20 volumes do soro tratado com RDE
(50uL d@para 1mL de soro tratado com RDE);

Misturar fortemente e incubar ente 4 e 8 °C, homogenizando em intervalos
regulares;

Depois de 1 hora, centrifugar a 300 x g por 5 minutos;

Retirar o soro tratado (sobrenadante) sem encostar no pellet (RBCs);

Seguindo este procedimento o soro inicial estara diluido aproximadamente de 1/10.
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9.4. Padronizacao do antigeno para a técnica de inibicdo da hemaglutinacdo (HI): “back

titration”
9.4.1. Determine o volume de antigeno padronizado necessario para seu teste de HI,
considerando a utilizagao de 25ulL por poco da placa @
%UHA/ZSUL'

9.4.3. Teste a hemaglutinacao da diluicao feita p antir a qualidade do ensaio

9.4.2. Utilize o antigeno padronizado na concentragao final

imediatamente antes de realiza-lo; @
9.4.4. O Antigeno diluido pode ser mantido a 4°? e que usado no mesmo dia;
9.4.5. Registre estes resultados como observa ficha.
9.5. Identificagao de Isolados virais de In @

9.5.1. Preparar as Diluicdes de antisor \taéo com RDE na placa de 96 apropriada,

dependendo da RBC de escolha;

9.5.2. Adicionar 25uL de PBS no?@@as linhas B até H

9.5.3. Adicionar 50uL dos soro eferencia na linha A, desde a coluna 1 até a 12,
conforme desenho esqﬁe@%co no item 9.5.14;

9.5.4. Faca a diluicao sg:ri e base 2 destes antisoros ao transferir 25uL dos pogos da

linha A para B e
9.5.5. Descarte 25u
9.5.6. Adicion@ s antigenos nos pogos Al até H6, conforme desenho esquematico

sucessivamente;

ha H ao final da diluicdo seriada,

no item
9.5.7. Adicione 25uL de PBS ao invés de antigeno na placa de controle negativo;
9.5.8. Agite a placa manualmente;
9.5.9. Cubra a placa e incube a temperatura ambiente (20 a 25 °C) por 15 minutos;
9.5.10. Adicione 50uL de RBCs a todos os pocos e agite a placa manualmente;
9.5.11. Cubra a placa e a mantenha temperatura mabiente;

9.5.12. Marque “+” para hemaglutinagao e “0” para auséncia de hemaglutinacao
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9.5.13. O tittulo de HI refere-se a ultima diluicao de antisero que inibiu completamente
a hemaglutinagao viral;

9.5.14. Desenho esquematico da placa de HI abaixo.

oy
Am_ip,srnf {25ul}) @
"l 2 3 4 5 Mﬁ\"\
1/1p A O O O O O O €——0ul antiosoro
pB8O0O0000 OO yusuess
| eQOO0O0 OO0
e QQOOO0 000
HEL 11010101010 Q00O
Sl r Q00000000000
vp 6 QOO0 0 010101010
1/1289 H OOQ@OOOOOO/ v
1@,
©J
9.5.15. As colunas de pIaQ@ referem aos antisoros anti- Influenza:
1 e7) A(yl
2e8)A( @;a

lorida/4/2006-like (linhagem Yamagata)
B/Brisbane/60/2008-like (linhagem Victoria)

6 e 12) Antisoro controle negativo

9.6. Titulagao de Anticorpos séricos anti-influenza

9.6.1. Preparar as Diluicdes de antisoro tratado com RDE na placa de 96 apropriada,
dependendo da RBC de escolha;

9.6.2. Adicionar 25uL de PBS nos pocos das linhas B até H
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9.6.3. Adicione 50uL dos soros a serem estudados linha A em duplicada, excluindo-se os
pocos All e Al12. Estes devem receber 50ul de PBS, conforme desenho
esquematico no item 9.6.14;

9.6.4. Faca a diluicao seriada de base 2 destes antisoros 63 erir 25uL dos pocos da
linha A para B e assim sucessivamente; 3Q®

9.6.5. Descarte 25uL da linha H ao final da diluicao se@

9.6.6. Adicione 25uL do antigeno a ser testado em ‘@o 0S pocos, excluindo-se aqueles

A(H1)sazonal, A(H3), B (Yamagata)

9.6.8. Agite a placa manualmente;

na coluna 12, conforme desenho esquen@%w item 9.5.14;
9.6.7. Devera ser escolhido por placa ntigeno de influenza: A(H1pdm),
&Nictmia);
9.6.9. Cubra a placa e incube a temp%ela\tura ambiente (20 a 25 °C) por 15 minutos;
9.6.10. Adicione 50uL de RBCs %;t/o@t pocos e agite a placa manualmente;
9.6.11. Cubra a placa e a mant mperatura mabiente;
9.6.12. Marque “+" para hem tinacdo e “0” para auséncia de hemaglutinagao

9.6.13. a ultima diluicdo de antisoro que inibiu completamente a

precipitacao das RBCs na coluna 12.

9.7.2. Caso contrario, o ensaio devera ser repetido.
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S0ul de sorg_

25ul pBS

Diluictes (250}

10. REFERENCI@
10.1. Vigilancia de 1a

Aires — Argenti
10.2. WHO In eagent Kit for Identification of Influenza Isolates.  Produzido e
distribui@r: WHO COLLABORATING CENTER FOR THE SURVEILLANCE,
EPIDEMIOLOGY AND CONTROL OF INFLUENZA.
10.3. Szretter KJ, Balish AL, Katz JM. Influenza: propagation, quantification, and
storage. Curr Protoc Microbiol. 2006 Dec;Chapter 15:Unit 15G.1.
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11. HISTORICO DA ULTIMA REVISAO

Data Rev. N° Resumo das Alteracoes

09/04/2007 00 Emissao inicial

14/03/2010 01 reformatac3o, re mé@iio de POP LVRS-042 para
POP-LVRS-TVR—O% Adicao de  desenhos

esquematicos os testes de HI, revisao
semantica /de\ 0
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Anexo 5 — Tabela de toxicidade

TOXICIDADE TOXICIDADE TOXICIDADE TOXICIDADE
GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3 GRAU 4
HEMATOLOGIA
HEMOGLOBINA 9,6-10,5 g/dL 8,0-9,5 g/dI 6,5-7,8 g/di <6,5 g/l
HEMOGLOBINA 96-105 g/L 80-95 g/L 65-78 g/L <65g/L
(Unidades SI)
CONTAGEM 1000-1500/mm°® | 750-999/mm® 500-749/m m® <500 /mm®
ABSOLUTA DE
NEUTROFILOS 1000-1500 GI/L | 750-999 GI/L 500-749 GI/L <500 GI/L
CONTAGEM
ABOSLUTA DE
NEUTROFILOS
(Unidade SI)
PLAQUETAS 75.000- 50.000-74.999/mm? | 20.000- <20.000/mm3 ou
99.000/mm? 49.999/mm? petéquias difusas
PLAQUETAS (Unid. SI) | 75.000- 50.000-74.999 GI/L <20.000 GI/L ou
99.000GI/L 20.000-49.999 petéquias difusas
Gl/L
TP 1.01-1.25 x 1.26-1.5 x limite 1.51-3.0 x limite > 3 x limite superior
limite superior superior normal superior normal normal
normal
APTT 1.20 - 1.66 x 1.67 - 2.35 x limite | 2.36 -3 x limite > 3 x limites superior
limite superior superior normal superior normal normal
normal
FIBRINOGENIO 0,99-0,75 X 0,74- 0,50 x limite | 0,49-0,25 x limite | < 0,25 x limite
limite inferior inferior normal inferior normal inferior normal
normal
PRODUTO DE DIVISAO |20-40 ug/mi 41-50 pug/ml 51-60 pg/ml > 60 pg/ml
DA FIBRINA
METAHEMOGLOBINA 5-9,9% 10.0 - 14.9% 15.0 -20.0 % > 20%
BIOQUIMICA

HIPONATREMIA

HIPONATREMIA
(Unidades SI)

130-134 mEq/L

130-134 mmol/L

123-129 mEq/L

123-139 mmol/L

116-122 mEq/L

116-122 mmol/L

115 mEqg/L e menos
ou alteragéo no
status mental ou
convulsbes

115 mmol/L e
menos ou alteragéo
no status mental ou
convulsbdes

HIPERNATREMIA

HIPERNATREMIA
(unidades SlI)

146-150 mEqg/L

146-150mmol/L

151-157 mEq/L

151-157 mmol./L

158-165 mEq/L

158-165 mmol/L

> 165 mEq/L ou
alteragado no status
mental / convulsbes
> 165 mmol/L ou
alteragao no status
mental /convulses

HIPOCALCEMIA 3.0-3.4 mg/dL 2.5-2.9 mg/dL, 2.0-24 mg/dLou |<2 mg/dL ou
(célcio ionizado) neces. terapia reposicao paresia ou ileo ou
repos. intensiva arritmia com risco
hospitalizacao de vida
HIPERCALCEMIA 5.6-6.0 mg/dL 6.1-6.5 mg/dL 6.6-7.0 mg/dL > 7.0 mg/dL ou
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TOXICIDADE
GRAU 1

TOXICIDADE
GRAU 2

TOXICIDADE
GRAU 3

TOXICIDADE
GRAU 4

(calcio ionizado)

paresia ou ileo ou
arritmia com risco
de vida

TRIGLICERIDES
TRIGLICERIDES
(Unidades SI)

400-750 mg/dL
4,52-8,47 mmol/L

751-1200 mg/dL
8,48-13,55 mmol/L

>1200 mg/dL
> 13,55 mmol/L

COLESTEROL 200-239 mg/dL | 240-300 mg/dL 301-400 mg/dL >400 mg/dL

COLESTEROL 5,16-6,19 mmol/L | >6,19-7,77 mmol/L |>7.77-10,35 > 10, 35 mmol/L

(Unidades SI) mmol/L

HIPOGLICEMIA 55-66 mg/dL 40-54 mg/dL 30-39 mg/dL <30 mg/dL ou
alteracdo no status
mental ou coma

HIPOGLICEMIA 3,03-3,69 mmol/L | 2,20-3,02 mmol/L | 1,64-2,19 mmol/L |< 1,64 mmol/L ou

(Unidades SI)

alt. Status mental ou
coma

HIPERGLICEMIA 116-160 mg/dI 161-250 mg/dl 251-500 mg/dL >500 mg/dL ou
cetoacidose ou
convulsbes

HIPERGLICEMIA 6,42-8,91 mmol/L | 8,92-13,90 mmol/L | 13,91-27,79 > 27,79 mmol/L ou

(Unidades SI) mmol/L cetoacidose ou
convulsbes

HIPERURICEMIA 7,5-9,9, mg/dl 10,0-12,0 mg/dL 12,1-15,0 mg/dL >15,0 mg/dl

HIPERURICEMIA 441-591umol/L 592-716 umol/L 717-895 umol/L > 895 umol/L

(Unidades Sl)

HIPOCALCEMIA 8,4-7,8 mg/dL 7,7 -7,0 mg/dL 6,9-6,1 mg/dL <6,1 mg/dL ou
(corrigido para albumina) arritmia com risco
de vida ou tetania
HIPERCALCEMIA 10,6 -11,5 11,6- 12,5 mg/dl 12,6-13,5 mg/dL >13,5 ou arritmia
(corrigido para albumina) | mg/dL com risco de vida e

tetania

HIPOMAGNESEMIA

1,71-1,36 mg/dL

1,35-1,07 mg/dL
ou neces. Rx
reposicao

1,06- 0,74 mg/dL
OU neces. repos.
intensiva,
hospitalizacdo

< 0,74 mg/dL ou
arritmia com risco
de vida.

HIPOMAGNESEMIA
(Unidades SI)

0,70-0,56 mmol/L

0,55-0,44 mmol/L
ou neces. Rx
repos.

0,43-0,30 mmol/L
ou neces. Rx
repos. intensiva,
hospitalizacdo

< 0,30 mmol/L ou
arritmia com risco
de vida.

HIPOFOSFATEMIA

2,0-2,4 mg/dL

1,5-1,9 mg/dL ou
neces. RX repos.

1,0-1,4 mg/dL ou
neces. Rx repos.
intensiva,
hospitalizacdo

<1,0 mg/dL arritmia
com risco de vida ou
ICC.

HIPOFOSFATEMIA 0,63-0,79 mollL | 0,47-0,62 mmol/L |0,31-0,46 mmol/L |<0,31 mmol/L
(Unidades SI) ou neces. RX requer rep. arritmia com risco

repos. intensiva ou de vida ICC.

hospitalizacdo
HIPERBILIRRUBINEMIA |1,1-1,5 x limite | 1.-,6-2,9 x limite 3-5 x limite >5 x limite superior
HIPERBILIRRUBINEMIA | superior normal | superior normal superior normal normal
(Unidades SI) 22-31 pmol/L > 31-62 pmol/L >62-103pmol/L >103 pmol/L
(Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) (Grau 4)

HIPOCALEMIA 3,0-3,4 mEqg/L 2,5-2,9 mEq/L 2,0-2,4 mEq/L <2,0 mEqg/L
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TOXICIDADE TOXICIDADE TOXICIDADE TOXICIDADE
GRAU 1 GRAU 2 GRAU 3 GRAU 4
HIPOCALEMIA 3,0-3,4 mmol/L 2,5-2,9 mmol/L 2,0-2,4 mmol/L <2,0 mmol/L
(Unidades SI)
HIPERCALEMIA 5,6-6,0 mEqg/L 6,1-6,5 mEq/L 6,6-7,0 mEq/L >7,0 mEq/L
HIPERCALEMIA 5,6-6,0 mmol/L 6,1-6,5 mmol/L 6,6- 7,0 mmol/L >7,0 mmol/L
(unidades SI) (Grau 1) (Grau 2) (Grau 3) (Grau 4)
BUN 1,25-2,5 x limite | 2,6-5,0 x limite 5,1-10,0 x limite >10 x limite superior
superior normal | superior normal superior normal normal
CREATININA 1,1 -1,5 x limite 1,6-3,0 x limite 3,1-6,0 limite >6,0 x limite
superior normal | superior normal superior normal superior normal ou
requer dialise
CPK (CK) 1,1-2,0 x limite 2,1-4,0 x limite 4,1- 6,0 x limite >6,0 x limite
(ndo relac. ao exercicio) | superior normal | superior normal superior normal superior normal
ENZIMAS
AST/TGO 1,25-2,5 X limite | 2,6-5 x limite 5,1-10 x limite >10 x limite superior
superior normal superior normal superior normal normal
ALT/TGP 1,25-2,5 X limite 2,6-5 x limite 5,1-10 x limite >10 x limite superior
superior normal superior normal superior normal normal
GGT 1,25-2,5 X limite 2,6-5 x limite 5,1-10 x limite >10 x limite superior
superior normal superior normal superior normal normal
FOSFATASE 1,25-2,5 X limite 2,6-5 x limite 5,1-10 x limite >10 x limite superior
ALCALINA superior normal superior normal superior normal normal
Amilase 1,1-1,3 x limite 1,4-2,0 x limite 2,1-5,0 x limite 5,1 x limite superior
(pancreatica) superior normal superior normal superior normal normal ou pancreatite

ou pancreatite
clinica leve a
moderada

clinica severa

ANALISE DE URINA

PROTEINURIA 1+, 30-100 mg/dL | 2+,>100-300 3+, >300 mg/dL Sindrome nefrética
mg/dL
HEMATURIA apenas grosseira, sem grosseira, Obstrutiva ou requer
microscopica, < coagulos, 10-100 | coagulos, > 101 Rx.
10GVs GVs GVs
CARDIACO

RITMO CARDIACO

assintomatico,
sinais transitorios,
sem necessidade
de Rx

recorrente/
persistente sem
necessidade de
Rx

Arritmia instavel,
precisa de tratamento
ou hospitalizacéo

HIPERTENSAO aumento > 20 mmHg Requer Rx agudo | Hospitalizagéo
transitério recorrente, ao paciente
>20 mmHg, s/ crénico, requer Rx | ambul.
RXx,
HIPOTENSAO hipotensao sintomas requer fluidos IV, | Requer hospitalizagado
ortostatica corrigiveis com sem
transitéria, sem reposicao de hospitalizacao
Rx fluidos via oral
PERCARDITE efusdo minima efusdo efusdo Tamponamento, requer
leve/moderada sintomatica, dor, | pericardiocentese ou
assintomatica, s/ | alt. ECG cirurgia

Rx
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TOXICIDADE TOXICIDADE TOXICIDADE TOXICIDADE
GRAU1 GRAU 2 GRAU 3 GRAU 4
HEMORRAGIA, microscopica/ocult | leve, sem grande perda de | Perda macica de
PERDA DE SANGUE | a transfusao sangue, sangue, > 3 unidades
transfusdo de 1-2 | para transfusao
unidades
RESPIRATORIO
TOSSE transitéria, sem tratamento tratamento Nao controlada

Rx

associado com a
tosse- Rx local
nao narcotica

associado com a
tosse, requer Rx
com narcotico

DIFICULDADE leve, ndo interfere | moderada, moderadamente | Grave, requer
RESPIRATORIA nas atividades de | interfere nas incapacitante, assisténcia ventilatoria
rotina atividades de requer oxig. nasal
rotina, requer Rx
intermitente
BRONCOESPASMO | transitério, sem requer medic., sem Cianose, FEV <25% do
AGUDO Rx, pico de fluxo |normalizagao c/ normalizagao c/ pico de fluxo, intubado

70% -80%

broncodilatador,
FEV de 50% do

broncodilatador,
FEV de 50% do

pico de fluxo pico de fluxo;
retracao
GASTROINTESTINAL
ESTOMATITE leve desconforto, |algumas comendo, Incapaz de beber
sem limites de limitagbes para conversacgao liquidos; requer fluidos
atividade comer, muito limitada v
conversando
transitorio, leve Desconforto desconforto Ingestdo minima de
NAUSEA desconforto, moderado, sinal grave, sem liquidos ou requer
mantém uma de dim. ingestdo, |ingestéo hospitalizacao
ingestéo razoavel |alguma limitagdo | significante de
da atividade ou alimentos,
dim. ingestdo <3 | atividades
dias limitadas ou
ingestdo minima 3
dias
emese transitoria, | emese moderada, | vomita todos os Choque hipotensivo,
VOMITOS 2-3 por dia ou 4-5 por dia ou alimentos/liquidos | hospitalizagdo com
durando < 1 durando 1 nas 24 horas, terapia com fluidos IV
semana semana hipotensao ortost.
ou requer RX com
fluidos IV
CONSTIPACAO leve moderada, requer | severa, requer Rx, | Distensdo com vémitos
Rx vomitos
DIARREIA leve ou transitoria, | moderada ou diarréia com Choque ou requer
3-4 episddios por | persistente, 5-7 sangue; ou hospitalizacao
dia ou diarréia episddios /dia ou | hipotensao

leve durando < 1

diarréia durando >

ortostatica ou>7

semana 1 semana episédios/dia ou
requer Rx IV
DOR ABDOMINAL leve, ocasional, moderada, severa ou requer | Severa com sinais de
transitoria transitoria analgésico defesa peritoneal
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TOXICIDADE TOXICIDADE TOXICIDADE TOXICIDADE
GRAU1 GRAU 2 GRAU 3 GRAU 4
NEURO/ NEUROMUSCULAR
NEURO CEREBELAR | ligeira tremor intencional, | ataxia locomotora | Incapacitado
incoordenacéo, dismetria,
disdiadococinesia | nistagmo, fala
“pastosa”
HUMOR ansiedade ou ansiedade ou ansiedade ou Psicose aguda;
depresséo leve depresséao depresséao severa | incapacitado requer
moderada, requer | ou mania; (precisa | hospitalizagéo
terapia de assisténcia)
CONTROLE confuséao/ confuséo confuséo severa/ | Psicose toxica;
NEUROLOGICO agitacédo moderada/ agitacédo hospitalizagédo
agitacédo; um
pouco severa, Rx
min.
FORCA MUSCULAR | fraqueza objetiva leve sem | fraqueza objetiva; | Paralisia
subjetiva, ndo dim. fungao funcédo limitada
objetiva
NEUROPATIA leve desconforto; | desconforto desconforto Incapacitante,
DOLOROSA sem necessidade | moderado severo, marcha desconforto intoleravel.
de terapia persistindo por > | antalgica N&o melhora ou é
72 horas; requer | acentuada, requer | incapaz de andar a
analgésico analgésico pesar dos analgésicos
narcotico, com narcoticos
melhora
sintomatica
MIOSITE achados minimos | Pacientes devem | Pacientes devem | Pacientes devem ter
ter algumas ter algumas algumas medidas de
medidas de medidas de miosite (EMG positiva
miosite (EMG miosite (EMG ou biopsia muscular) e

positiva ou biopsia
muscular) e um
dos seguintes:

positiva ou biopsia
muscular) e um
dos seguintes:

um dos seguintes:

1) mialgia leve, > | 1) mialgia 1) dor muscular severa
6 semanas moderada ou ('mialgias) ndo
precisando de sensibilidade relacionadas ao
agentes anti- muscular , > 6 exercicio, precisando
inflamatérios ndo | semanas de narcoticos.

esteroides necessitando de

agentes anti-

inflamatorios ndo

esteroides
2) dificuldade em | 2) necessita de 2) fraqueza muscular
subir escadas ou |alguma resultando em
levantar-se assisténcia para incapacidade para

quando sentado,
mas capaz de
deambular sem
assisténcia

deambulagao ou
atividades gerais

andar, requerendo
cuidados especiais e
assisténcia com a
movimentacao

3) rabdomidlise aguda
com necrose muscular
e edema, fraqueza




“Farmacocinética do Lopinavir co-formulado com baixas doses de ritonavir em forma de
comprimidos, em dosagem padrdao e dosagem aumentada, durante a gestacao em
portadoras do HIV”

Versao 2.1, de 05 de Janeiro de 2009

TOXICIDADE
GRAU 1

TOXICIDADE
GRAU 2

TOXICIDADE
GRAU 3

TOXICIDADE
GRAU 4

muscular moderada a
severa com
incapacidade para
andar ou movimentar-
se sozinho sem
assisténcia.

4) rabdomiolise aguda
associada com
desequilibrio eletrolitico
ou faléncia renal.

OUTROS PARAMETROS

FEBRE; oral, c/s
infec¢do, > 12 h

37,7-38,5 Cou
100,0-101,5F

38,6-39,5 Cou
101,6-1029 F

39,6-40,5 C ou
103-105 F

>40,5C
>105F

CEFALEIA leve, sem neces. | transitoria, mod; severa, responde | Intratavel, requer
Rx nao requer Rx a terapia inicial terapia repetida com
narcotica com narcotico narcoticos.
FADIGA <25% de atividade normal | atividade normal | Incapaz de cuidar de si
(POS INiCIO DO diminuicdo nas diminuida de 25- | diminuida > 50%, | préprio.
TRATAMENTO) atividades diarias | 505 ndo pode
trabalhar
REACAO ALERGICA | prurido ¢/ ou s/ urticaria urticaria Anafilaxia
erupcao localizada, generalizada,
angioedema angioedema
REACAO LOCAL sensibilidade ou |les&o endurecida |les&o endurecida | Necrose
eritema >10 cm ou flebite | > 10 cmou
ou inflamacao ulceracao
CUTANEOMUCOSA | eritema, prurido erupgdo maculo- | vesiculagdo, Dermatite exfoliativa,
papular, difusa, descamacéao suspeita de

descamacéo seca

umida, ulceracao

envolvimento da
membrana mucosa,
Stevens-Jonhson ou
eritema multiforme,
necrose neces. cirurgia
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