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RESUMO

A influenza ¢ responsdvel por significativa morbimortalidade, sendo mais
frequente em alguns grupos populacionais, como os individuos com imunodeficiéncia.
Dados sobre o impacto do virus Influenza A(HIN1)pdm09 em pacientes com HIV/AIDS
sdo escassos ¢ limitados a pacientes com sindrome gripal que procuram servigos de
saude, o que em geral subestima a prevaléncia da infeccdo devido a ndo contabilizacio
de casos brandos ou assintomaticos. Entre marco e agosto de 2010, 256 pacientes
adultos com HIV/AIDS ainda ndo vacinados foram incluidos em um ensaio clinico de
vacina anti-Influenza A(HINI)pdm09 no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas,
Rio de Janeiro. Os titulos de anticorpos de 254 amostras pré-vacinais foram analisados
com o objetivo de estimar de forma mais acurada a soroprevaléncia contra o virus
Influenza A(HIN1)pdm09 nessa populagdo e sua associacdo com dados demograficos,
clinicos e laboratoriais, no intuito de tentar guiar decisdes para estratégias de programas
de vacinagdo e para a pratica clinica. Com uma média de 42,2 anos, predominio de
homens, baixo percentual de antecedente de vacinagdo contra influenza sazonal e 23,6%
dos pacientes com comorbidades, a populacdo estudada apresentava uma média de
contagem de linfécitos CD4 de 583,2 células/mm’®, 80% em uso de TARV. A
metodologia utilizada para avaliar a soroprevaléncia foi a inibi¢do de hemaglutinagao
(HI) e 34,3% dos pacientes apresentaram titulos considerados compativeis com
soroprotecdo (HI > 1:32). Sexo feminino e presenca de comorbidades foram
significantemente associados @ maior soroprotecao na analise univarida e no modelo de
regressao logistica, o que pode ser decorrente de uma maior frequéncia desses grupos
populacionais nos centros de satde e, consequentemente, maior exposi¢cdo ao virus
InfluenzaA(HINI1)pdm09. O grau de imunodeficiéncia no momento da avalia¢do ndo se
mostrou associado a uma menor soroprotecdo pré-vacinal. Por outro lado, vacinagdo
prévia contra influenza sazonal ndo aumentou significativamente a soroprotecao,
reiterando a necessidade de vacinagdo especifica no caso de uma nova pandemia de

influenza.

Palavras-chave: 1. HIV, 2. Influenza A (HINI) pdm 09, 3. Soroprevaléncia
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ABSTRACT

Influenza is responsible for significant morbidity and mortality and is more
common in some groups, including people with immunodeficiency. There are limited
data of the impact of pandemic virus (HINI) 2009 influenza in patients living with
HIV/AIDS, usually obtained from patients with ILI seeking health services, what
usually underestimate the prevalence of infection due to not accounting mild or
asymptomatic cases. Between March and August 2010, 256 adults with HIV/AIDS, not
yet vaccinated against Influenza A(HINI)pdm09, have been enrolled in a vaccine
clinical trial at the Evandro Chagas Clinical Research Institute in Rio de Janeiro. We
analyzed the antibody titers of 254 pre-vaccination samples performed with the aim to
better estimate the prevalence of Influenza A(HINI)pdm09 in this population and
associate this with demographic, clinical and laboratorial data, in order to try to guide
strategies for vaccination programs and decisions for clinical practice. The study
population have an average of 42.2 years, male predominance, low percentage of
previous history of vaccination against seasonal influenza and 23.6% of the volunteers
presented at least one comorbidity, besides a high rate of AIDS (84.3%), median CD4
count of 583.2 cells/mm’ and 80% were in use of antiretroviral therapy. Antibody titers
were measured by use of hemagglutination inhibition (HI) and 34.3% of patients had
titers considered seroprotection (HI > 1:32). Female gender and comorbidities were
significantly associated with higher seroprotection in the univariate analysis and the
multivariate logistic regression, which may be due to higher environmental exposure to
the virus in these patients and emphasizes the importance of the precautionary approach
in clinical practice, especially in those subgroups. No significant correlation was
observed between seroprotection and factors related to HIV immunosuppression,
suggesting that, in a similar population, the immune deficiency does not interfere with
development of seroprotection. Also, prior seasonal influenza vaccination did not
significantly increase seroprotection, reaffirming the need of specific vaccination in

case of a new influenza pandemic.

Keywords: 1. HIV, 2. Influenza A(HIN1)pdm09, 3. Seroprevalence
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1. INTRODUCAO

A influenza ¢ doenca causada pelo virus Influenza e ¢é responsavel por
significativa morbimortalidade, especialmente em alguns grupos populacionais, como
os individuos com HIV/AIDS(MANDELL; BENNETT; DOLIN, 2005). Em abril de
2009 um novo virus Influenza A(HINI)pdm09 (HIN1pdm09) foi identificado em
amostras de secre¢do respiratoria de pacientes sem vinculo epidemioldgico e se
disseminou rapidamente nos diferentes continentes. Em junho de 2009, a Organizacao
Mundial de Satide (OMS) classificou a situacdo como uma pandemia (WHO, 2009).

A infeccdo pela nova variante do virus [Influenza apresentou maior
morbimortalidade em individuos com imunodeficiéncia (CORDERO et al., 2012).
Entretanto, entre os pacientes com HIV/AIDS hospitalizados devido a nova gripe nao se
verificou diferenca significativa nas manifestacdes clinicas, no indice de complicagdes e
no numero de mortes em relagdo aos ndo infectados pelo HIV (HIV negativos) (ISAIS
et al., 2010). Esses dados sdao baseados em observagdo de casos graves internados ou de
pessoas que procuram servigos médicos devido ao quadro gripal, o que subestima as
taxas reais de infec¢do na populacdo, devido a ndo contabilizagdo de casos brandos ou
assintomaticos (REED et al., 2009).

Estudos de soroprevaléncia podem identificar o percentual total dos casos de
infec¢do e proporcionar um panorama da propagagdo da pandemia. Essa avaliagdo pode
ser feita através da dosagem de anticorpos contra o virus Influenza A HINI 2009 em
amostras anonimas da populacdo geral, coletadas antes da introdug@o da vacina, ou em
amostras pré-vacinais de ensaios clinicos de imunogenicidade de vacinas contra a nova
gripe. Os valores dos titulos de anticorpos podem variar de acordo com a exposi¢do da
populacao ao virus, com o grau de circulagio do virus pandémico na regido no
momento da coleta da sorologia, com os antecedentes de vacinagdo contra influenza
sazonal, a densidade populacional, faixa etaria, historia de sindrome gripal e
imunossupressdo, entre outros fatores.

Estudos entre individuos com imunodeficiéncia sdo escassos no Brasil e incluem
pacientes com imunodeficiéncias em geral. Essas questdes despertaram nosso interesse
em estudar a prevaléncia de soroprotecdo contra virus Influenza A(HINI)pdm09 em
pacientes adultos com HIV/AIDS nas amostras coletadas no momento anterior a
vacinagdo no ambito de um ensaio clinico em andamento no Instituto de Pesquisa

Clinica Evandro Chagas (IPEC).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Influenza

O virus

A influenza, conhecida popularmente como gripe, ¢ uma doenga febril aguda
causada pela infec¢ao pelo virus Influenza. Pertencente a familia Orthomyxoviridae, é
um virus envelopado cujo material genético ¢ um RNA segmentado de fita simples,
com glicoproteinas de superficie que agem facilitando a entrada e a saida do virus das
células hospedeiras (Figura 1). Pode ser classificado nos tipos Influenza A, B e C, sendo
o Influenza A o responsavel pela ocorréncia de pandemias devido a algumas
caracteristicas determinadas por sua antigenicidade. O Influenza A ¢ dividido em
subtipos de acordo com variagdes nas glicoproteinas de superficie, chamadas
Hemaglutinina (HA) e Neuraminidase (NA). Pelo menos 17 HA (H1 a H15) e 10 NA
(N1 a N9) distintas foram identificadas (CDC, 2009; CDC, 2010).

PBL
RNA polymerase
. [PBZZ‘?

Figura 1 — Diagrama esquematico do virus Influenza A. Fonte: Neumann et
al NEUMANN; NODA; KAWAOKA, 2009)

Um aspecto impar e marcante do Influenza ¢ a alta frequéncia de alteracdes de
antigenicidade: a variag¢do antigé€nica. Esta ¢ consequéncia de alteragdes na estrutura dos
antigenos do virus, gerando variantes contra as quais a populagdo em risco tem pouca
ou nenhuma resisténcia. A variacdo antigénica ocorre devido a alteracdes das
glicoproteinas HA e NA e pode ser resultado de dois mecanismos diferentes: o drift ou
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o shift antigénico (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
[S.d.]).

A mutagdo antigénica do tipo drift resulta de um acumulo frequente de mutagdes
que, quando alteram os residuos de aminoacidos nos epitopos da HA e/ou da NA,
podendo levar a uma alteracdo gradual e frequente do virus. Como consequéncia, tem-
se um reconhecimento menor ou parcial pelos anticorpos gerados apds exposicao as
cepas anteriores, resultando em imunidade reduzida do hospedeiro. Uma epidemia ¢
geralmente causada pela emergéncia de uma variante origindria de um drift, que
predomina na populagdo exposta devido a imunidade reduzida (WRIGHT, P. F.;
NEUMANN; KAWAOKA, 2007).

A mutagdo antigénica do tipo shift resulta da alteragdo drastica das proteinas
superficiais (HA e NA), com substitui¢do de todo um segmento genético viral por outro
proveniente de outro virus influenza, gerando uma nova variante do virus. Nesse caso,
como hd minima ou nenhuma ligacdo dessa variante com os anticorpos gerados na
populacdo exposta as outras variantes do virus, ndo hd imunidade especifica. Quando
uma nova variante viral ¢ introduzida na popula¢do ocorre uma pandemia (WRIGHT, P.
F.; NEUMANN; KAWAOKA, 2007). O shift antigénico pode ocorrer quando duas
estirpes virais provenientes de diferentes espécies de hospedeiros infectam uma mesma
célula (Figura 2), possibilitando rearranjos, durante o empacotamento viral, que podem
gerar uma nova particula contendo segmentos genéticos de duas estirpes diferentes

(NICHOLSON; WOOD; ZAMBON, 2003).
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Figura 2 — Hospedeiros do virus Influenza A e subtipos
identificados nos diferentes subgrupos. Fonte: Wahlgren J.
(WAHLGREN, 2011)

Historico e epidemiologia

A epidemiologia da influenza é caracterizada por surtos sazonais de severidade
variavel, que ocorrem principalmente em periodos de inverno e sdo responsaveis por
grande impacto sécio econdmico e alta taxa de mortalidade em grupos especificos. As
epidemias ocorrem geralmente a cada 3 a 4 anos e sdo caracterizadas pelo aumento da
incidéncia local de doengas respiratorias febris de inicio abrupto, com taxas de ataque
de 10 a 40%, pico de incidéncia em 2 a 3 semanas e duracdo de cerca de 5 a 6 semanas.
A curva epidémica caracteristica do influenza sazonal ¢ em forma de “U”, com maiores
taxas de ataque e hospitalizagdes nos extremos de idade e mortalidade superior em
doentes com mais de 65 anos. Maior morbimortalidade também ¢ observada em
imunossuprimidos, gestantes e pessoas com comorbidades cardiacas, pulmonares,
renais, metabolicas ou hematoldégicas (TREANOR, 2005; WRIGHT, P. F;
NEUMANN; KAWAOKA, 2007). Menos frequentemente, essas epidemias atingem
niveis de alcance mundial, caracterizando as chamadas pandemias, em geral causadas
por uma variante do virus para a qual a populagdo tem imunidade ausente ou escassa, o
que acarreta uma transmissdo extremamente rapida, fora do padrdo sazonal, com altas
taxas de ataque em todas as faixas etarias e elevada taxa de mortalidade em adultos
jovens (SIMONSEN et al, 1998; TAUBENBERGER; MORENS, 2010).
Historicamente foram registradas 32 pandemias de influenza, trés das quais no século
passado (Figura 3): a pandemia de Influenza A/HINI em 1918, com milhdes de mortes
nas trés primeiras ondas da doenga, a pandemia de Influenza A/H2N2 em 1957 ¢ a de

Influenza A/H3N2 em 1968 (TAUBENBERGER; MORENS, 2010).

*ﬂq& H1N1 *Esz H1N1

Pandemic

H3N8 H3N2
Yp———p e I

Q05 1915 1925 1975 1985 1995 2005 2010 2015

1889 1900

Russian Old Hong Kong
influenza |influenza
H2N2 H3N8

Figura 3 — Pandemias de influenza registradas em humanos desde 1885. Fonte: Nicoll A.
(NICOLL, 2010).
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Imunopatogenia

Em humanos, a transmiss@o do virus se da de pessoa a pessoa pelo contato com
secregOes respiratdrias infectadas, especialmente através de pequenas particulas de
aerossois (PATROZOU; MERMEL, 2009), com periodo de incubagdo de 18 a 72 horas.
O virus pode ser detectado e quantificado em amostras do trato respiratdrio pouco antes
do inicio dos sintomas, com pico em 24 a 48 horas e queda rapida, até estar indetectavel
5 a 10 dias ap6s inicio da doenga (PATROZOU; MERMEL, 2009). Esse periodo pode
ser maior em criangas e pessoas com imunodepressao (NICOLL, 2010; PATROZOU;
MERMEL, 2009).

Ap6s o contado do virus Influenza com o epitélio respiratorio, os mecanismos de
defesa de barreira e a agdo de anticorpos IgA do epitélio tentam impedir sua entrada no
epitélio colunar. Quando essas barreiras sdo vencidas o virus ¢ absorvido, inicia sua
replicacdo e atinge o sangue periférico, ativando a resposta inflamatdria e o sistema
imune, o que resulta em liberagdo de citocinas e inicio dos sintomas constitucionais da
influenza (TAMURA; KURATA, 2004). A imunidade ¢ permanente para virus
homologos e pode haver protegdo cruzada para subtipos com drifts, entretanto esta
protecdo varia de acordo com o grau de diferenca antigénica entre as variantes virais.

A resposta imune humoral ocorre através da producdo de anticorpos contra as
proteinas do envelope HA e NA e as proteinas estruturais. A resposta imune celular
também tem papel importante no controle da infecgdo, através de linfocitos T CD4+ que
estimulam a produgdo de anticorpos pelas células B. Como os epitopos da HA
reconhecidos pelas células T sdo diferentes daqueles reconhecidos pelos anticorpos
neutralizantes, pode haver reagdo cruzada entre os diferentes subtipos virais. As células
T também exercem acgdo citotoxica, CD8+ especifica, contra o virus através do
reconhecimento de HA, sendo essa, portanto, uma resposta especifica para cada subtipo
(COUCH; KASEL, 1983; SCHILD; OXFORD; VIRELIZIER, 1975; TAMURA;
KURATA, 2004). Dessa forma, as células infectadas pelos virus podem ser lisadas pela
acdo do complemento, dos anticorpos dependentes de citotoxicidade celular e dos
linfocitos T citotoxicos. A resposta de linfocitos T especifica contra o Influenza se
inicia ap6s a infecg¢do, com pico de agdo apos 14 dias. A resposta humoral pode ser mais
rapida na reinfeccio (TREANOR, 2005). Pacientes com AIDS e imunodeficiéncia
severa (com contagem de linfocitos CD4<100 céls/mm’) podem apresentar resposta

humoral prejudicada e testes soroldgicos falso-negativos, conforme ja relatado em casos



de infeccdo pelo HCV e de sifilis em individuos com as mesmas caracteristicas

(BARTLETT et al., 2009; GEORGE et al., 2002; PUPPIN et al., 1992).

Quadro clinico

A infec¢ao ndo complicada pelo virus Influenza se instala de forma abrupta com
sintomas sistémicos como febre, sudorese, cefaleia, mialgia, prostracdo e anorexia,
podendo-se observar menos frequentemente dor retro-ocular, artralgia e tremores. Esses
sintomas usualmente duram trés dias, mas podem se estender por até oito dias.
Concomitantemente, sintomas respiratorios de traqueobronquite, como tosse seca, dor
de garganta, obstru¢do nasal e coriza sdo comuns, mas menos pronunciados que o0s
sistémicos, caracteristica tipica na infec¢do por Influenza, que a diferencia de outras
infecgdes virais de vias aéreas superiores. Complicagdes pulmonares e extrapulmonares
podem ocorrer mais frequentemente em pessoas com mais de 65 anos, individuos com
comorbidades cardiacas ou pulmonares e em gestantes, porém esse padrdo pode se
alterar em situacdes de pandemias (KUIKEN; TAUBENBERGER, 2008; TREANOR,
2005). Em pessoas imunocomprometidas, as complicagdes pulmonares sdo mais
frequentes e severas (KUNISAKI; JANOFF, 2009). Em alguns estudos, os pacientes
com HIV/AIDS parecem ter susceptibilidade e evolucao clinica da influenza semelhante
aos pacientes HIV negativos (FINE et al., 2001; GOLDEN; SAJJAD; ELGART, 2001;
KUNISAKI; JANOFF, 2009; NABESHIMA et al, 2000; SHETH; ALTHOFF;
BROOKS, 2011; THURN; HENRY, 1989), mas outros trabalhos sugerem maior indice
de complicacdes, hospitalizacdes e mortalidade nessa populagdo, especialmente em
individuos com AIDS e naqueles sem wuso de terapia antirretroviral
(TARV)(ALAGIRISWAMI; CHEESEMAN, 2001; LIN; NICHOL, 2001; NEUZIL et
al.,2003; RADWAN et al., 2000; SHETH; ALTHOFF; BROOKS, 2011).

Diagnéstico laboratorial

Além do quadro clinico-epidemioldgico, o diagnostico da infecgdo pelo
Influenza pode ser feito por isolamento viral, em culturas celulares por deteccdo de
antigenos virais (usando técnicas como imunofluorescéncia, imunohistoquimica, testes
rapidos comerciais), deteccdo gendomica (PCR - Polymerase Chain Reaction) ou
sorologia. O isolamento viral, a detec¢do de antigenos virais e a deteccdo gendmica
(PCR) sdo realizados nas secregdes respiratorias e de grande utilidade na fase aguda da
doenga (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Os testes sorologicos podem
detectar anticorpos contra as proteinas do envelope HA e NA ou contra proteinas
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internas e raramente permitem um diagndstico precoce da fase aguda da doenca. Os
anticorpos contra a HA aparecem cerca de duas semanas apods a infecg¢do pelo virus, tém
seu pico entre quatro e sete semanas e declinam lentamente apds esse periodo, podendo
porém ser detectados mesmo anos apdés a infeccdo (SCHILD; OXFORD; VIRELIZIER,
1975; TAKAHASHI, 2007). Para a caracterizagdo de uma infec¢do recente através da
realizacdo de sorologia sdo necessarias amostras pareadas da fase aguda e do periodo de
convalescenga, com demonstracdo de aumento significativo (quatro vezes ou mais) dos
titulos de anticorpos. Os testes soroldgicos de HA, como a fixagdo do complemento, o
ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a microneutralizagdo (MN) podem ser usados para
diagnéstico, porém a Inibicdo da Hemaglutina¢dao (HI) € o teste sorologico de escolha
mundial e recomendado pela OMS em estudos soroepidemiologicos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2011).

A necessidade de mais estudos comparativos entre os métodos HI ¢ MN ¢ tema
de discussao entre os estudiosos de Influenza, porém a MN parece ser mais sensivel que
a HI na detec¢do de anticorpos apds a infec¢do ou vacinagdo (“Assays for neutralizing
antibody to influenza viruses. Report of an informal scientific workshop, Dresden, 18-
19 March 20037, 2003). Apesar de ser considerado um teste promissor em
complementacdo a HI, a MN ¢ um exame complexo e mais caro, envolve multiplos
reagentes e etapas; além disso, a correlagdo entre seus titulos e a prote¢do a infeccdo
ndo esta estabelecida. A HI ¢ um ensaio confiavel ndo apenas para detec¢do de
anticorpos contra a HA, mas também para tipagem, subtipagem e determinagdo de
caracteristicas antigénicas de isolados virais de Influenza, ou seja, € 1til para deteccao
de variantes antigénicas entre hemaglutininas dos virus Influenza (VIRELIZIER, 1975;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). A soroprotecdo ¢ determinada por
titulos iguais ou superiores a 1:40 (podendo variar de 1:32 a 1:42, dependendo da
padronizagdo do método), com correlagdo de cerca de 50% de protecdo contra a
infeccdo clinica do Influenza A (HINI) (AL-KHAYATT; JENNINGS; POTTER,
1984; STEPHENSON et al., 2009; VIRELIZIER, 1975; ZAMBON et al., 2001).

Um estudo sobre a sensibilidade e a especificidade dos métodos de HI e MN ao
virus Influenza A(HINI)pdm09 na fase de convalescen¢a, usando como padrao-ouro o
PCR para o virus pandémico de secre¢des respiratorias na fase aguda de uma sindrome
gripal, em pacientes norte-americanos com idade menor ou igual 60 anos, mostrou que,
para titulos de HI = 1:40, havia uma sensibilidade de 75% e uma especificidade de 97%;
e que, para titulos de MN = 1:40, havia uma sensibilidade de 94% e uma especificidade

de 83% (VEGUILLA et al., 2011). Em outro estudo que comparou a sensibilidade dos
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métodos HI e MN, usando também como padrdo ouro o PCR de secrecdes respiratorias
de pacientes com sindrome gripal, observou-se sensibilidade de 60,3% para titulos de
HI = 1:40 e de 84,5% para titulos de MN = 1:40, além de maior concordancia da MN do
que da HI com o RT-PCR (PAPENBURG et al., 2011).

Considerando os dados desses estudos, para o virus Influenza A (HIN1) pdm 09,
a MN seria um teste mais sensivel ¢ a HI um teste mais especifico, porém a
generalizagdo desses dados para outras populacdes € questionavel. O ELISA ¢é um teste
mais pratico por ndo depender da utilizagdo de eritrocitos e ter uma leitura menos
subjetiva, feita por absorbancia e ndo por estimativas visuais de aglutinacdo. Entretanto,
além da falta de estudos que determinem a sensibilidade e a especificidade do método,
um estudo sobre imunogenicidade a vacina contra Influenza pandémico que usou o0s
métodos HI e ELISA sugeriu uma menor sensibilidade do tltimo teste (LAGLER et al.,
2012).

Tratamento e prevencao

O tratamento da influenza baseia-se na terapia de suporte, associado ou nao ao
uso de antivirais especificos, como os inibidores de M2, amantadina e rimantadina, ou
os inibidores de neuraminidase, mais eficazes: zanamivir e oseltamivir (DUTKOWSKI,
2010; JEFFERSON et al., 2000). O tratamento com inibidores de neuraminidase ¢
eficaz na reducdo de complicagdes relacionadas a infec¢do pelo Influenza em pessoas
saudaveis e naquelas pertencentes aos grupos com maior risco de complicagdes. Devido
a boa tolerabilidade e seguranca dessas drogas, o tratamento iniciado precocemente ¢é
importante ferramenta na reducdo do numero de complica¢des (FALAGAS, M. E. et al.,
2010). O tratamento especifico dos doentes e a quimioprofilaxia pds-exposi¢do sdo
medidas de controle adjuvantes a vacinagdo, por reduzir a circulagao viral (FIORE et
al., 2010).

O modo mais efetivo de prevencdo da influenza e seus possiveis desfechos
graves ¢ a vacinacao, realizada anualmente com virus particulado inativado, ministrada
via parenteral. A produ¢@o da vacina classica de Influenza baseia-se em uma tecnologia
antiga, porém confiadvel (WOOD; ROBERTSON, 2007), de cultivo de cepas de virus
inativado em ovo de galinha. Estdo licenciadas para uso em humanos as vacinas de
virus inativado particuladas ou as de subunidades (HA e NA) purificadas.
Independentemente do tipo de vacina, ela deve incluir, de acordo com a recomendagdo
anual realizada pelos Centros Colaboradores da Rede de Vigilancia em Influenza da

OMS, duas amostras de Influenza A (subtipos A/H3N2 e A/HIN1) e uma amostra de
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Influenza B, da linhagem Victoria ou Yamagata - as duas linhagens de Influenza B que
cocirculam na populagdo desde 2001. Essas vacinas licenciadas de virus inativados
desencadeiam boa resposta sorologica e sdo bem toleradas (FIORE; BRIDGES; COX,
2009; WRIGHT, P.; DOLIN; LA MONTAGNE, 1976). A vacina inativada deve ser
aplicada por via intramuscular e resulta tanto na produgdo de anticorpos da classe IgG,
principalmente contra a HA, iniciada cerca de 2 semanas ap6s a imunizagdo, quanto na
resposta de linfocitos T citotoxicos. A eficacia das vacinas anti-influenza ¢ fortemente
variavel de acordo com a idade do receptor, com sua imunidade ¢ com o grau de
semelhanca entre as amostras da vacina e as amostras circulantes na regido quando da
vacinagdo. Estudos referentes a imunizagdo indicam que pessoas idosas ou com
imunodepressdo podem ter resposta menos expressivas a vacina. Em adultos com
menos de 65 anos, as vacinas previnem aproximadamente 70 a 90% de infec¢des por
Influenza (BRIDGES et al., 2000) e, nas idades mais avancadas, entre 30 e 70%.
(DEANS; STIVER; MCELHANEY, 2010; FAGIOLO et al., 1993; KROON, F. et al.,
2000; MIOTTI et al., 1989; NELSON et al., 1988; SOESMAN et al., 2000). Doses
mais altas podem ser mais imunogénicas (PALACHE et al., 1993). Diversos estudos de
imunogenicidade de vacinas contra a influenza em pacientes com HIV/AIDS
demonstram percentuais de soroconversdo (para anticorpos contra o Influenza)
inferiores aos da populagdo geral, além de uma correlagdo de menor resposta
imunogénica com maior grau de imunossupressdo. Apesar de muitos desses estudos
possuirem pequeno numero de participantes com contagem de linfocitos CD4 <200
células/mm’ e correlagio diversa com pardmetros de imunossupressio como alta carga
viral e baixa contagem de linfocitos CD4, infere-se que a disfuncdo de células T
causada pelo HIV possa diminuir a resposta imune a vacinagdo e a infec¢do pelo virus
Influenza em pacientes com HIV, principalmente naqueles com AIDS (FRITZ et al.,
2010; MIOTTI et al., 1989).

A vacinagdo visa prioritariamente & reducdo do numero de complicagdes e
mortes, sendo essencial em pessoas com fatores de risco para complicagdes. A OMS
preconiza a vacinacdo anual contra influenza para pessoas residentes em casas de
repouso e asilos, idosos, pessoas com doengas cronicas, gestantes, profissionais de
saude, pessoas com fungdes essenciais na sociedade e criangas entre 6 meses € 2 anos

de idade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).
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2.2, Influenza AC(HINI)pdm09

Em abril de 2009, um novo virus Influenza A (H1NT1) foi identificado em
amostras de secre¢des respiratdrias de pacientes sem vinculo epidemioldgico,
inicialmente no México, espalhando-se para os Estados Unidos e o Canadé. O Centro de
Prevencdo e Controle de Doengas dos Estados Unidos (CDC) identificou as amostras
como um novo virus, caracterizado por uma combinagdo Unica de segmentos genéticos
humanos e suinos, o Influenza A(HINI1)pdm09 (Figura 4).

Apesar de ter sido implementada uma vigilancia epidemioldgica intensa,
os casos se disseminaram rapidamente pelo mundo e atingiram niveis de pandemia, tal
como definido pela Organizagdo Mundial de Saude ("um virus Influenza causando
surtos sustentados na comunidade em pelo menos dois paises, em pelo menos duas

regides da OMS") (GIRARD et al., 2010; WORLD, 28 ago2010).

Classic
swine
HIN1

2009 Human HIN1

Human
H3N2

Avian
North American swine
H3N2 and H1N2

2000 2009

Figura 4 —Rearranjo na evolucdo do virus Influenza A (HINI1) pdm 09.
Fonte: Trifonov (TRIFONOV; KHIABANIAN; RABADAN, 2009)

De acordo com dados do Ministério da Satde do Brasil, em 2009 houve
predominancia da circulagdo do virus influenza pandémico nos Hemisférios Norte e Sul
a partir da semana epidemiolégica (SE) 20 (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE - MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Estudos baseados em casos de infeccio
pelo novo virus pandémico - confirmados laboratorialmente - mostram que criangas e
adultos jovens foram mais atingidos e que os idosos foram atipicamente menos

acometidos. Estudos de soroprevaléncia apresentam baixa propor¢do de anticorpos em
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pessoas nascidas depois de 1944 e maior propor¢do de soropositivos entre os idosos
(IKONEN et al., 2010), possivelmente devido a uma prote¢do cruzada causada pela
exposicao a subtipos semelhantes no inicio do século XX (DAWOOD et al., 2009).

No Brasil, a Secretaria de Vigilancia em Saide do Ministério da Saude
(SVS/MS) fez uma divisdo da pandemia em duas fases epidemioldgicas distintas: fase
de contencdo e fase de mitigagdo, de acordo com o marco de transmissao sustentada na
SE 28. Na fase de contengdo, ocorreram 4434 casos confirmados por critério
laboratorial ou clinicoepidemioldgico, dos quais 35% apresentaram quadro clinico de
Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) e um perfil semelhante ao de viajantes
internacionais, com predominio de homens e de individuos com faixa etaria entre 20 e
29 anos. Na fase de mitigagdo, os dados da SVS/MS foram baseados em casos de
SRAG, com pico de casos em agosto de 2009 (SE 31) e incidéncia nacional de
23,3/100.000 habitantes, sendo a maior incidéncia observada no grupo etdrio de
menores de dois anos, seguido do grupo de 20 a 29 anos.
Entre os casos confirmados de SRAG na fase de mitigacdo, a maioria (n= 10823;
24,3%) tinha entre 20 ¢ 29 anos; 18,1% tinham entre 10 ¢ 19 anos, 15,1%, entre 30 ¢ 39
anos, ¢ 10,4%, entre 40 e 49 anos. Nessa fase, houve maior propor¢do de mulheres
(57,2%) e de individuos da raca branca (71,8%). Entre os 44.544 casos confirmados,
45,1% apresentavam algum tipo de comorbidade (sendo as mais frequentes as
pulmonares, seguidas das cardiopatias, imunossupressdo e doengas metabolicas). A taxa
de mortalidade por influenza pandémica no Brasil em 2009 foi de 1,1/100 mil
habitantes, dados semelhantes aos divulgados pelos outros paises das Américas. Foram
registrados casos em todas as regides do Brasil e as com maiores taxas de incidéncia e
de mortalidade foram Sudeste e Sul (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE -
MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O periodo de incubacdo da doenga pelo novo virus varia de 2 a 7 dias, com
periodo de transmissibilidade de um dia antes do inicio dos sintomas a 7 dias apos,
podendo se prolongar em criangas e pessoas com imunodepressdo (DAWOOD et al.,
2009; DE SERRES et al., 2010).

Os sintomas mais frequentes sdo febre, tosse e dor de garganta, seguidos de
vomitos e diarreia (DAWOOD et al., 2009; KOTSIMBOS et al., 2010; KUMAR, S. et
al., 2010). Na maioria dos casos a doenca ¢ autolimitada, pouco severa e manifesta-se
com sintomas semelhantes aos da gripe sazonal. Fatores como idade inferior a 5 anos,
gestacdo, doencas cronicas cardiovasculares, pulmonares, hepaticas, renais,
neuroldgicas e imunossupressdo sdo associados a uma doenca mais grave; a idade
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superior a 65 anos nao foi, entretanto, associada a gravidade ((CDC), 2010a; CUI et al.,
2010; DAWOOD et al., 2009; KUMAR, S. et al., 2010). A hospitalizagdo, segundo
varios estudos, ocorreu entre 6 e 45,3% dos pacientes, principalmente devido a fatores
associados a gravidade (DAWOOD et al., 2009; FALAGAS, M. et al., 2010;
KOTSIMBOS et al., 2010; VENKATA; SAMPATHKUMAR; AFESSA, 2010). Em
estudos com pacientes hospitalizados, as comorbidades mais frequentemente observadas
foram hipertensdo, obesidade e diabetes ((CDC), 2010a; VENKATA;
SAMPATHKUMAR; AFESSA, 2010). A internagdo em unidade de terapia intensiva
foi percebida entre 13 a 44% dos pacientes, principalmente devido a complicagdes
respiratdrias; entre 14 e 42% dos pacientes morreram (CUI et al., 2010; FALAGAS, M.
et al., 2010; KOTSIMBOS et al., 2010; RODRIGUEZ et al., 2010; VENKATA;
SAMPATHKUMAR; AFESSA, 2010). Um estudo multicéntrico (Estados Unidos,
Canadé e Holanda) em pacientes imunodeprimidos revelou alta taxa de hospitalizacao
(de 71%), com 16% de admissdo em Unidade de Terapia Intensiva e 4% de mortes,
principalmente naqueles com retardo no inicio do tratamento (KUMAR, D. et al.,
2010). Em um estudo brasileiro do Hospital das Clinicas de Sao Paulo, onde foram
confirmados 472 casos (31%) entre os pacientes submetidos a coleta de amostras
respiratérias por sindrome gripal, houve 210 hospitalizacdes (45%), a maioria com
comorbidades e 16 (7,6%) Obitos, principalmente por complicagdes respiratdrias
(SCHOUT et al., 2009).

Nos poucos estudos publicados sobre pacientes com HIV/AIDS hospitalizados
devido a nova gripe ndo se verificou diferenga significativa nas manifestacdes clinicas e
nos indices de complica¢des e de mortes em relagdo a populagdo geral (ISAIS et al.,
2010; PEREZ et al., 2010; RIERA et al., 2010). Entretanto, nesses estudos, a maioria
dos pacientes estava em uso de TARV com supressao viral e a média de contagem de
linfocitos CD4 era superior a 400 células/mm’. Além disso, a propor¢io de pacientes
com HIV/AIDS que foi tratada precocemente com oseltamivir (ISAIS et al., 2010) e
que referiu vacinagdo contra influenza sazonal no ano anterior foi maior do que a dos
pacientes HIV negativos (ISAIS et al., 2010; RIERA et al., 2010). Em uma revisao
sobre influenza em individuos com HIV/AIDS também ndo se observou dados
consistentes sobre maior gravidade, mais complica¢des e mortes do que entre os HIV
negativos; a maioria dos casos foi de complicagdes associadas a outras comorbidades ou
a doengas oportunistas concomitantes, que poderiam ser um viés para o desfecho

(SHETH; ALTHOFF; BROOKS, 2011).
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Um estudo brasileiro realizado em um centro de referéncia de tratamento de
HIV/AIDS em Sao Paulo mostrou que, entre 22 de julho e 30 de outubro de 2009,
foram atendidos 108 pacientes com suspeita de infec¢do pelo virus pandémico, sendo 18
(16.7%) casos confirmados por PCR em secre¢do respiratoria. Desses 18 pacientes com
HIV/AIDS e infec¢ao confirmada pelo HIN1 pandémico, 73% eram do sexo masculino,
a idade média era de 41,3 anos (variando de 12 a 59 anos) e o indice de massa corporea
(IMC) variou de 16,7 a 31,5 (média 24); 17 pacientes (94%) estavam em uso de terapia
antirretroviral. A contagem de linfocitos CD4 média foi de 600 células/mm? (+/- 271.2)
e apenas 3 pacientes apresentaram valores inferiores a 200 células/mm’. Ainda, 14
pacientes (77%) estavam com carga viral indetectavel e o tempo médio de infec¢ao pelo
HIV era de 13 anos; 50% dos pacientes haviam recebido vacina contra influenza
sazonal no ano anterior. Em relacdo as comorbidades, 5 (27%) tinham hipertensdo, 2
(11%) tinham diabetes, 3 (16%) apresentaram depressdo, 2 (11%) tinham historia de
tuberculose pulmonar, 1 (5%) tinha asma e 2 (11%) eram tabagistas. Desses 18
pacientes com HIV/AIDS e infec¢do confirmada pelo virus pandémico, 8 (44,4%)
foram tratados ambulatorialmente e 10 (55,6%) foram hospitalizados. Foram detectadas
hipoxemia e pneumonia em 6 pacientes, com necessidade de suporte ventilatorio,
porém, nenhum paciente necessitou de ventilagdo mecanica ou morreu (BIANCO et al.,
2011).

Na época da pandemia, o tratamento especifico da influenza com antivirais foi
ferramenta importante no controle dos casos, na conten¢do da disseminagdo da doenga e
no tratamento dos casos graves ou de pessoas com fatores de risco para complicagdes.
As avaliagdes genéticas e fenotipicas realizadas no inicio da pandemia revelaram que o
novo virus era susceptivel ao zanamivir e ao oseltamivir e resistente aos inibidores de
M2 ((CDC), 2009). O tratamento antiviral pode reduzir a duragdo dos sintomas e a
circulagdo viral, porém muitos paises, inclusive o Brasil, ndo realizavam no momento o
tratamento de casos leves e moderados devido ao risco de resisténcia e preconizam a
instituicdo do tratamento empirico para pessoas com fatores de risco de gravidade ou
com pneumonia (CHENG et al., 2012). De qualquer forma, a institui¢do de tratamento
antiviral precoce estd relacionada a diminuicao da gravidade e da mortalidade, quando
se compara ao tratamento tardio ou a auséncia de tratamento (KUMAR, A., 2011;
MUTHURI et al., 2013; RORAT et al., 2013).

Em resposta a pandemia, foram desenvolvidas e licenciadas diversas vacinas
contra o virus Influenza A(HINI)pdm09 e, em diversos paises, foram implementados
programas de vacina¢do visando a populagdes-alvo de risco (“Global Advisory

15



Committee on Vaccine Safety,3-4 December 2009.”, 2010). O Brasil foi um dos paises
com maiores campanhas de vacinacdo, realizada através da Estratégia de Vacinagdo da
Influenza Pandémica HINI1, iniciada em mar¢o em 2010, com vacinagdo de mais de
89.5 milhdes de pessoas (MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Os eventos adversos
reportados, relacionados a vacina, foram semelhantes aos reportados para vacina contra
a influenza sazonal, com baixos indices de eventos adversos graves (menos de 2 eventos
em 1 milhdo de doses administradas), como anafilaxia, sindrome de Guillain-Barré ou

morte (CDC, 2010; VELLOZZI et al., 2010).

2.3.  Soroprevaléncia do Influenza A (HIN1) pdm 09
Assim como no caso da influenza sazonal, os estudos de prevaléncia sao
baseados na aferi¢do de casos confirmados laboratorialmente em unidades sentinelas,
nos casos graves hospitalizados ou nos registros de obitos, o que subestima as taxas
reais de infec¢do, pois falha na contabilizacdo de casos brandos ou assintomaticos
(DELLAGI et al, 2011; HARDELID et al, 2010; REED et al, 2009;
“Seroepidemiological studies of pandemic influenza A (HIN1) 2009 virus.”, 2010). Os
estudos de soroprevaléncia conseguem estimar melhor o percentual total dos casos e
podem ser feitos através da dosagem de anticorpos contra o virus Influenza
A(HINI)pdm09 em amostras anonimas de uma populacdo ou em ensaios clinicos de
avaliagdo da resposta imune as diferentes vacinas contra a nova gripe, nos quais ¢
realizada a dosagem de anticorpos em amostras pré-vacinais.
Uma revisdo de diversos estudos publicados de soroprevaléncia (ADAMSON et
al., 2010; ALLWINN et al., 2010; CHAN et al., 2010; CHEN, C.-J. et al., 2011;
CHEN, H. et al., 2009; CHEN, M. et al., 2010; CHEN, Y. et al., 2011; GILBERT et al.,
2010; GRILLS et al., 2010; HUANG et al., 2011; MCVERNON et al., 2010; MILLER
etal.,2010; PRACHAYANGPRECHA et al., 2010, 2011; TANDALE et al., 2010; XU
et al,, 2011; YANG et al, 2011; ZHANG et al., 2011; ZIMMER et al., 2010),
realizados em diferentes regides, nos quais foram avaliadas amostras populacionais
(Tabela 1) ou provenientes de voluntdrios incluidos em ensaios clinicos de vacinas
(CLARK et al, 2009; GREENBERG et al, 2009; HUIJSKENS ef al., 2011;
KUBAVAT et al., 2011; KUNG et al., 2010; LIANG et al., 2010; LOPEZ-MACIAS et
al., 2011; MADHUN et al., 2010; MORNER et al., 2012; NICHOLSON et al., 2011;
PLENNEVAUX et al, 2010; PRECIOSO et al., 2011; ROMAN, F et al, 2010;
ROMAN, FRANCOIS et al., 2010; RUBINSTEIN et al., 2011; SUN et al., 2011;
TALAAT et al., 2010; TSAI et al., 2010; VAJO et al., 2010; WU et al., 2010; ZHU et
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al., 2009) (Tabela 2) mostrou uma variacdo entre 0 e 58,9% na soroprotecdo de
individuos ndo vacinados.

A mais alta soroprotecao (58,9%) foi observada em um estudo iraniano com
individuos ndo vacinados, o que poderia ser justificado pelo alto percentual de pessoas
com historia de sindrome gripal nos ultimos 6 meses (54,9%). Porém, na andlise
estatistica do estudo, esta covaridvel ndo alterou significativamente os titulos na
soroprevaléncia (p=0,06), o que sugere que pode ter ocorrido, na regido do estudo, um
alto indice de soroconversdo apds infec¢des assintomaticas. Os individuos que
participaram do estudo tinham idade entre um més e 87 anos, mas, mesmo se
considerada apenas a faixa etaria entre 20 e 59 anos, a soroprote¢ao foi de 57,7%. De
acordo com dados de vigilancia da OMS, o pico da positividade de espécimes para o
virus Influenza A(HINI1)pdm09 nos anos de 2009 e 2010 ocorreu entre as SE 41 e 50 de
2009, periodo no qual foram coletadas as amostras do estudo, o que pode justificar a
alta soroprotecdo encontrada (MOGHADAMI et al., 2010).

Os estudos que avaliaram a presenca de anticorpos com reatividade cruzada no
periodo pré-pandémico evidenciam soroprotecao de 2,9 a 62,3% em pessoas acima de
65 anos, de 0 a 15,8% em pessoas entre 18 e 64 anos ¢ de 0 a 10,3% em criangas e
jovens, com percentuais varidveis de acordo com o numero de participantes em cada
extrato etario, com a amplitude de idade abordada em cada estudo e com as diferentes
regides geograficas, porém, houve nitida evidéncia de maior prevaléncia nos mais
idosos, € menor nas criangas menores (ACHONU et al., 2011; GILBERT et al., 2010;
HARDELID et al., 2010; REED et al., 2009; TRAUER et al., 2013; WAALEN et al.,
2010). Um estudo alemdo, entretanto, apresentou resultado diverso, com maior
prevaléncia na faixa etaria entre 18 e 29 anos, porém, o pequeno nimero de pessoas em
algumas faixas etarias, entre elas a dos mais idosos, pode ser a razdo para tal
divergéncia (DUDAREVA et al., 2011).

Diversos estudos apresentam percentual superior de soroprotecdo em pessoas
com idade de até¢ 20 anos ou em pessoas na faixa etaria de 15 a 24 anos (DELLAGI et
al., 2011; GOZALAN et al., 2012; MILLER et al., 2010; TIAN et al., 2011; TRAUER
etal,, 2013; WAALEN et al., 2010; YANG et al., 2011). O estudo iraniano ja referido
apresentou soroprotecao significativamente menor (p<0,05) na faixa etaria entre 20 e 24
anos (47,76%); entretanto, o estudo englobou pessoas com idades entre um més e 87
anos, e todas as faixas etdrias apresentaram percentual alto de soroprote¢do, fatores que

podem ter influenciado na diferenca do achado (MOGHADAMI et al., 2010).
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Os estudos que avaliaram a influéncia da vacinagdo prévia contra a influenza
sazonal divergem na forma como o dado de historia de vacinagdo foi coletado; alguns
consideraram a historia de vacinacdo no ano anterior a coleta da sorologia (ACHONU et
al., 2011), enquanto outros consideram a vacinagdo prévia num periodo determinado de
anos (GOZALAN et al., 2012; TIAN et al., 2011), ou ainda, apenas historia de
vacinagdo sem especificagdo do momento (CHEN, M. et al., 2010; DUDAREVA et al.,
2011). Além disso, alguns estudos incluiram também pacientes que receberam vacina
contra influenza pandémica e ndo estratificaram esse dado como variavel de confusao
na analise (ACHONU et al., 2011; MCVERNON et al., 2010; TIAN et al., 2011).
Alguns estudos mostraram aumento de titulos de anticorpos contra o Influenza
pandémico em individuos com vacinagdo contra influenza sazonal prévia (ACHONU et
al., 2011; CHEN, M. et al., 2010; DUDAREVA et al., 2011) e outros nido (GOZALAN
et al., 2012; TIAN et al., 2011); portanto, os resultados sdo variados e fatores de
confusdo impossibilitam a avaliacdo correta da influéncia dessa variavel (ACHONU et
al., 2011; CHEN, M. et al., 2010; DUDAREVA et al., 2011; GOZALAN et al., 2012;
MCVERNON et al., 2010; TIAN et al., 2011).

Dois estudos que avaliaram a influéncia de histéria recente (até 6 meses) de
sindrome gripal na soroprotecdo verificaram aumento significativo nessa
soroprevaléncia, porém incluiram individuos ja vacinados para influenza pandémica, o
que pode ter influenciado no resultado, mesmo levando em consideracdo esse fator na
analise multivariada (ACHONU et al., 2011; GOZALAN et al., 2012). O estudo
iraniano citado anteriormente também avaliou essa correlacao e ndo encontrou diferenca
significativa, porém as peculiaridades ja discutidas desse estudo podem ter interferido
no seu resultado (MOGHADAMI et al., 2010).

Alguns estudos tentaram avaliar a influéncia de viver em grandes cidades, residir
em situagdes de conglomeracdo, em casas com familia numerosa ou o contato com
escolares no aumento da soroprevaléncia, porém os resultados dessas avaliagdes foram
muito variaveis, provavelmente devido aos diferentes perfis das populagdes (ACHONU
etal.,2011; MALTEZOU et al., 2011; MOGHADAMI et al., 2010).

Os estudos que verificaram o género na variagdo dos titulos de HI de Influenza
A(HINI)pdm09 através de regressao logistica ndo observaram um efeito aparente desta
variavel (ACHONU et al., 2011; HARDELID et al., 2010; MOGHADAMI et al., 2010;
DUDAREVA et al., 2011).

O estudo iraniano ja citado avaliou a influéncia da presenca de comorbidades
cronicas, agrupando todas as doengas como asma, doenca respiratoria, diabetes,
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infeccdo pelo HIV, imunodeficiéncia, entre outras, em uma covariavel, sem evidéncia
de correlacdo com a soroprotecdo, porém as peculiaridades desse estudo, ja discutidas,
prejudicam a generaliza¢do do achado (MOGHADAMI et al., 2010).

Ha estudos com referéncia a prevaléncia de soroprote¢do contra Influenza
A(HINI)pdm09 em amostras andnimas ou pré-vacinais em pacientes com
imunossupressdo nao relacionada ao HIV (ENGELHARD et al., 2011; GUELLER et
al.,2011; HUO et al., 2011; LAGLER et al., 2011; MACKAY etal., 2011; MEYER et
al, 2011; NAM et al., 2011; OHFUJI et al., 2011; RIBEIRO et al., 2011; SAAD et al.,
2011) que revelam uma variagdo da soroprevaléncia de Influenza A(HIN1)pdm09 de 0
a 58,75% (Tabela 3).

Os estudos de soroprevaléncia de Influenza A(HINI)pdm09 em pessoas com
HIV/AIDS sao, por sua vez, raros € controversos. Em um hospital de Taiwan, um
estudo de soroincidéncia analisou amostras laboratoriais colhidas de rotina para exames
de contagem de linfocitos CD4 e CV entre setembro e novembro de 2009, e encontrou
14,7% de soroprotecdo inicial nos 931 pacientes com HIV/AIDS que foram avaliados
(HUNG et al., 2012). Outro estudo de soroconversao de Influenza A (HINI) pdm 09,
na Australia, em pacientes com HIV/AIDS, apresentou uma taxa de soroprote¢do inicial
de 34,2% apods a primeira onda (entre julho e setembro de 2009), percentual semelhante
a populacao geral (KOK et al., 2011).

Os estudos de intervengdo para avaliagdo da resposta imune & vacina em
individuos com HIV/AIDS, realizados entre outubro de 2009 e julho de 2010, revelam
uma propor¢ao de soroprote¢do pré-vacinal de 8,82% na Franca, durante a primeira
onda da pandemia (LAUNAY et al., 2011); de 38,9%, na Austrdlia, ap6s a primeira
onda (MARUSZAK et al., 2012) e, durante a 2° onda: de 8,6% no Brasil (Sdo Paulo)
(MIRAGLIA et al., 2011); de 13% na Sui¢ca (MANUEL et al., 2011); de 14,4 % na
Alemanha (BICKEL, M et al., 2010); de 44% na Holanda (SOONAWALA et al.,
2011); de 4,1 a 79,6% na Italia (FABBIANI et al., 2011; KAJASTE-RUDNITSKI et
al., 2011; ORLANDO et al., 2010; PARIANI et al, 2011); de 70% na Austria
(LAGLER et al., 2012); de 10,5 a 25% nos Estados Unidos (EL SAHLY et al., 2012,
HO et al., 2011; TEBAS et al., 2010); de 10% no Canada(COOPER et al., 2012) e de
11,5 a 12,6 no Japao (HATAKEYAMA et al., 2011; YANAGISAWA et al., 2011)
(Tabela 4).

A variagdo da soroprevaléncia do Influenza A(HIN1)pdm09 pode estar associada
a diversos fatores, entre eles: diferencas regionais, diferencas entre os grupos
populacionais, exposi¢do da populacdo ao virus, historia de vacinagdo contra influenza
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sazonal, imunossupressdo, faixa etaria, historia de sindrome gripal, momento da coleta
das amostras em relacdo a circulagdo do virus e pico de incidéncia de transmissdo em

cada local.
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Tabela 1: Publicacdes sobre soroprotecdo contra Influenza A(HINI)pdm09 em populagdo ainda ndo vacinada.

Trabalho Data Local Circulagao influenza Sorologia Populagac N Idade % % comvacina %
H1N1 media homens sazonal ano soroprotegao
{anos) anterior

Chan YJ Qut-Nov/09 Taiwan Na 1" onda Hl 2 1:40 PS* 205 6.2 24 4% - 20%

PC™ 244 520 57.6% - 29%
Chen CJ Set-Ago/10 Taiwan Apos 1* onda Hl 2 1:40 Geral 212 todas — - 20.6%
Chen MIC Jun- Jul/0@ Singapura Inicio 1* onda Hlz 140 Geral 838 43 42% - 23%

Militar 1213 22 7% - 2%

PS* 558 4 16% - 7%

" 300 56 44% - 7%
Miller Set/08 Inglaterra Apos 1* onda Hl 2 1:32 Geral 152 15364 — 16.5%
Momer Out/08 Suécia Na 1*onda Hl 2 1:40 Geral 2218 Todas - 54%
Zimmer Nov-Dez/02 EUA Na 2" onda Hlz 140 H ™ 366 20a58 - - 14 3 22%
Zhang X Jan/10 China Apos 1* onda Hlz 140 Geral 4319 Todas 4090% 22.82%
Prachayangprech Dez/08 Tailandia Apos 1° onda HI 2 1:40 PS* 255 24 231% 48.2%
McVemon Qut-Dez/02 Australia Apos 1* onda Hlz 140 pgre 778 433% - 22%
Xu Jan/10 China Apos 1* onda Hl 2 1:40 Geral 16469  16-52a - - 22%
Gilbert Ago-Set/D8 Australia Na 1* onda Hl 2 140 Geral 4680 18 -64 - - 33.3%
Grills Ago-out/08 Australia Fim 1* onda Hl 2 1:40 Geral 381 438 42.8% - 16%
Allwinn R Nov/08 Alemanha Na 2" onda Hlz 140 Geral 212 20-60 - - 11.3%
ChenY Mai/10 China Apos l: onda Hl 2 140 DS 11231 20-68 — - 4?;&%
Yang Dez/08-Jan/10  China Final 1" onda Hlz 140 Geral 301 - -— — 13,
Allwinn R Jan/10 Alemanha Final 1* onda Hl = 1:40 Geral 420 - - - 18.8%
ChenY Mar/10 China Apos 1° onda Hl 2 140 DS 366 - - - 28.%
Achonu Ago-Set/D8 Canada Apos 1* onda Hl 2 140 Geral 4300 218 201% - 10.8% a
Dellagi Jul- Set'08 Réunion Durante e apés 1"onda Hl 2 1:40 Geral 830 20250  48% - 35.6%
Waalen Ago/09 Noruega Apos 1° onda HI 2 1:40 H 2118 - —_ —_ 3.2%
Moghadami Dez/08 Ir3 Apos 1* onda Hl 2 140 Geral 2553 333 37.4% 6% 58.8%
Aho Nov-Dez/02 Finlandia Na 1° onda Hl 2 1:40 militares 346 21 28% - 22.3%
Dudareva Jan-Abr/10 Alemanha Apos 2* onda Hl 2 140 Geral 351 47 86% 30.,5% 42-424%
Tandale Ago-Dez/02 India Na 1" onda Hl 2140 PS* 405 20-50  556% - 28%
Aho Nov/08 Finlandia Na 1" onda Hl 2140 militares 385 21 47.5% - 12%
Dudareva Ago/08 Alemanha Apos 2* onda Hlz 140 Geral 385 >20 63.4% — 4.9%
Tandale Nov/08 India Na 1" onda Hl 2 140 PS* 278 20-50 766% - 0.4%

Dez/00 225 68.3% - 15.1%
Ago/08 Trabalhado 348 >20 27.9% - 2%



Tabela 2: Trabalhos sobre prevaléncia de anticorpos pré-vacinais contra Influenza A(HIN1)pdm(09 em pacientes adultos participantes de ensaios

clinicos de vacina.

Trabaiho Data Local Pop Circulagao Sorologla N 1dade % de Raga Comorb % comvacina % com
Influenza média homens Idade gazonal ano soroprotegao
HIN1 (anos) anterior bassling
Greenoerg Juling Austraila Geral Na 1 onda Hi= 1:40 239 50 44.2% 925%8 — 45% 26.8%
Huljskens Nov/08-Jul/10 Holanda Ps Na 2* onda Hi = 1:40 438 43 41% - 82% 259% 44%
Kubavat Fav-Abri10 Indla Geral Apts 1*onda  Hi=1:40 133 308 727% - - - 41%
Liang Jul - SetD2 China Geral Inicio 1*onda  Hi= 1:40 4708 42 419% - - - 4%
Plennevaux Ago3 EUA Geral Apts 1*onda  Hiz=1:40 437 41 44% - - 8% 24,14%
Roman (CID) Setng Bekgica Geral Inicio 1*onda  HiI= 1:40 120 387 45,8% 100%B 40,8% 8,3%
Roman (Vaccine) AQoi2003 Alemanha Geral Na 1" onda Hi= 1:40 17 33,3 55.4% 100%8 — - 128%
Tsal Ago3 Costa Rka Geral Apts 1*onda  HI=1:40 330 13-64 - - - - 22%
Setns EUA Fim1*onda, Hi=140 1344 - - - - 24%
Inicio 2* onda
Agod9 Sulga Na 1" onda Hi=1:40 154 — -— — - 16.9%
Ago/d9 Bekgica Inicio 1*onda  HI= 1:40 651 — - - - 10,1%
Set-Out0g Japdo Na 1" onda Hi= 1:40 510 - - - - 10%
Vajo AgQo — Set/2003 Hungra Geral Antes 1*onda  HI=1:40 203 423 a7% 100%B 0
Zhu Jul - Agoi2003 China Geral Na 1" onda Hi= 1:40 €50 12-60 - - - - 43%
Nicholson outDs-Mar/10 Inglaterra Geral Na2'onda Hi= 1:40 276 13-64 33,7% 91%B - 225% 10.5%
Rubinstein Novid@-Jan/10  Canada ADN ™ Na 2* onda Hi= 1:40 o4 36,2 358% — 768% 0% 17%
AbM ™ 43 397 302% - 744% 0% 16.3%
Sun outos China Geral Inicio 1*onda  HI=1:40 148 33 - -— - - 11,38%
Lopez-Maclas outDs-Mar/10 México Geral Apts 2°onda  HI=1:40 749 35 42% - - - 3E-41%
Talaat Noviog EUA Geral Na2'onda Hi= 1:40 644 41,4 422%  T7656%8 — 371% 28.8%
WulJ Julios China Geral Iniclo 1*onda  HI=1:40 706 416 - - - - 4,53%
Madhun outng Noruega PS " Inicio 1*onda  HiI= 1:40 207 407 135%  — - 4% 9,2%
Kung Set- QutDd Talwan Geral Fim1*onda, HIi=140 185 383 378% - - - 18,.37%
Inicio 2* onda
Precioso Jan-Jun/10 Sao Paulo Geral Apos 1*onda  Hi=1:40 266 32 46% -— - - 16.6%

* Profissionais de salde; ** Aborigenas natvos: *** Aborigenas mesticos
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Tabela 3: Trabalhos sobre prevaléncia de anticorpos contra Influenza A(HIN1)pdm09 em pacientes adultos com imunocomprometimento nao
relacionado ao HIV.

Trabalho  Data Local Populagao Circulagdo Sorologia N Idade média % de % com vacina % com }
influenza HIN1 (anos) homens sazonal ano soroprotegao
anterior
Meyer Nov-Dez/0@ Alemanha _ TXC’ Inicio 2" onda Aiz140 47 5 83.6% — 0(0%)
Mackay Dez/02-Jan/10 Canada Qr - Apods 2" onda Hl 2 1:40 45 56 54 3% 0 4 (9%)
Saad Mar - Apr/10 S3oPaulc Rmt*™* Na 2® onda Hl 2 1:40 1668 471 19.6% - 10.3%
Controle Hl 2 1:40 224 387 342% -- 115
Ohfuji Nov/20090 Japao Gestante Na 1* onda Hl 2 1:40 140 30.6 -- 5% 11(7.4%)
Huo Inicio Jan/10 China Gestante 4sapos 1"onda  HI21:40 720 28 0 - 51.87%
Fim Jan/10 7s apos 2" onda 28 - 50.56%
Fim Feb/10 11s apos 2" onda 28 - 13.82%
Fim Mar/10 15s apos 2" onda 28 - 19.44%
Inicio Jan/10 Controle 4sapos 1"onda  HI21:40 320 -— - - 58.75%
Fim Jan/10 7s apos 2" onda - - - 42.50%
Fim Feb/10 11s apos 2* onda - - - 28.87%
Fim Mar/10 155 apos 2" onda - - - 20%
Engelhard  Nov-Dez/02 Israel Tx M **** Na 1aonda Hl 2 1:40 73 50 60.3% --- 14 (17.2%)
Nam ? Korea DM ? Hl 2 1:40 46 546 52.2% 13.2%
Lagler Nov/02- Mar/10  Austria TxM " ? Hl 2 1:40 15 =60 - - 54%
Gueller Nov/08- Feb/10  Alemanha TxM ™" Na 2a onda Hl 2 1:40 17 444 70% - 3(17.6%)
Ribeiro Mar - Abr/10 S3oPaulc Rmt*™* Na 2a onda Hl 2 1:40 340 558 13.2% - 10.8%
Controles Hl 2 1:40 51 36.63 43.2% - 115%

* TX Cardiaco; ** Em quimioterapia; *** Com doencas reumaticas; **** Transplante de medulla dssea
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Tabela 4: Trabalhos com referéncia de prevaléncia de anticorpos pré-vacinais contra Influenza A(HIN1)pdm09 (HI > 1:40) em pacientes com
HIV/AIDS participantes de ensaios de vacina.

Autor Data Local Circulagao N ldade % Raca Tempo %CDC % CD4 media %CV % com % com
trabalho influenza média homens HIV c TARV  média nadir indetecta vacina  soroprotecdo
(anos) (anos) CD4 vel sazonal
ano
anterior

HoJ Out/00- EUA Na2"onda 21 47 100% - — -—- — 520 — 100% -—- 14%
Jan/10 20 45 72% - - -— - 500 - 100% - 10.5%

Sahly Nov/08-  EUA Na2onda 60 457 80% 53%B 92 60% 867% 6101 — 68.3% 100% 18%
Abr/10 61 45 80% 3@%B 7.8 50% 86.9% 5451 — 85.6% 100% 18%

35 457  80% 74%B 63 857% 914% 1563 — 40% 100%  21%
36 457 T2% 81%B 53 88.0%  944% 1475 — 81.1% 100%  24%

Cooper Nov- Canada Na1*onda 150 45 83% - — - 85% 519 — 84% 82-83% 10%
Dez/10

Tebas Now/02- EUA Na2"onda 120 48 1% 25%B — - e82% 502 131 92% - 25%
Jan/10

Soonawala Nov- Holanda Na2*onda 58 52 £4% - - - 21% 507 143 78% 89% 44%
Dez/02

Launay Oct - Franga Na1*onda 308 462 807% — 26% 774% 536 229 76% 28% 8,82%
Now/02

Bickel Nov/02 Alemanha Na2'onda 160 482 78% 10.2 25% 20 514 160 70 1% 14.4%

Manuel Nov/08-  Suigca Na2*onda 30 48 76.7% 13 - 100% 587 181 97% 80% 13%
Dez/02

Fabbiani - Italia — 41 46 65.9% 115 317% 827% 528 170 87.8% -—- 24.4%

Pariani Nov-09 Italia Na2'onda 40 469 653% - - e78% 3/B0 - 918% - 41%

Rudnitski Now/02-  ltalia Na2®onda 44 452 65.1% - - 100% 583 282 7727%  27.9% 79.6%
Dez/02

Orlando Out - Italia Na2®onda 253 466 70% 1215 -— 206% 5697 — 8205% - 26.48%
Dez/02

Lagler Nov-09-  Austria - 79 40 75.9% 6.25 14% 87% 502 243 681% 70%
Mar-10

Miraglia Mar- Brasil (SP) Na2"onda 258 45 21.4% - - - - - - - 8.6%
Jul/10

Maruszak Oct/02-  Australia Apos 1* 1286 44 23% 10.0 - 854% 530 — TT4% - 38.0%
Mar/10 onda

Hatakeyama Nowv/02-  Jap3o Na2*onda 104 43 28% 46 304% 808% 3725 — 77.9% 7% 11.5%
Mar/10

Yanagisawa Dez/02-  Japdo Na2"onda 182 486 223% 6.3 - g29% 411 - 91.2% - 12.6%

Fev/10




3. JUSTIFICATIVA

Os estudos de soroprevaléncia de Influenza A(HLN1)pdmO9 sdo escassos em
individuos com HIV/AIDS. Os dados epidemioldgicos sobre a doenga sdo geralmente
baseados na notificacdo de casos graves e mortes, dificultando uma melhor caracterizacdo dos
fatores de exposicdo e infeccdo nessa populacdo. A emergéncia de uma nova cepa de
Influenza, para a qual a populagdo ndo possuia imunidade, possibilita a estimativa oportuna da
soroprevaléncia de Influenza A(HLIN1)pdmO9 na populacdo ainda ndo vacinada. A correlagdo
da situacéo soroldgica com dados demogréficos, clinicos e laboratoriais permite a analise de
fatores associados a essa infec¢do, subsidiando, assim, o desenvolvimento de estratégias de

prevencdo e controle da Influenza A(HLN1)pdmO9 no grupo populacional estudado.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral
Estimar a prevaléncia de soroprote¢do contra o virus Influenza A(HLIN1)pdmQ09 em

pacientes adultos com HIV/AIDS, néo vacinados para essa cepa viral.

4.2. Objetivo especifico
Estudar os fatores sociodemograficos e clinicos associados a soroprotecdo nessa

populacéo.
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METODOLOGIA

26



5. METODOLOGIA

Este estudo ¢ um sub-projeto de um ensaio clinico realizado para avaliar a
imunogenicidade da vacina contra o Influenza A(HINI)pdm09 em pacientes com HIV/AIDS
comparados a controles HIV negativos trabalhadores da Fiocruz, no qual foram incluidos 254

pacientes com HIV/AIDS e 71 controles HIV negativos.

5.1. Desenho do estudo
Este ¢ um estudo seccional, de soroprevaléncia de anticorpos para Influenza
A(HINI1)pdm09 dos pacientes com HIV/AIDS, realizado no momento de inclusdo no ensaio
clinico. O estudo foi conduzido no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC)-
Fiocruz, Rio de Janeiro. O desfecho estudado ¢ a soroprotecio contra Influenza
A(HINI)pdmO9 (definida como HI > 1:32 e avaliada nas amostras coletadas no momento
imediatamente anterior a vacinacdo) e os fatores demograficos, clinicos e laboratoriais

associados nos pacientes com HIV/AIDS.

5.2. Casuistica

Foram triados 313 pacientes com HIV/AIDS com idade entre 18 e 59 anos, capazes de
consentir voluntariamente na sua participacdo, que estavam clinicamente estdveis no
momento da entrada no estudo e que ndo tinham recebido tratamento sist€émico com
antineoplasicos e imunomoduladores nos 60 dias anteriores. Foram excluidos mulheres
gravidas, pacientes com antecedentes pessoais ou familiares de sindrome de Guillain-Barré,
com historia de diagndstico de doenca neurologica sem identificacdo de etiologia nos 6 meses
anteriores ou com hipersensibilidade aos componentes da vacina.

Os participantes foram recrutados, majoritariamente, entre os pacientes da coorte de
HIV/AIDS do IPEC, mas também entre outras pessoas com HIV/AIDS que procuraram o
IPEC para receber a vacina. O processo de recrutamento ocorreu entre 11 de margo de 2010,
apos o inicio da Campanha de Vacina¢ao do Ministério da Satde para esse grupo de risco, €

31 de agosto do mesmo ano.
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5.3. Parametros, definices e técnicas utilizadas
Os dados utilizados foram obtidos a partir de informagdes e de exames laboratoriais
coletados na visita de triagem e/ou de inclusdo para o ensaio clinico, bem como a partir de
dados provenientes da base de dados da coorte de pacientes com HIV/AIDS do IPEC-Fiocruz,

conforme detalhado a seguir.

5.3.1. Dados clinicos

Historia médica

Na consulta de triagem do ensaio clinico, procedeu-se a obtencdo de historia médica
completa e de dados demograficos, incluindo data de nascimento e raca autorreferida, queixas
atuais, patologias pregressas, antecedente de vacina contra influenza sazonal, habitos
relacionados a tabagismo, etilismo e uso de drogas ilicitas, comorbidades, data de diagndstico
da infeccdo pelo HIV, historia de uso de antirretrovirais e de doengas relacionadas ao HIV.

No dia da aplicag@o da vacina e da coleta da sorologia (Dia 0) foram atualizadas as
informagdes referentes a consulta de triagem.

O intervalo entre a consulta de triagem e a de Dia 0 variou de 0 a 21 dias.

Avaliacio da situac¢io sorologica do HIV
A avaliacdo do estado soroldgico em relagdo ao HIV foi comprovada por teste rapido
do HIV ou kit de ELISA, aprovado e confirmado pela repeticdo do ELISA, IF1, Western blot

ou carga viral plasmatica do HIV-1 a qualquer momento antes do ingresso no estudo.

5.3.2. Dados laboratoriais
Exames para monitoramento da infeccio pelo HIV
Foram coletados SmL de sangue na consulta de triagem, para realizacdo de exames
de contagem de linfocitos CD4 e CDS por citometria de fluxo e SmL de sangue na consulta
do Dia 0, para medida de RNA viral no sangue periférico (carga viral plasmatica do HIV),

através da técnica b-DNA.

Sorologia para Influenza A (H1IN1) pdm 09
No momento anterior a vacina¢do, na consulta de Dia 0, foram coletados 10mL de
sangue em tubo de soro gel, centrifugados para separagdo de soro, e congelados a -20° C para

realizacdo de sorologia de Influenza A (HIN1) pdm 09. A realiza¢do da sorologia foi feita em
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bloco ao final do ensaio clinico e ndo influenciou nenhum dos procedimentos do estudo. Foi
utilizado o método de inibicdo da hemaglutinacdo (HI), de acordo com o Procedimento
Operacional Padrao do Laboratério de Virus Respiratorios e Sarampo da Fiocruz (Anexo I).
Em resumo, as amostras de soro foram tratadas com neuraminidase e incubadas por 1 hora
com 4 unidades hemaglutinantes de virus HINI1pdmO09; hemacias de cobaia a uma
concentragdo de 0,5% foram adicionas ao pogo e incubadas por mais 1 hora, quando o HI foi
lido. Os resultados foram expressos como o reciproco da dilui¢do mais elevada que inibiu a
hemaglutinacdo. Titulos de HI menores que (<) 1:8 foram considerados como 1:4. A
soroprotecao foi caracterizada para os individuos que apresentaram um titulo de HI maior ou
igual a (>) 1:32.

A Inibicdo de Hemaglutinagdo ¢ método de escolha pela Organizagdo Mundial de
Satude para vigilancia mundial de Influenza e para determinar as caracteristicas antigénicas
dos virus isolados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Diversos estudos de
soroprevaléncia e ensaios clinicos de imunogenicidade da vacina contra o virus conduzidos
previamente utilizaram a HI para determinacdo do percentual de soropositividade de
anticorpos contra Influenza A(HINI1)pdm09 (ADAMSON et al., 2010; BICKEL, M et al.,
2010; BICKEL, MARKUS et al., 2011; CHAN et al., 2010; CHEN, H. et al., 2009; CHEN,
M. et al., 2010; GREENBERG et al., 2009; LIANG et al., 2010; ORLANDO et al., 2010;
PLENNEVAUX et al., 2010; ROMAN, F et al., 2010; TEBAS et al., 2010; TSAl et al., 2010;
VAJO et al., 2010; ZHU et al., 2009; ZIMMER et al., 2010).

Nao foi possivel estimar a sensibilidade e a especificidade diretamente do método,
entretanto ja foi observado que o método de HI aplicado ao virus pandémico com o ponto de
corte de HI > 1:40 tem uma sensibilidade estimada de 75% e uma especificidade de 94% para
a faixa etéria entre 0 e 39 anos e de 100% para a faixa etaria de 40 a 59 anos (VEGUILLA et
al., 2011).

5.4. Caracterizacao dos dados
Idade
A variavel “idade” foi calculada pela subtracio da data do Dia 0 pela data de
nascimento do voluntario (verificada em prontudrio médico). Foram categorizadas 4 faixas
etarias (> 18 e < 30; > 30 e < 40; > 40 e < 50; > 50 e < 60 anos); porém, para a analise
multivariada, esta variavel foi reagrupada em 2 faixas etarias (> 40 anos vs. < 40 anos),

devido ao pequeno numero de participantes em alguns estratos.
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Género

A variavel “género* foi considerada de acordo com registro do prontudrio médico.

Raca

A variavel “raga” foi autorreferida, obtida por pergunta especifica durante visita
médica de triagem do estudo e classificada em uma das seguintes categorias: branca; parda;
negra; amarela e outra. Para a analise univariada, esta varidvel foi agrupada em 2 categorias

(branco vs. ndo brancos), devido ao pequeno niimero de participantes em alguns estratos.

Antecedente de vacinacio contra influenza sazonal

A variavel “antecedente de vacinacdao contra influenza sazonal em 2009” foi obtida
por pergunta especifica durante a visita médica de triagem do estudo. A varidvel “vacinacao
contra influenza sazonal antes de 2009 foi obtida através da resposta dada pelo voluntario
quando questionado sobre antecedente vacinal durante a visita médica de triagem e
confirmada em prontuario ou carteira vacinal, quando disponivel. Essas duas varidveis foram

agrupadas na analise multivariada na varidvel “vacinagdo contra influenza sazonal prévia”.

Tabagismo

A variavel “tabagismo” foi obtida de acordo com a resposta do voluntario ao
questionario médico durante a consulta de triagem do estudo e classificada em uma das
seguintes categorias: fumante atual; ex-fumante; nunca fumou. Para a analise univariada da
associacdo com a soroprotecdo, estas foram reagrupadas (fumante atual ou prévio vs. nunca

fumou), devido ao pequeno numero de participantes em alguns estratos.

Uso de alcool

A variavel “uso de alcool”“ foi obtida de acordo com a resposta do voluntario ao
questionario médico durante a consulta de triagem do estudo e classificada em uma das
seguintes categorias: nunca usou; uso prévio, nao atual; uso atual <7 doses/semana; uso atual
> 7 doses/semana. Para a andlise univariada da associa¢do com a soroprote¢do, estas foram
reagrupadas de acordo com o uso atual de qualquer quantidade de alcool (sim vs ndo), devido
ao pequeno numero de participantes em alguns estratos. Apesar de ter sido utilizada a

quantificagdo do uso de bebida alcodlica, a avaliagdo de alcoolismo ndo foi realizada.
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Uso de droga ilicita

A varidvel “uso de droga ilicita” foi obtida de acordo com a resposta do voluntério
ao questiondrio médico durante a consulta de triagem do estudo e classificada em uma das
seguintes categorias: nunca usou; uso prévio, nao atual; uso atual. Para a andlise univariada da
associacdo com a soroprotecdo, estas categorias foram reagrupadas de acordo com a historia
de uso atual ou prévio de droga ilicita (sim vs ndo), devido ao pequeno numero de

participantes em alguns estratos.

Indice de massa corporea (IMC)
O IMC foi calculado pela féormula:(peso em quilos aferido na consulta de triagem)/(altura
aferida na consulta de triagem em metros)’ e classificado de acordo com o limiar de

normalidade e sobrepeso (< 25 vs > 25kg/m?).

Comorbidade

A variavel “comorbidade” foi obtida através de relato do voluntario durante
questionario médico na visita de triagem do estudo, confirmado em revisdo de prontudrio,
quando disponivel. Foi categorizada em “sim” e “nd0”, de acordo com o relato do paciente ou
descrigdo em prontudrio de algum dos seguintes grupos de doencas: pulmonares,
cardiovasculares, diabetes ou sindrome metabolica, obesidade, doenca renal cronica, infecgao

cronica ativa pelo virus da Hepatite B, Hepatite C cronica e Hanseniase em tratamento.

Tempo desde o diagnostico do HIV (em anos)
A variavel “Tempo desde o diagndstico do HIV (em anos)” foi obtida através de
relato do voluntario durante questionario médico na visita de triagem do estudo, confirmado

em revisdo de prontuario, quando disponivel.

Nadir da contagem de linfocitos CD4

A variavel “nadir de contagem de linfocitos CD4” foi obtida através de relato do
voluntario durante questionario médico na visita de triagem do estudo e confirmados em
revisdo de prontuario, quando disponivel. Esta variavel foi categorizada em < 200 e > 200

células/mm>.
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Uso de TARV

A variavel “uso de TARV” foi obtida através de relato do voluntario durante
questionario médico na visita de triagem do estudo e confirmada em revisdo de prontudrio,
quando disponivel. Esta varidvel foi categorizada em: uso atual; sem uso atual; uso prévio
(atual ou nao), nunca recebeu TARV. Para a analise multivariada, esta covariavel foi
agrupada em 2 categorias (uso atual de TARV vs. ndo), devido ao pequeno numero de

participantes em alguns estratos

Anos de uso de TARV

A variavel “anos de uso de TARV”, definida como intervalo de tempo entre a data de
inicio do primeiro esquema antirretroviral e a data da consulta de triagem, foi obtida através
de relato do voluntdrio durante questiondrio médico na visita de triagem do estudo e

confirmados em revisdo de prontuario, quando disponivel.

Antecedente de doenca definidora de AIDS

A variavel “antecedente de doenga definidora de AIDS” foi obtida através de relato
do voluntario durante questionario médico na visita de triagem do estudo e confirmados em
revisdo de prontudrio, quando disponivel. A classificacdo da doenga relatada pelo voluntario
ou revisada em prontuario foi realizada pelo médico de acordo com o critério do CDC

(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2008).

Antecedente de tuberculose
A variavel “antecedente de tuberculose” foi obtida através de relato do voluntario
durante questionario médico na visita de triagem do estudo e confirmada em revisdo de

prontuario, quando disponivel.

AIDS
A variavel “AIDS” foi definida como “sim” para aqueles com nadir de contagem de
linfécitos CD4 < 200 células/mm® ou historia de doenca definidora de AIDS de acordo com

os critérios do CDC (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2008).
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Contagem de linfocitos CD4
A variavel “contagem de linfocitos CD4” foi obtida pela coleta do exame na consulta

de triagem e categorizada em < 350 e > 350 células/mm’.

HIV RNA - carga viral
A variavel “HIV RNA - carga viral” foi obtida pela coleta do exame na visita 0. Esta
foi categorizada em <50 e > 50 cédpias/mL. Foi verificado também o percentual de pessoas

com HIV RNA carga viral < 1000 copias/mL para a tabela descritiva (Tabela 6).

5.5. Analise dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o software R (Versdo
2.14.2). As variaveis categoricas foram apresentadas pelas frequéncias absolutas e relativas e
as comparagdes nos grupos foram feitas com os testes x2 ou Fisher, quando necessario. As
variaveis continuas foram representadas pelas medidas de tendéncia central e dispersdo, e as
comparagdes foram feitas através do test-t ou Mann-Whitney, apo6s verificagdo de
normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Foi calculada a média geométrica dos titulos
de anticorpos (GMT). Em todos os testes se considerou o nivel de significancia de 5%.

Foram construidos os modelos de regressdo logistica para verificar a associagdo de
soroprotecdo com as covariaveis relevantes, escolhidas por significancia estatistica (p<0,1) na
analise univariada ou por relevancia clinica. Foi realizada uma primeira analise de regressao
logistica incluindo todas as seguintes covaridveis: “sexo”, “idade” (> 40 anos vs. < 40 anos),
“vacinacdo prévia contra influenza sazonal”, “comorbidades”, “uso de TARV no Dia 07,
“anos de uso de TARV” (variavel continua), “anos de HIV” (variavel continua), “contagem
de linfocitos CD4” (<350 vs. > 350 células/mm’), “HIV RNA - carga viral” (<50 vs. >
50copias/mL) e “AIDS”. As comparagdes foram feitas através da razdo de chances (OR —
odds ratio). Foram eliminadas, uma a uma, as covaridveis que tiveram maior valor de p ou
menor efeito na razdo de chances e foram mantidas no modelo as covariaveis com
significancia estatistica (p<0,1) e aquelas que alteraram o efeito ou a significancia das outras.
Em seguida, foram criados novos modelos de regressdo logistica com estratificagdo por
“sex0”, “idade”, “histdria de vacinagdo prévia contra influenza sazonal” e “AIDS”, seguindo
a mesma metodologia para constru¢do do primeiro modelo de regressao logistica.

A interagdo entre as variaveis que apresentaram diferenca importante na razao

de chances (efeito 50%) nos diferentes estratos no modelo de regressdo logistica foi avaliada,
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através da regressdo logistica bindria de soroprote¢do com a covariavel de interacdo dessas

covariaveis, observando-se a significancia (p-valor <0,05) do termo de interagdo.

5.6. Aspectos éticos
O estudo foi iniciado ap6s aprovagao do protocolo e do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) — Anexo II — pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IPEC.
Nenhum procedimento do estudo foi realizado antes que os pacientes demonstrassem seu
consentimento através da assinatura do TCLE original do ensaio clinico, que prevé a coleta de
sangue ¢ a realizagdo da sorologia. Os pesquisadores mantiveram um didrio de
selecdo/admissdo e informagdo de identificagdo completa de cada participante do estudo, e
este documento ¢ mantido pelos pesquisadores em sigilo estrito. As fichas clinicas do estudo
foram identificadas apenas com o nimero do paciente no estudo. A divulgacao dos resultados
da pesquisa ndo contém nomes, fotos ou outras formas de identificacdo dos sujeitos da
pesquisa.
O presente subprojeto foi avaliado pelo CEP e aprovado em 13/03/2012, CAAE
0009.0.009.000-10, parecer 010/2010 (Anexo III).

5.7. Financiamento
O estudo em questdo ndo gerou custo adicional ao do ensaio clinico realizado,
financiado pelo Departamento Nacional de DST e AIDS do Ministério da Saude.
A autora foi contemplada com a bolsa de mestrado da CAPES de margo de 2011 a

julho de 2012 e com a Bolsa Nota 10 da Faperj, de agosto de 2012 a fevereiro de 2013.

34



RESULTADOS

35



6. RESULTADOS

6.1. Populacio do estudo

Foram triados 313 voluntarios apds assinatura do TCLE. Trinta e cinco foram
excluidos por nao preencherem os critérios de elegibilidade do ensaio clinico ou desistirem e
dois tiveram a amostra de sangue para sorologia hemolisada.

Duzentos e cinquenta e quatro (254) voluntarios realizaram a visita 0, na qual foi
coletada a sorologia para Influenza A (HINI) pdm 09, no momento anterior a vacinagdo. As
Tabelas 5 e 6 apresentam o perfil demografico e clinico da populagdo estudada. Observamos
um predominio de homens, idade média de 42,2 anos (DP=8,8), distribuicao racial variada
com maioria de pardos (43,3%), seguidos dos com raga branca (33,5%). Noventa e quatro
voluntarios (37%) tinham historia de vacina contra influenza sazonal e 16,7% receberam essa
vacina no ano anterior ao estudo. Menos da metade da populacdo referiu antecedente de
tabagismo ou uso de drogas ilicitas, e o uso atual de bebida alcodlica foi relatado em 57,7%
dos participantes. Em 46,9% dos voluntarios, o IMC revelou-se compativel com sobrepeso ou
obesidade, e 23,6% apresentaram pelo menos 1 comorbidade. A Figura 5 mostra a
distribuicdo das comorbidades, com predominio (5,51%) das doencas pulmonares (asma ou
doenga pulmonar obstrutiva crénica), seguidas das cardiovasculares e endocrinas. A média e
mediana da contagem de linfocitos CD4 foi de 583,2 células/mm’, com desvio padrio (DP) de
319,7 e intervalo interquartilico (IQR) de 345,8 a 752,8 células/mm’. A mediana do nadir de
contagem de linfocitos CD4 era de 183,0 (IQR 57,8; 320,0); 52,4% dos pacientes tinham
nadir de contagem de linfocitos CD4 <200 células/mm’. Cerca de 80% dos pacientes (n=203)
estavam em uso de TARV e, desses, 75,9% (n=194) apresentavam supressdo viral. Dos 51
pacientes sem uso de TARV na triagem, 7 (13,7%) apresentavam carga viral indetectavel
(<50 copias/mL). Do total dos pacientes do estudo, 161 (63,4%) apresentavam HIV RNA -
carga viral < 50 copias/mL, e 214 pacientes (84,3%) tinham diagnéstico de AIDS.
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Tabela 5 — Caracteristicas demograficas e clinicas da populagdo estudada (n=254) de pacientes com
HIV/AIDS no IPEC/Fiocruz, Rio de Janeiro..

Caracteristicas HIV-positivos
Numero de participantes, N(%) 254 (100,0)
Idade (anos)
Mediana (IQR) 42,2 (35,4;49,2)
Mgé¢dia (DP) 42,2 (8,8)
> 18 e <30, N(%) 29 (11,4)
>30e <40, N(%) 81 (31,9)
>40 e <50, N(%) 95(37,4)
> 50 e <60, N(%) 49 (19,3)
Género
Masculino, N(%) 167 (65,7)
Feminino, N(%) 87 (34,3)
Raca
Brancos, N(%) 85(33.5)
Pardos, N(%) 110 (43,3)
Negros, N(%) 49 (19,3)
Outros, N(%) 4(1,6)
Sem informagao, N(%) 6(2,4)
Vacinacao contra influenza sazonal em 2009
Sim, N(%) 43 (16,9)
Nao, N(%) 211 (83,1)
Vacinacio contra influenza sazonal antes de 2009
Sim, N(%) 74 (29,1)
Nao, N(%) 180 (70,9)
Vacinacao contra influenza sazonal prévia (2009 ou antes)
Sim, N(%) 94 (37,0)
Nao, N(%) 160 (63,0)
Tabagismo
Fumante atual, N(%) 64 (25,2)
Ex-fumante, N(%) 51 (20,1)
Nunca usou, N(%) 139 (54,7)
Uso de alcool
Nunca usou, N(%) 59 (23,2)
Uso prévio, N(%) 38 (15,0)
Uso atual, N(%) 146 (57,5)
<7 doses/semana 97 (38,2)
> 7 doses/semana 49 (19,3)
Uso de droga ilicita
Nunca usou, N(%) 176 (69,3)
Uso prévio, ndo atual, N(%) 47 (18,5)
Uso atual, N(%) 17 (6,7)
IMC
<25 Kg/m?, N(%) 135 (53,1)
> 25 Kg/m?, N(%) 119 (46,9)
Comorbidades
Sim, N(%) 60 (23,6)
Nao, N(%) 194 (76,4)

HIV: virus da imunodeficiéncia humana, IQR: intervalo interquartilico, DP: desvio padrao,
IMC: indice de massa corporea
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Tabela 6 — Caracteristicas clinicas relacionadas ao HIV da populagdo estudada de

pacientes com HIV/AIDS no IPEC/Fiocruz, Rio de Janeiro (n=254).

Caracteristicas HIV-positivos
Numero de participantes, N(%) 254 (100,0)

Tempo desde o diagnostico do HIV (anos)

Mediana (IQR) 6,7 (2,9; 12,6)
Mgé¢dia (DP) 8,1(6,1)

Contagem de linfocitos CD4 (céls/mm>)

Mediana (IQR) 583,2 (345,8; 752,8)
Mgé¢dia (DP) 583,2 (319,7)

<350, N (%)
> 350, N (%)

66 (26,0)
188 (74,0)

Nadir contagem de linfocitos CD4 (céls/mm”)
Mediana (IQR)

Meédia (DP)

<200, N (%)

>200, N (%)

183,0 (57.8; 320,0)
224,5 (211,5)

133 (52.,4)

121 (47,6)

HIV RNA carga viral (copias/mL)

Mediana (IQR) 25 (25,0; 326,5)
Média (DP) 5.213,2 (15.879,8)
<50, N (%) 161 (63,4)
<1000, N(%) 193 (76,0)
Sem informagao, N(%) 9(@3.,5)
TARV

Uso atual, N(%) 203 (79,9)
Sem uso atual, N(%) 11 (4,33)

Uso prévio (atual ou ndo) N(%) 214 (84,3)
Nunca recebeu ARV, N(%) 40 (15,7)
Anos de uso de TARV

Mediana (IQR) 4,3 (2,0; 10,1)
Média (DP) 6,3 (5,1)

Sem informagao, N(%) 41 (16,2)
AIDS

Sim, N (%) 214 (84,3)
Nao, N(%) 40 (15,7)
Doenc¢a definidora de AIDS prévia

Sim, N(%) 109 (42,9)
Nao, N(%) 145 (57,1)
TB prévia (apds diagnéstico de HIV)

Sim, N (%) 74 (29,1)
Nao, N(%) 180 (70,9)

HIV: virus da imunodeficiéncia humana, IQR: intervalo interquartilico, DP: desvio padrao,
TARYV: terapia com antirretrovirais, AIDS: sindrome da imunodeficiéncia adquirida; TB: tuberculose



Doenga pulmonar; Doenga
14;5,51% cardiovascular; 13; .
Diabetes/Sd.

5,129
5,12% Metabélica; 10;

/ 3,94%
Obesidade; 4; 1,57%

ﬁ Doengarenal
cronica; 8; 3,15%

Hepatite B cronica;
8;3,15%
NCHCV; 12;4,72%

Hanseniase; 4;
1,57 %

Sem comorbidades;
181;71,26%
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Figura 5 - Distribui¢do de comorbidades em pacientes com HIV/AIDS no IPEC/Fiocruz, Rio de
Janeiro (n=254).

6.2. Sorologia para Influenza A (HIN1) pdm 09

Os resultados dos titulos de anticorpos apresentaram distribui¢do normal com média
de 31,5 (DP 41,6) e mediana de 16 (IQR 8; 32). Em 87 pacientes (34,3%), os titulos de HI
foram > 1:32, compativeis com soroprotecdo, ¢ 0o GMT foi de 16,9 (IC 95%15,0;19,1).

Tabela 7 - Anticorpos contra Influenza A(HINI)pdm09 em pacientes
com HIV/AIDS no IPEC/Fiocruz, Rio de Janeiro (n=254).

Caracteristicas HIV-positivos

Numero de participantes, N(%) 254 (100,0)
Titulos de anticorpos

Mediana (IQR) 16,0 (8,0; 32,0)
Média (DP) 31,5 (41,6)
GMT (IC95%) 16,9 (15,0; 19,1)
Soroprotecao

HI > 1:32, N(%) 87 (34,3)
HI < 1:32, N(%) 167 (65,7)

HIV: virus da imunodeficiéncia humana, IQR: intervalo interquartilico,
DP: desvio padrao, GMT: media geométrica de titulos, HI: inibicao de
hemaglutinacdo
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6.3. Analise univariada (Tabela 8)

Os resultados da analise univariada mostraram diferenca significativa (p=0,030) na
média de idade dos pacientes com soroprotecdo contra Influenza A(HINI)pdm09 (média de
43,9 anos, DP = 8,3 anos) em relagdo aos sem soroprote¢do (média de 41,3; DP = 9,0 anos).
Apos a estratificagdo da idade, observa-se que a diferenga entre os grupos continua expressiva
em algumas faixas etarias, porém deixou de ser significativa (p=0,141) nas mesmas: 5
pacientes (5,7%) na faixa etdria > 18 e <30 anos no grupo dos soroprotegidos (vs. 24
pacientes, 14,4% entre os sem soroprote¢do), 27 pacientes (31%) na faixa etaria > 30 e < 40
anos no grupo dos soroprotegidos (vs. 54 pacientes — 32,3% - entre os sem soroprote¢do), 34
pacientes (39,1%) na faixa etaria > 40 e < 50 anos no grupo dos soroprotegidos (vs. 61
pacientes — 36,5% - entre os sem soroprotecdo), 21 pacientes (24,1%) na faixa etaria > 50 e <
60 anos no grupo dos soroprotegidos (vs. 28 pacientes — 16,8% - entre os sem soroprote¢ao).

A populacdo masculina predominou em ambos o0s grupos com e sem titulos
compativeis com soroprotecdo. Entretanto, uma associacdo significativa (p=0,045) entre sexo
feminino e soroprotecdo foi evidenciada na analise univariada.

Com relagdo a raga, ndo foi observada uma diferenga significativa (p=0,883) na
proporgao de pacientes brancos (34,5% vs. 32,9%) e ndo brancos (64,4% ¢ 64,1%).

O  historico de vacinacdo prévia contra influenza sazonal ndo diferiu
significativamente (p=0,826) entre os grupos de pacientes com e sem soroprote¢do. Trinta e
trés pacientes (37,9%) com titulos compativeis de soroprotecao t€ém vacinagdo prévia contra
influenza sazonal (vs 36,5% dos pacientes sem soroprote¢do), sendo que 16,1% do total de
pacientes com soroprotecdo receberam a vacina contra influenza sazonal em 2009 (vs 17,4%
do total de pacientes sem soroprote¢do) e 28,7% receberam a vacina contra influenza sazonal
antes de 2009 (vs 29,3% nos sem soroprotecao).

Apesar de uma propor¢do maior de pacientes com soroprotecdo, em relacdo aos
pacientes sem soroprote¢do, apresentar historico de uso atual ou prévio de tabaco (48,3% vs.
43,7%; p=0,488) e de uso atual ou prévio de droga ilicita (27,6% vs. 24,0%; p=0,409), essa
diferenga ndo foi significativa. A histéria de uso atual de alcool foi inferior nos grupos de
pacientes com soroprotecdo em relacdo ao grupo sem soroprote¢do (54,0% vs. 59,3%;
p=0,530), mas essa diferenca também nao foi estatisticamente significativa.

Sobrepeso ou obesidade (IMC > 25kg/m?) mostrou-se igualmente distribuido em

ambos os grupos (p=0,641).
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Na andlise univariada uma propor¢ao significantemente maior de pacientes com
alguma comorbidade foi identificada no grupo com soroprote¢do (34,5%) quando comparado
ao grupo sem soroprotecao (18,0%)(p=0,003).

Nenhuma das covaridveis relacionadas ao HIV apresentou diferenca significativa entre
0s grupos com e sem soroprotecdo na andlise univariada. A covariavel “Tempo desde o
diagnéstico do HIV (em anos)” apresentou distribui¢ao ndo normal, com maior mediana nos
pacientes com soroprotecdo do que nos pacientes sem soroprote¢ao (5,9; IQR 2,8-11,9), mas
essa diferenca ndo foi significativa (p=0,231). A contagem de linfécitos CD4 apresentou
distribuicdo normal, com média um pouco inferior nos pacientes com soroprotecao (média
550,0; DP=275,4) do que nos pacientes sem soroprotecdo (média 601,0; DP=340,0)
(p=0,233). O grupo com soroprote¢do teve uma menor propor¢ao de pacientes com contagem
de linfécitos CD4 > 350 células/mm’ na triagem (70,1% vs. 76%; p= 0,306), maior propor¢io
de pacientes com nadir de contagem de linfocitos CD4 < 200 células/mm’ (55,2% vs. 50,9%;
p=0,517) e menor proporcao de pacientes com carga viral indetectavel ou carga viral abaixo
de 1000 copias/mL (71,3% vs. 78,4%; p=0,390). A covariavel “anos de uso de TARV”
apresentou distribuicdo ndo normal, com mediana de 5,9 anos (IQR 1,9; 10,4) nos pacientes
com soroprotecdo e de 4,1 anos (IQR 2,0; 10,1) nos pacientes sem soroprote¢do (p=0,769).
Verificou-se uma propor¢ao maior de pacientes com histoéria prévia de AIDS nos pacientes
com soroprotecdo (86,2%) em relacdo aos pacientes sem soroprotecdo (83,2%), porém essa
diferenga ndo foi significativa (p=0,537). Pacientes com soroprotecdo apresentaram maior
percentual de antecedente de tuberculose (35,6% vs. 25,7%), em relagdo aos pacientes sem

soroprotecao, achado também nio estatisticamente significativo (p=0,10).
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Tabela 8 — Andlise univariada — comparacao dos dados demograficos e clinicos de acordo com o

estado de soroprotecdo contra Influenza A(HINI)pdm09 em pacientes com HIV/AIDS no

IPEC/Fiocruz, Rio de Janeiro.

Soroprotecao (HI > 1:32) Sim Nao p valor
Numero de participantes, N(%) 87 (34.,3) 167 (65,7)
Idade (anos)
Mediana (IQR) 44,2 (38,0; 50,9) 41,7 (35,1; 47,2)
Mgé¢dia (DP) 43,9 (8,3) 41,3 (9,0) p=0,030*
> 18 e <30, N(%) 5(5,7) 24 (14,4)  p=0,141%**
>30e <40, N(%) 27 (31,0) 54 (32,3)
>40 e <50, N(%) 34 (39,1) 61 (36,5)
> 50 e <60, N(%) 21 (24,1) 28 (16,8)
Género
Masculino, N(%) 50 (57,5) 117 (70,1)  p=0,045%*
Feminino, N(%) 37 (42,5) 50 (29,9)
Raca
Brancos, N(%) 30 (34,5) 55(32,9) p=0,883*%*
Nao brancos, N(%) 56 (64.,4) 107 (64,1)
Sem informagdo, N(%) 1(1,1) 5(3,0)
Vacinacao influenza sazonal em 2009
Sim, N(%) 14 (16,1) 29 (17,4)  p=0,797**
Nao, N(%) 73 (83,9) 138 (82,6)
Vacinacao influenza sazonal antes de 2009
Sim, N(%) 25 (28,7) 49 (29,3) p=0,920**
Nao, N(%) 62 (71,3) 118 (70,7)
Vacinaciio contra influenza sazonal prévia
Sim, N(%) 33 (37,9) 61 (36,5 p=0,826**
Nao, N(%) 54 (62,1) 106 (63.,5)
Fumante atual ou prévio
Sim, N(%) 42 (48,3) 73 (43,7)  p=0,488**
Nao, N(%) 45 (51,7) 94 (56,3)
Uso atual de alcool
Sim, N(%) 47 (54,0) 99 (59,3) p=0,530**
Nao, N(%) 35 (40,2) 62 (37,1)
Uso de droga ilicita
Uso atual ou prévio, N(%) 24 (27,6) 40 (24,0)  p=0,409%**
Nunca usou, N(%) 56 (64,4) 120 (71,9)
Sem informagao, N(%) 6 (8,0) 7 (4.,2)
IMC
<25 Kg/m?%, N(%) 48 (55,2) 87(52,1) p=0,641%*
> 25 Kg/m?, N(%) 39 (44,8) 80 (47,9)
Comorbidades
Sim, N(%) 30 (34,5) 30(18,0) p=0,003**
Nao, N(%) 54 (62,1) 137 (82,0)
Sem informagao, N(%) 3(03,4) 0
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Tempo desde o diagnostico do HIV (em
anos)

Mediana (IQR) 6,9 (3,0; 13,9) 5,9(2,8;11,9) p=0,231%**
M¢édia (DP) 8,7 (6,2) 7,8 (6,1)
Soroprotecao (HI > 1:32) Sim Nao p valor

Contagem de linfocitos CD4 (céls/mm”)

Mediana (IQR)

M¢édia (DP) 504,0 (319,0; 732,0) 561,0 (356,0; 766,0)

<350, N(%) 550,0 (275.4) 601,0 (340,0) p=0,233*

> 350, N(%) 26 (29,9) 40 (24,0) p=0,306**
61 (70,1) 127 (76,0)

Nadir contagem de linfécitos

CD4 (céls/mm’)

Mediana (IQR) 179,0 (53,0; 311,0) 187,0 (65,0; 320,0)  p=0,653***

M¢édia (DP) 213,6 (190,2) 230,2 (222,1)

<200, N(%) 48 (55,2) 85(50,9) p=0,517**

>200, N(%) 39 (44,8) 82 (49,1)

HIV RNA carga viral (copias/mL)

Mediana (IQR) 25,0 (25,0; 897,0) 25,0 (25,0; 308,0) p=0,814%***

M¢édia (DP) 4.261,9 (12.972,9) 5.691,2 (17.174,8)

<50, N(%) 55(63,2) 106 (63,5) p=0,751**

>50, N(%) 27 (31,0) 57 (34,1)

<1000, N(%) 62 (71,3) 131 (78,4)  p=0,390**

>1000, N(%) 20 (23,0) 32 (19,2)

Sem informagao, N(%) 50,7 42,4

Uso de TARV

Uso atual, N(%) 72 (82,8) 131 (78,4) p=0,415%*

Sem uso atual, N(%) 15 (17,2) 36 (21,6)

Uso prévio, N(%) 76 (87,4) 138 (82,6) p=0,327**

Nunca recebeu ARV, N(%) 11 (12,6) 29 (17,4)

Anos de uso de TARV

Mediana (IQR) 5,9 (1,9; 10,4) 4,1(2,0; 10,1) p=0,769%**

M¢édia (DP) 6,4 (5,1) 6,2 (5,1)

AIDS

Sim, N(%) 75 (86,2) 139(83,2) p=0,537**

Nao, N(%) 12 (13,8) 28 (16,8)

Doenc¢a definidora de AIDS prévia

Sim, N(%) 43 (49,4) 66 (39,5) p=0,130%**

Nao, N(%) 44 (50,6) 101 (60,5)

TB prévia (apés HIV)

Sim, N (%) 31 (35,6) 43 (25,7)  p=0,100**

Nao, N(%) 56 (64,4) 124 (74,3)

HIV: virus da imunodeficiéncia humana, HI: inibicdo de Hemaglutinacdo, IQR: intervalo interquartilico, DP:

desvio padrdo, IMC: indice de massa corpdrea; TARV: terapia com antirretrovirais, AIDS: sindrome da
imunodeficiéncia adquirida; TB: tuberculose

*teste t; ** teste Xz , ¥** teste Mann-Whitney
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6.4. Analise multipla

Na andlise multipla (Tabela 9), observou-se uma associacdo significativa da
soroprotecao contra Influenza A(HINI)pdm09 com o sexo feminino (OR=1,94; 1C95 1,10-
3,42; p= 0,022) e com a presenga de comorbidades (OR=2,42; 1C95 1,29-4,54; p= 0,000).
Além disso, verificou-se uma associagao nao significativa da soroprote¢ao com idade superior
a 40 anos (OR=1,17; IC95 0,65-2,09, p=0,593), uso atual de TARV (OR=1,33; IC95 0,46-
3,84, p=0,603) e AIDS (OR=1,28; IC95 0,44-3,69, p=0,650) e uma associagdo inversa, nao
significativa, da soroprote¢do com CV indetectavel (OR=0,83; IC95 0,44-1,57; p=0,562).

Ap0s estratificagdo por sexo, vacinagdo prévia contra influenza sazonal, idade e
diagnodstico de AIDS (Tabela 10), persistiu uma correlagdo significativa entre a covariavel
comorbidade e a soroprotecdo. A presenca de pelo menos uma comorbidade aumentou a
chance de soroprotecao entre as mulheres (OR 2,77; IC95 0,21-1,68; p=0,02), entre os ndo
vacinados contra influenza sazonal (OR 2,51; IC95 1,58-7,79; p=0,01), nos pacientes com
mais de 40 anos (OR 1,51; IC95 1,21-5,19; p=0,01) e entre os pacientes com diagndstico de
AIDS (OR 1,83; IC 1,46-5,49; p=0,01).

O efeito do sexo feminino na soroprote¢do também apareceu em todos os estratos,
porém, mostrou-se significativo apenas nos estratos ‘“ndo vacinados previamente contra
influenza sazonal” (OR=2,24; IC95 1,07-4,66; p=0,05) e entre os pacientes com idade igual
ou inferior a 40 anos (OR=2,37; 1C95 1,00-5,64; p= 0,05).

No estrato de pacientes do sexo feminino, observou-se uma menor chance de
soroprotecdo em pacientes com CV indetectavel (OR=0,24; IC95 0,07-0,81; p=0,02).

Os pacientes em uso atual de TARV apresentaram uma maior chance de soroprote¢do
(OR=4,49; 1C95 0,79-25,57; p=0,09). Embora esse ultimo achado seja nao significativo ao
nivel de 5%, essa variavel foi mantida no modelo pelo importante efeito e por alterar a
significancia de outras variaveis..

Apesar das covaridveis AIDS e idade ndo terem apresentado associacdo significativa
com a soroprotecdo, elas se revelaram um importante fator para controle, pois durante a
constru¢ao do modelo de andlise multipla alteraram de forma expressiva a razdo de chances
(OR) ou a significancia (p-valor) das outras covariaveis do modelo. Por isso, essas variaveis
foram mantidas no modelo final.

Nao se observou interagdo significativa das covariaveis “sexo & comorbidades” (p=

0,70), “vacinacdo prévia contra influenza sazonal & sexo” (p=0,57), “idade & sexo” (p=0,40),
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“aids & sexo” (p=0,32), “idade & comorbidade” (p=0,94) e “idade & aids” (p=0,39), com a

soroprotecao.

Tabela 9 - Analise multipla — comparagdo dos dados demograficos e clinicos relevantes associados
a chance de soroprote¢do contra Influenza A(HINI)pdm09 (razdo de chances e intervalo de
confianca de 95%) em pacientes com HIV/AIDS no IPEC/Fiocruz, Rio de Janeiro.

OR (95%CI) p-valor
Idade > 40 anos (vs. < 40 anos) 1,17 (0,65; 2,09) p=0,593
Feminino (vs. Masculino) 1,94 (1,10; 3,42) p=0,022
Comorbidades (vs. nao) 2,42 (1,29; 4,54) p=0,006
CV <50 cp/mL (vs >250cp/mL) 0,83 (0,44; 1,57) p=0,562
Uso atual TARYV (vs. ndo) 1,33 (0,46; 3,84) p=0,603
AIDS (vs. nao) 1,28 (0,44; 3,69) p=0,650

OR: razdo de chances; CV: HIV RNA carga viral; TARV: terapia antirretroviral, AIDS: sindrome da
imunodeficiéncia adquirida.
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Tabela 10 — Anélise multipla - Modelo de regressao logistica das covaridveis demograficas e clinicas relevantes associadas a chance de soroprote¢do contra

Influenza A(HINI1)pdm09 (razao de chances e intervalo de confianca de 95%) em pacientes com HIV/AIDS, estratificadas por sexo, vacinacdo prévia contra
influenza sazonal e AIDS.

Sexo Vacinacio prévia contra influenza Idade (anos) AIDS
sazonal
Masculino Feminino Sim Nao <40 > 40 Sim Nao
OR (95%IC) OR (95%IC) OR (95%IC) OR (95%IC) OR (95%IC) OR (95%IC) OR (95%IC) OR (95%IC)
p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor
Idade > 40 anos 1,42 (0,69; 2,94) 1,76 (0,71; 4,38) 1,97 (0,45; 8,60)
(vs. <40 anos) p=0,34%* p=0,22 p=0,37

Feminino
(vs. Masculino)

Comorbidades (vs.
nio)

CV <50cp/mL (vs. >
50cp/mL)

Uso atual TARYV (vs.
nio)

AIDS
(vs. nao)

2,08 (0,96; 4,48)
p=0,06

0,16 (0,05; 0,53)
p=0,30%*

3,77 (0,21; 1,68)
p=0,02

0,24 (0,07; 0,81)
p=0,02

4,49 (0,79; 25,57)
p=0,09

0,70 (0,15; 3,24)
p=0,65*

1,45 (0,61; 3,47)
p=0,40

1,90 (0,55; 6,51)
p=0,31

2,24 (1,07; 4,66)
p=0,05

3,51(1,58;7,79)
p=0,01

2,37 (1,00; 5,64)
p=0,05

2,01 (0,57; 7,08)
p=0,27

1,73 (0,56; 5,40)
p=0,34*

1,59 (0,76; 3,30)
p=0,22%

2,51 (1,21; 5,19)
p=0,01

1,22 (0,42; 3,53)
p=0,72*

1,76 (0,95; 3,25)
p=0,10

2,83 (1,46; 5,49)
p=0,01

2,87 (0,68; 12,10)
p=0,15

0,90 (0,13; 6,60)
p=0,92

AIDS: sindrome da imunodeficiéncia adquirida, HIV: virus da imunodeficiéncia humana, OR: razdo de chances; CV: HIV RNA carga viral, TARV: terapia com antirretrovirais

*mantida no modelo por impactar no efeito e/ou na significancia de outras variaveis.
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7. DISCUSSAO

Este estudo, conduzido durante a pandemia de Influenza A (HINI) pdm 09, mostrou
um percentual de 34,3% de soroprotecdo em pacientes com HIV/AIDS, no momento da
triagem de um ensaio clinico sobre a vacina especifica contra influenza. Este percentual de
soroprotecdo foi superior ao encontrado nos controles (funcionarios da Fiocruz HIV-
negativos) do ensaio clinico principal desse trabalho, que verificou soroprote¢ao pré-vacinal
em 16/70 (22,9%) dos profissionais que trabalhavam na institui¢do, incluidos no mesmo
periodo (SANTINI-OLIVEIRA et al., 2012). O grupo de controles HIV negativos tinha em
média 37,4 anos, predominio de mulheres (64,3%) e brancos (54,3%), maior percentual de
pessoas previamente vacinadas contra influenza sazonal (62,9%) e apenas 11,4% tinham
comorbidades.

Uma explicacao possivel para a observacao de alto percentual de soroprotecdo entre os
pacientes com HIV/AIDS no estudo ¢ a ocorréncia de maior exposi¢cdo dos pacientes com
HIV/AIDS ao virus Influenza A(HINI)pdm09 durante sua permanéncia nos servigos de saude
para consultas e realizacdo de exames, entre outros procedimentos.

Nossos dados sdo semelhantes aos encontrados em outros ensaios clinicos com o
mesmo desenho avaliando a imunogenicidade da vacina contra o virus pandémico. Num
estudo realizado entre novembro e dezembro de 2009 na Holanda, foi identificada uma
soroprotecdo pré-vacinal superior em pacientes com HIV/AIDS (25/57, 44%) do que nos
controles (10/44; 23%), trabalhadores saudaveis do hospital onde o estudo foi conduzido
(SOONAWALA et al.,2011). Num ensaio clinico realizado na Italia também foi identificada
tal diferenca (p<0,0001) na soroprote¢do pré-vacinal entre os pacientes com HIV/AIDS
(35/44; 79,6%) e os controles profissionais de saude (52/148; 35,1%) (KAJASTE-
RUDNITSKI et al, 2011). Em todos esses estudos, diferengas significativas nas
caracteristicas desses grupos (idade, género e antecedente de vacinacdo contra influenza
sazonal, entre outros) podem ter influenciado esse resultado.

Por outro lado, em Taiwan, entre setembro e novembro de 2009, um estudo
soroepidemiologico de pacientes ndo vacinados com HIV/AIDS comparado a controles HIV
negativos que procuraram os Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA) em HIV,
verificou uma prevaléncia significantemente menor (p<0,001) de soroprotecdo contra
Influenza A(HINI)pdm09 em pacientes com HIV/AIDS (137/931; 14,7%), quando
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comparados aos controles (192/566; 33,9%) (HUNG et al., 2012). Esse ¢ um achado diferente
do observado nas sorologias pré-vacinais dos ensaios clinicos controlados de vacina, e pode
ser devido ao perfil da populagdo recrutada, da caracteristica peculiar dos controles que
procuram o CTA - em sua maioria homens que fazem sexo com homens (HSH) (68,7%) -,
assim como a maioria dos pacientes com HIV/AIDS do referido estudo, com 70,2% de HSH.
Além disso, outras diferencas significativas entre os grupos de pacientes com HIV/AIDS e os
controles desse estudo foram descritas (género, idade, propor¢do de pacientes heterossexuais
e usudrios de drogas injetaveis), e podem interferir na avaliagdo dessa diferenca. Como o fator
perfil de exposi¢ao ao HIV (como por exemplo HSH) nao foi avaliado em nosso estudo e nao
foi relatado nos estudos citados acima, ndo temos como avaliar seu efeito nas diferencas da
soroprotecdo identificadas no nosso estudo

Uma pesquisa de soroincidéncia do Influenza A(HINI)pdm09 em mulheres com
HIV/AIDS com contagem de linfocitos CD4 > 350 células/mm’ verificou uma propor¢io
semelhante de soroprote¢do pré-vacinal entre as pacientes com HIV/AIDS e os controles
(6,6% vs. 6,7%) (ALTHOFF et al., 2011).

Sendo assim, fica evidente a necessidade de estudos controlados que visem a melhor
avaliagdo da diferenca de soroprotecao contra Influenza em pacientes com HIV/AIDS e
controles HIV negativos, com grupos comparaveis e avaliagao desses cofatores, que podem se
comportar como fatores de confusdo ou de interagao.

Considerando os estudos de imunogenicidade da vacina anti- [Influenza
A(HINI)pdm09 em pacientes com HIV/AIDS publicados no mundo (ALTHOFF et al., 2011;
BICKEL, M et al., 2010; COOPER et al., 2012; EL SAHLY et al., 2012; FABBIANI et al.,
2011; HATAKEYAMA et al., 2011; HO et al., 2011; HUNG et al., 2012; KAJASTE-
RUDNITSKI et al., 2011; KOK et al., 2011; LAGLER et al., 2011; LAUNAY et al., 2011;
MANUEL et al., 2011; MARUSZAK et al., 2012; MIRAGLIA et al., 2011; ORLANDO et
al., 2010; PARIANI et al.,, 2011; SOONAWALA et al, 2011; TEBAS et al, 2010;
YANAGISAWA et al., 2011), observa-se uma grande amplitude na variagdo da proporcao de
soroprotecao pré-vacinal (4,1 a 79,6%), cuja comparagao fica inviabilizada por fatores como a
diversidade do local, o momento da coleta da sorologia, a circulacdo viral, a faixa etaria
abordada, o perfil das populag¢des avaliadas, além dos fatores inerentes a imunodeficiéncia
subjacente.

No Brasil, em um estudo realizado em Sao Paulo (MIRAGLIA et al., 2011) entre
marco e julho de 2010, que incluiu 255 pacientes com HIV/AIDS com idade entre 22 e 75
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anos (média de 45 anos) e majoritariamente homens (91,4%), foi reportada uma prevaléncia
de soroprotecdo pré-vacinal de 8,6%, bem inferior ao encontrado na nossa populagdo.
Entretanto, esse estudo ndo descreveu as caracteristicas clinicas gerais nem as associadas a
imunodeficiéncia (tais como contagem de linfécitos CD4, carga viral, uso de TARYV,
percentual de AIDS e presenca de doengas oportunistas), tornando dificil uma comparagao ou
mesmo inferéncia de uma possivel variagao regional.

Um estudo brasileiro de imunogenicidade na populagdo geral adulta ndo vacinada
contra o Influenza A (HINI) pdm 09, realizado entre janeiro e junho de 2010 em Sao Paulo,
mostrou que 16,6% dos participantes apresentavam niveis de soroprote¢ao na sorologia pré-
vacinal (PRECIOSO et al., 2011). Em estudo de imunogenicidade da vacina anti-Influenza
A(HINI1)pdm09 em pacientes com artrite reumatédide e controles saudaveis (RIBEIRO et al.,
2011), realizado em Sao Paulo entre marco e abril de 2010, foi evidenciada uma soroprote¢ao
inicial pré-vacinal de, 10,8% e 11,5% (RIBEIRO et al., 2011), respectivamente, valor também
inferior ao encontrado em nosso estudo.

Na Alemanha, um estudo realizado em novembro de 2009 com 160 pacientes com
HIV/AIDS maiores de 18 anos (idade média 46,2 anos) e com maioria de homens (78%),
relatou uma soroprotecao pré-vacinal de 14,4%, valor também inferior ao relatado na nossa
populacdo. A populacdo desse estudo alemdo tinha diagndstico de HIV havia, em média, 10,2
anos, historia de doenca definidora de AIDS em apenas 26% dos pacientes, uso de TARV em
90% com média de contagem de linfécitos CD4 = 514 células/mm’ e 70% com carga viral
indetectavel, historia de vacinacdo contra influenza sazonal no ano anterior em apenas 11% e
média de nadir de contagem de linfocitos CD4 de 160 células/mm’. Apesar de as
caracteristicas da populacdo descrita nesse estudo serem parecidas com as do nosso, ndo
podemos afastar que fatores como a data da coleta da sorologia, participagdo de idosos, maior
percentual de homens, maior percentual de supressdo viral e menor percentual de doenga
definidora de AIDS podem ter influenciado os resultados. Além disso, ndo h4 descri¢do da
existéncia (ou ndo) de comorbidades, fator que aparece, em nosso estudo, como relacionado a
soroprotecao (BICKEL, M et al., 2010).

Na Austria, em um estudo realizado entre novembro de 2009 e marco de 2010 com 79
pacientes com HIV/AIDS maiores de 18 anos (média de 40 anos) foi identificado um elevado
percentual de soroprotecao pré-vacinal, de 70% (55/79), valor bem superior ao encontrado em
nosso estudo. A populacdo desse ensaio clinico era composta por um percentual levemente

superior de homens (75,9% vs. 65,7%), percentual inferior de pacientes com antecedente de
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doenca definidora de AIDS (14% vs. 33,5%) e maior percentual de pacientes em uso de
TARYV (87% vs. 79.9%) do que o presente estudo, com valores semelhantes de tempo médio
de diagnéstico de HIV, média de contagem de linfécitos CD4 e percentual com CV
indetectavel, diferengas que pouco justificam a grande diferenca no percentual de
soroprotecdo. Também neste estudo, ndo havia descricdo de antecedente de comorbidade ou
vacinagdo prévia contra influenza sazonal, fatores que podem ter influéncia nessa diferenca,
assim como a circulagdo local do virus e 0 momento da coleta da sorologia (LAGLER et al.,
2011).

Além da diferenca no padrdo de circulagdo viral do HIN1pdmO09 nos Hemisférios
Norte ¢ Sul (OPATOWSKI et al., 2011), a maioria dos ensaios clinicos da vacina contra o
HINI1pdm09 em paciente com HIV/AIDS conduzidos no hemisfério norte recrutaram os
pacientes entre outubro e dezembro de 2009 (BICKEL, MARKUS et al., 2011; COOPER et
al., 2012; KAJASTE-RUDNITSKI et al., 2011; MANUEL et al., 2011; SOONAWALA et
al., 2011; TEBAS et al., 2010), concomitante a segunda onda do HINIpdmO09 nessas
localidades, o que diverge do ocorrido em nosso estudo, que recrutou os pacientes entre
margo e agosto de 2010, quando a circulacao do virus HIN1pdm09 diminuiu expressivamente
quando comparado a 2009. Além disso, dados de vigilancia da circulagdo do Influenza
brasileiro mostram que, especificamente no periodo de recrutamento do nosso estudo, houve
predominio da circulacdo de Influenza A H3N2 e Influenza B, sem circulacdo concomitante
do HIN1pdm09. Considerando que os titulos de anticorpos contra o Influenza decrescem
apds a exposicdo ao mesmo e/ou a vacinacdo, especialmente em pacientes com HIV/AIDS
(CRUM-CIANFLONE; IVERSON; et al., 2011), o intervalo de tempo entre o pico de
circulagio do HINIpdm09 no Brasil em setembro de 2009 e a diminuicdo expressiva da
circulagdo do mesmo no momento da coleta da sorologia podem ter influenciado o percentual
de soroprotecdo encontrado, que pode ser inferior a0 do momento da primeira onda.

A faixa etaria mais acometida pela populacio de nosso estudo (39,1% dos
soroprotegidos para Influenza A(HINI)pdm09 tinham entre 40 e 51 anos) diverge tanto da
relatada em trabalhos com a populagdo geral, que apontam para uma maior soroprote¢ao entre
os individuos com idade entre 15 a 24 anos (DELLAGI et al., 2011; GOZALAN et al., 2012;
MILLER et al., 2010; TIAN et al., 2011; TRAUER et al., 2013; WAALEN et al., 2010;
YANG et al., 2011), como a reportada na fase de mitigagdo no Brasil, na qual 24,3% dos
casos de SRAG ocorreram em individuos entre 20 e 29 anos e apenas 10,4% dos casos foram

entre os pacientes com 40 a 49 anos (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE -
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MINISTERIO DA SAUDE, 2010). O predominio do estrato de 40 a 51 anos na populagdo de
pacientes com HIV/AIDS em nosso estudo e a baixa propor¢ao de menores de 30 anos pode
ser o motivo dessa diferenca.

Em nosso estudo, observou-se que as mulheres tiveram 94% mais chance de
soroprotecdo do que os homens (p=0,02), achado esse que diverge da observacao de falta de
associacdo da variavel sexo com a soroprotecao contra Influenza A(HINI1)pdm09 relatada em
outros estudos na populagdo geral (ACHONU et al.,, 2011; HARDELID et al., 2010;
MOGHADAMI et al., 2010; DUDAREVA et al., 2011). Apesar disso, de acordo com dados
brasileiros do Ministério da Saude referentes as SE 29 a 52/2009, houve predominio do sexo
feminino (57,2%) entre os casos de SRAG (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE -
MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Pode-se considerar que a associagdo de sexo feminino
com soroprote¢ao poderia estar relacionada ao fato de que as mulheres, em geral, se cuidam
mais e frequentam mais os servigos de saude (COUTO et al., 2010).

Entretanto, nos estudos de soroprevaléncia da populacdo geral ndo se observa tal
associacdo de género com soroprotecio (ACHONU et al., 2011; HARDELID et al., 2010;
MOGHADAMI et al., 2010; DUDAREVA et al., 2011), tendo sido descrita uma maior
soroconversdo entre mulheres quando comparadas aos homens (27.3% vs. 11%, p = 0.013)
em um estudo de soroincidéncia de Influenza A(HINI)pdm09 em pacientes com HIV/AIDS
conduzido na Australia (KOK ez al., 2011).

Além disso, ¢ possivel que haja um predominio de infeccdo do Influenza
A(HINI)pdm09 no sexo feminino no Brasil, j& que ha predominio de mulheres entre casos de
SRAG notificados, mesmo considerando que esses dados ndo englobam os casos brandos e
assintomaticos. Como o presente estudo ¢ seccional e sem populacao de controle que permita
essa comparacao, essas possiveis associagdes sdo apenas inferéncias que poderiam ser mais
bem avaliadas em outros estudos no futuro. Da mesma forma, os achados de associagdo
positiva da soroprote¢do com uso de TARV e CV detectavel, observados no estrato de sexo
feminino e os achados de associacdo significativa de soroprotecdo em mulheres nos estratos
de pessoas sem vacinagdo prévia contra influenza sazonal e no de idade < 40 anos sdo
controversos ¢ provavelmente influenciados pelo tamanho amostral e/ou pela presenga de
outras covariaveis ndo acessadas no nosso estudo.

Em relagdo a raga, ndo foi observada associacdo na propor¢do de brancos vs nao
brancos com a soroprote¢do contra Influenza A (HINI) pdm 09. Dados brasileiros da SVS/MS

referentes aos casos de SRAG notificados confirmados entre as SE 29 e 52/2009 mostram que
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houve predominio da raca branca (71,8%), diferentemente da nossa casuistica, na qual
tivemos elevado percentual de pardos (43,3%).

A associacdo de soroprotecdo com as covaridveis tabagismo, uso de alcool, uso de
drogas ilicitas e IMC nao apresentou diferenca consideravel na populacdo estudada.

A histdria de vacinagdo contra influenza sazonal também ndo apresentou associacao
significativa com a soroprotecao no presente estudo. Os dados da literatura sdo conflitantes,
com alguns estudos mostrando maior soroprotecdo em individuos com vacinagdo contra
influenza sazonal prévia (ACHONU et al., 2011; CHEN, M. et al., 2010; DUDAREVA et al.,
2011) e outros ndo (GOZALAN et al., 2012; TIAN et al., 2011). Entretanto, o numero de
pacientes com historia de vacinacdo contra influenza sazonal na nossa populacdo de estudo
era reduzido, e pode ter influenciado essa avaliagao.

Surpreendentemente, a existéncia de, pelo menos, uma comorbidade mostrou-se
independentemente associada a soroprotecdo, tendo sido observada pelo menos duas vezes
mais soroprotecao entre os pacientes com alguma comorbidade quando comparados aqueles
sem comorbidade, tendo essa associagdo persistido mesmo depois da estratificacdo no modelo
de regressao logistica. Essa associacdo ndo foi evidenciada para o estrato de idade < 40 anos ¢
isso pode ter ocorrido por diversos fatores, tais como o insuficiente tamanho amostral nesse
estrato ou ainda a existéncia de algum outro fator relacionado nao avaliado.

A associagdo significativa da presenga de comorbidades com maior soroprote¢do pode
estar relacionada a maior exposi¢do ao virus, uma vez que individuos com comorbidades
possivelmente realizam mais frequentemente consultas de rotina e utilizam servigos de saude
onde a circulagdo do virus é, em geral, maior. Da mesma forma, os pacientes com
comorbidades sdo, provavelmente, mais velhos e com maior exposi¢do a vacinagdes prévias
contra influenza sazonal. De acordo com dados da SVS/MS sobre o total de casos notificados
de SRAG confirmados para HIN1pdm09 no Brasil (n=44.544), 45,1% (20.129/44.544) dos
registros apresentavam algum tipo de comorbidades, com predominio também do grupo das
pneumopatias cronicas (19,1%) seguido do das doengas cardiovasculares (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE - MINISTERIO DA SAUDE, 2010). E sabido que a presenga de
comorbidades ¢ fator de risco para complicagdes em pacientes com infec¢do pela
HIN1pdm09 (VIASUS et al., 2011), e o alto percentual observado na notificacdo de casos
graves pode estar associado a maior prevaléncia de pessoas com comorbidades entre esses.

Nossos resultados mostram uma associagdo entre a soroprote¢do contra HIN1pdm09

e a presenga de comorbidades, sugerindo que esses individuos possam ter uma maior
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susceptibilidade a infec¢do pela HIN1pdmO09, seja isso decorrente de maior exposi¢do ou de
outro fator ainda desconhecido. Entretando, limita¢des relacionadas ao desenho do nosso
estudo ndo nos permitem uma melhor avaliacdo dessa associacao.

A andlise das covaridveis relacionadas ao HIV com a soroprotecdo mostrou que
fatores classicos relacionados a imunodepressao, tais como o tempo de infeccao pelo HIV, a
contagem de linfocitos CD4, o nadir de contagem de linfocitos CD4, a carga viral do HIV e
um diagnostico de AIDS, ndo apresentaram associagdo com a soroprotecdo contra influenza
AHINIpdm09. Este ¢ um achado importante do ponto de vista clinico, pois sugere que a
deficiéncia imunolédgica aparentemente nao interfere na soroprotecao.

Esses aspectos também foram estudados num estudo de soroprevaléncia que avaliou a
soroconversao de Influenza A(HINI)pdm09 em uma coorte de pacientes com HIV/AIDS na
Australia, ndo tendo sido identificada associagdo da soroconversdo com o nivel de
imunodeficiéncia e de carga viral (KOK et al., 2011),

Um estudo americano que avaliou a soroincidéncia do Influenza A(HINI)pdm09 em
mulheres com HIV/AIDS (ALTHOFF et al., 2011) identificou que pacientes com carga viral
detectavel (>80 copias/mL), contagem de linfocitos CD4 < 350 células/mm’ e diagnéstico de
AIDS apresentavam menores taxas de soroprotecdo, sugerindo uma correlagdo entre
soroprotecdo e infec¢do pelo HIV ndo controlada e baixa contagem de linfécitos CD4
(ALTHOFF et al., 2011).

Estudos sobre imunogenicidade da vacina contra Influenza A(HINI)pdm09 em
pacientes com HIV/AIDS obtiveram achados diversos referentes ao impacto dos fatores
relacionados ao HIV na resposta imune vacinal. Alguns estudos identificaram uma resposta
vacinal inferior em pacientes com maior grau de imunodeficiéncia, contagem de linfocitos
CD4 < 200 células/mm’ (BICKEL, MARKUS et al., 2011; FABBIANI et al., 2011; HO et
al., 2011; SANTINI-OLIVEIRA et al., 2012; TEBAS et al., 2010; TIU et al., 2011;
YANAGISAWA et al., 2011) ou < 100 células/mm’ (KROON, F. P. et al., 1994) ou menor
média de contagem de linfocitos CD4 (BICKEL, MARKUS et al., 2011; HO et al., 2011;
ORLANDO et al., 2010) ou replicacdo viral do HIV (CV detectavel > 400 copias/mL)
(HATAKEYAMA et al, 2011), entretanto, outros estudos ndo observaram diferenca
significativa na resposta a vacina de acordo com cofatores relacionadas a infec¢ao pelo HIV
(PARIANI et al., 2011; TREMBLAY et al., 2011). O ndo uso de TARV (ORLANDO et al.,
2010) e um maior tempo de diagnostico da infec¢do pelo HIV (BICKEL, MARKUS ef al.,
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2011; ORLANDO et al., 2010) também se mostraram associados a uma pior resposta a essa
vacina.

Nao foi possivel avaliar a associacdo da soroprotecdo com os diferentes tipos de
comorbidades isoladamente devido ao seu pequeno nimero em cada categoria.

Sendo esse um estudo seccional, que ndo considera a influéncia do tempo de
exposicao ao virus, a ocasido da infec¢do e tampouco o nimero de infecgdes naturais prévias
a outros subtipos de influenza A, restri¢cdes relacionadas ao desenho do estudo também devem
ser consideradas para a interpretacdo dos resultados.

Alguns outros fatores devem ainda ser levados em consideracdo. As coletas de sangue
para a sorologia analisadas no presente trabalho foram iniciadas seis meses apds o pico da
circulagdo do virus no pais. A prevaléncia de soroprotecdo pré-pandémica ¢ desconhecida no
Brasil, no entanto, considerando que este ¢ um virus novo, sua circulacdo antes da pandemia
era provavelmente baixa.

Nosso estudo acrescenta dados para aprofundar a relagdo da soroepidemiologia do
Influenza A(HINI)pdm09 em pacientes com HIV/AIDS e ¢ um dos poucos trabalhos que
possibilitaram a avaliagdo de covaridveis demograficas e clinicas nessa populagdo. Estudos
adicionais sdo necessarios para subsidiar o melhor manejo desses pacientes numa possivel

futura pandemia de Influenza.
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8. CONCLUSOES

. Uma elevada propor¢do de pacientes com HIV/AIDS incluidos nesse estudo
apresentavam titulos protetores contra o Influenza A(HINI)pdm(09 num momento anterior a
vacinagdo para esse virus.

. O sexo feminino e a presenga de pelo menos uma comorbidade mostraram-se
significativamente associados a soroprote¢ao pré-vacinal.

. O efeito da vacinagdo prévia contra influenza sazonal ndo se mostrou
associado a soroprote¢do contra Influenza A(H1N1)pdm09 nesse estudo.

. Fatores associados a uma maior exposi¢do ao virus da influenza pandémica
mostraram-se associados a soroprotecao pré vacinal, enfatizando a importancia de abordagens
preventivas para exposi¢cdo a esse patdogeno no atendimento aos pacientes com HIV/AIDS.

. Nao se observou associacdo entre fatores associados a infec¢do pelo HIV e

soroprotecao contra Influenza A (HIN1) pdm 09.
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ANEXO I - Procedimento Operacional Padrio do Laboratorio de Virus Respiratorios e
Sarampo da Fiocruz para realizacdo da Inibicio de Hemaglutinacio
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REACHO DE INIBICIO DA HENAGLITIVACHO

1.

OBJETIVO

Este POP fixa condicdes, padroniza, define e estabelece regras que devem ser
aplicadas no LVRS, visando a identificagao do virus de influenza em isolados de
cultivo celulares MDCK ou em titulagdes de anticorpos em soros animais ou de
pacientes humanos.

CAMPO DE APLICACAD
Este POP aplica-se ao Laboratorio de Virus respiratorios e do Sarampo, I0C,
Focruz.

DEFINICOES
A unido espeafica do anticorpo 2o sitio antigénico na molécula da proteina
denominada hemaglutinina viral, interfere com a ligag3o desta aos receptores
de acido siakico nos eritrdcitos. Este efeito inibe a hemaglutinacio sendo a
base da reagdo

SIGLAS
S3o usadas no texto deste POP as sequintes siglas:

FIOCRUZ _ |Fundacao Oswaldo Cruz

10C Instituto Oswaldo Cruz

(VR Laboratorio de Virus Respiratorios

HI Reacao de Inibicao da Hemaglutinacao

rpm Rotagdes por minuto

xg Forca da gravidade aplicada sobre amostras
centrifugadas
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s

5.2,

5.3.

54

5.5.

5.6.

5.6.1.

P8S Solucao salina tamponada 0,01 M, pH=7.3 (x 0.1)
POP Procedimentos operacionais padrao

EPI Equipamento de protecao individual

CH Controle de hemacias

MDCK Cultura celular de rim de c3o

POCO Cada orificio da placa de micro-titulagao
[RDE

RBC

OMS

CDC

Receptor destroing enzyme

Red blood cells - hemacias
Organizacao Mundial da Saude
Center for Disease Control/Atlanta

CONDICOES GERAIS
O ensaio de inibicao da hemaglutinagao deve ser realizado em placas de micro-
titulac3o em polipropileno, descartaveis e com 96 orificios;
Todo o procedimento de distribuicao e diluicio das amostras e dos soros deve ser
feito em capelas de seguranga biologica do tipo II, evitando-se contaminacao do
operador, do ambiente, ou da amostra;
Todo o ensaio devera ser realizado em temperatura ambiente;
Durante a homogeneizacao das hemdcias deve-se tomar cuidado para que seja
feita de maneira suave, evitando-se a lise das hemacias;
A suspensao de hemddias deve ser guardada em geladeira, evitando hemglise da
mesma até 5 dias;
Tipo de placa a ser utiizado nos testes de HI dependende das hemacias a serem
utilizadas. Conforme tabela abaixo:

Padrao de HI das diferentes fontes de hemacias
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ANIMAL GALINHA PERU COBAIO HUMANO "0"
Concentracao 0,5% 0,5% 0,75% 0,75%
da hemacia
Tipo de pogo ' ' v "
da placa
Tempo de 30 minutos | 30 minutos 1 hora 1 hora
incubacdo
Controle de bot3o botao halo halo
hemacias

6‘1'

7.
7.1
7.2,
7.3.
74.

8.

8.1
8.2,
8.3.
8.4,
8.5.

CONDICOES DE BIOSSEGURANCA
Todo o procedimento deve ser feito em cabine de seguranca biologica dasse
11, com uso de EPIs, como jalecos e luvas descartaveis,

EQUIPAMENTOS
Centrifugadora;

Cabine de seguranca biologica dasse II;
Geladeira;

Banho-Maria.

MATERIAIS/ REAGENTES
Pipetadores e ponteiras descartaveis;
Placas de micro-titulagdo com 96 pogos fundo em "U” ou "V";
Tampas para placas de micro-titulag3o;
Gaze e algodao;
Soluc3o de PBS, 0,01M, pH 7.3 £ 0.1;
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8.6. Suspens3o de hemacias (globulos vermelhos) conservados em solucao de Alsever;-
Sangue de cobaio, colhido e conservado em solucdo Alsever sera fomecido pelo
Centro de Criacao de Animais de Laboratorio (CECAL), da FIOCRUZ;

8.7. Tubos conicos em polipropileno para centrifugacdo (17X119 mm), descartaveis,
transparentes com tampa de rosca, volume delS mL;

8.8. Criotubos

8.9. Recipiente para descarte de material potencialmente infeccioso;

8.10. EPIs, como luvas descartaveis, mascara descartavel e avental descartavel;

8.11. Solugao de hipoclorito de sodio 5%;

8.12. isolados virais;

8.13. RDE;
8.13.1. Reativos atualizados e distribuidos anualmente aos laboratdrios participantes da
rede de referéncia da OMS;

8.13.2. Enzima destruidora de receptores (RDE): RDE * SEIKEN" DENKA SEIKEN CO.
LTD. TOKYO- JAPAN.

8.14, Antisoros de referéncia CDC/OMS;

8.14.1. reativos atualizados e distribuidos anualmente aos laboratorios participantes da
rede de referéncia da OMS;

8.14.2. os antisoros fornecidos sao contra os virus Influenza A (HIN1), 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 laboratorios participantes da
rede de referéncia da OMS;

8.15.1. os antigenos fornecidos sao dos virus Influenza A (HIN1), sazonal e pandémico,
A(H3N2) e tipo B.
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% PROCEDIMENTO

9.1. Preparacao de Hemadas

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

9.1.2. Centrifugar a 1.200 RPC (~300 x g) por 5 min. (~500 x g para RBC de cobaio);

9.1.3. Retirar a solucdo de Alsever (sobrenadante), adicionar PBS 1X (S0mL), misturar
gentilmente e centrifugar conforme no item anterior;

9.1.4. Repetir o procedimentos de lavagem das células, retirada de sobrenadante e
resuspensao do pellet 3 X;

9.1.5. Na ultima centrifugac3o diluir o pellet de RBCs em PBS1X na proporgao de 10%
(viv)

9.2.  Tratamento do Soro

9.2.1. Reconstituir do RDE fornecido pela OMS em 25 mL de PBS 1X (armazenar a -20°C
se necessario);

9.2.2. Adicionar 3 volumes de RDE a 1 volume de soro (0,3mL RDE + 0,1mL soro);

9.2.3. Incubar por 12-18h a 37°C;

9.2.4. Aquecer em banho-mania a 56 °C por 30 minutos;

9.2.5. Adicionar mais 6 volumes de PBS (0,6mL PBS 2 solucio de 0,4mL de RDE + soro)

9.3. Retirada dos aglutinantes inespecificos

9.3.1. Adidionar 1 volume do pellet de RBCs para 20 volumes do soro tratado com RDE
(S0uL de RBC para 1mL de soro tratado com RDE);

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

9.3.3. Depois de 1 hora, centrifugar 2 300 x g por 5 minutos;

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

9.3.5. Seguindo este procedimento o soro inicial estara diluido aproximadamente de 1/10.
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9.4. Padronizacio do antigeno para a técnica de inibicao da hemaglutinagao (HI): "back

titration

9.4.1, Determine o volume de antigeno padronizado necessario para seu teste de HI,
considerando a utilizac3o de 25ul. por pogo da placa de 96;

9.4.2, Utilize o antigeno padronizado na concentrac3o final de 4 UHA/25ul;

9.4.3. Teste a hemaglutinagdo da diluicdo feita para garantir a qualidade do ensaio
imediatamente antes de realiza-lo;

9.4.4. O Antigeno diluido pode ser mantido a 4 °C desde que usado no mesmo dia;

9.4.5. Registre estes resultados como observacao na ficha.

9.5. Identificacao de Isolados virais de Influenza

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

9.5.2. Adicionar 25ul de PBS nos pogos das linhas B até H

9.5.3. Adicionar S0uL dos soros de referencia na linha A, desde a coluna 1 até a 12,
conforme desenho esquemético no item 9.5.14;

9.5.4. Faca a diluicao seriada de base 2 destes antisoros ao transferir 25ul dos pogos da
linha A para B e assim sucessivamente;

9.5.5. Descarte 25ul da linha H ao final da diluic3o seriada,

9.5.6. Adicione 25ul dos antigenos nos pogos Al até H6, conforme desenho esquematico
no item 9.5.14;

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 pogos e agite a placa manualmente;

9.5.11. Cubra a placa e a mantenha temperatura mabiente;

9.5.12. Marque "+" para hemaglutinac3o e "0 para ausénda de hemaglutinacao
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9.5.13. O tittulo de HI refere-se a ultima diluicao de antisero que inibiu completamente
a hemaglutinacao viral;
9.5.14. Desenho esguematico da placa de HI abaixo.
mu_«;u)',ul tto.\x; 5|
T 23 4 s 678 30 )
PAQQO00000000 QO ¢
12 nOOOOOO(:'OOOC:‘O‘*_:un\
s ¢ OCO000000000
B 1o Q00000000000
e Q00000000000
- -FCOOOOQQOQQQQ
«Q00000000000
xHO00000000000,

9.5.15. As colunas de placa se referem aos antisoros anti-  Influenza:
1 e7) A(H1)pdm
2 e 8) A(H1) sazonal
3e9)AH3)
4 e 10) B/Florida/4/2006-kke (linhagem Yamagata)
5 e 11) B/Brisbane/60/2008-like (lnhagem Victoria)
6 e 12) Antisoro controle negativo

9.6. Titulagdo de Anticorpos séricos anti-influenza

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

9.6.2. Adicionar 25ul de PBS nos pogos das linhas B até H
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9.6.3. Adicione S0ul dos soros a serem estudados linha A em duplicada, exduindo-se os
pocos All e A12, 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 ao transferir 25ul dos pogos da
linha A para B e assim sucessivamente;

9.6.5. Descarte 25ul da linha H ao final da diluic3o seriada,

9.6.6. Adicione 25ul do antigeno a ser testado em todos os pogos, excluindo-se aqueles
na coluna 12, conforme desenho esquematico no item 9.5.14;

9.6.7. Devera ser escolhido por placa um antigeno de influenza: A(Hipdm),
A(H1)sazonal, A(H3), B (Yamagata) OU B (Victoria);

9.6.8. Agite a placa manualmente;

9.6.9. Cubra a placa e incube a temperatura ambiente (20 a 25°C) por 15 minutos;

9.6.10. Adicione 50uL de RBCs a todos os pogos e agite a placa manualmente;

9.6.11. Cubra a placa e a mantenha temperatura mabients;

9.6.12. Marque "+" para hemaglutinac3o e "0" para auséncia de hemaglutinagao

9.6.13. O titulo de HI refere-se a ultima diluic3o de antisoro que inibiu completamente a
hemaglutinago viral;

9.6.14. Desenho esquematico da placa de HI abaixo.

9.7. Controle de qualidade

9.7.1. Os resultados somente serao validos caso ocorra hemaghutinacao na coluna 11 e
precipitacao das RBCs na coluna 12,

9.7.2. Caso contrario, 0 ensaio devera ser repetido.
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ANEXO II — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de Fase Il para avaliar a seguranga e a imunogenicidade da vacina
anti HIN1 em pacientes infectados pelo HIV - Vers3o 1.0 de 02 de
Fevereiro de 2010

Pesquisador Responsavel: Dra. Beatriz Grinsztejn
Telefone: (21) 2270-7064
INTRODUCAO

Voceestasmdooamdadoaparuapzdeumapesqmsasobteavacmaooma
a influenza A HIN1, também conhecida sobre gripe suina. Este documento &
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que fomecera a voca
mfotmagoessobmeapesqnsa Queremosquevoeecmhegaosdetalhesda
pesquisa antes de decidir se quer ou nao participar. A equipe do estudo
comersa’acomvooesobreestasmﬁxmagoes Voce € livre para perguntar, 3
qualquer momento, suas duvidas.

A parti neste estudo € voluntaria. Se voce decidr nao voce
Mnu?:?aosendoatenddomsaembulamno ou seja, suadeaméetara
seu cuidado medico.

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

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO FEITO?

A influenza (ou gripe) causada por um novo virus, 0 A HIN1 disseminou-se no
mundo em 2009. Comoﬁodapmdemuacwsadaporumvmsnovo a gripe
suina atingiu milhares de pessoas em todas as regides de mundo, causando
doenga mais grave & mais mortes que a gripe sazonal, aquela que & causada
pelo virus influenza ja conhecido. Como parte dosesforgosparaconbaeressa
novaepdemaforamrapﬁdmdesenvdvdasvaanasconwaonwovms
O Ministério da Saude do Brasil comprou milhdes de doses dessas vacnas e
planeja-se mn:ar a vacinagdo das pessoas que t&m maior chance de ter
contato com o virus (por exemplo, os profissionais de saude) e também dos
guposquetemmwesnscosdeheremdoen;anus (por ex
mdmduoscomnmunodeﬁma.comoosmetem infecgao pelo HIV). O & nicio
damnagaoestaplmadopzamrgodezoweespera-semeaspessoas
recebam a vacina antes do comeco do inverso, €poca em que a disseminagdo
da gripe & maior.

TCLE - Estudo deo Fase If para avaliar a seguranga © a imunogenicidade da vacinae ant!
M1IN1 om paclontos infectados pelo MIV - Versso 1.0 de 02 de Feveroiro de 2010
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Pesq.sasfe«tasnos@mosanoscomowasvamasnmanqueem
pessoascomHlVeAlDSaproﬁegao obtida & menor que em individuos que
naohemanfeogao Isso ocorre pois o HIV prejudica o sistema imune do
organismo, que & estmulado pelas vacinas a produzir mecanismos de defesa
contra as doencas. &staspesqursaswnourasvaunasmostramamdamea
pm%ag‘e menor em portadores do HIV com a imunidade mais prejudlcada
(célhula 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 HIN1 enwaAdoserecomendadapa'a
adultos & uma injecdo Gnica de 0,5 mL. Nio se sabe se essa dose € adequada
para pessoas com infecgdo pelo HIV. Estamos fazendo essa pesquisa usando
doses maiores da vacina, para saber qual 3 dose que deixa os portadores de
HIVtaoproeegndoscomaaqpequantoosmdmduosquenaotemovrus
Como a vacina € nova, mbemfoupouoohestadanapopula@oemgeral em
pessoas sem HIV e AIDS. Por esse motvo a pesquisa ncluira também um

grupo de voluntarios HIV negativos, que serdo comparados aos HIV positivos.

Qutra descoberta das pesquisas com vacinas & a de que em pessoas com HIV
aproteqaodnnmstenpomenasquenaotemommsPaasdmsesso
ocore também com a vacina contra a influenza A HIN1 dosaremos os
anticorpos contra o virus da gripe a cada 2 meses, durante 1 ano apods a
vacina, com o objetivo de saber por quanto tempo 3s pessoas permanecem
protegidas.

Naosesdaetanbemsemnafavacnacomraampecanun(nﬂuenza
sazonal)depo:sdereoeberamnaconwaowmsdanﬂuenzaAHim tem
algumconseq:enelaemrela@oapmteqaocomraoswmswaefenos
colaﬁeras Para investigar esse aspecto daremos, dwmmeapesqunsa avacina

contra influenza sazonal 21 dias apos a primeira dose da vacina contra
influenza A HIN1.

Em resumo. essa pesquisa tem como objetivos determinar:

1. Se doses maiores vacina contra a influenza A HIN1 s30 mais eficazes para
portadores do HIV, resultando em protecdo equivalente a dose recomendada
paraapopulagao geral;

2 SeapmteqaodadapelavacmaapessoascanmfeeqaopeloHNea
mesma com CD4 acima ou abaixo de 200 céluias 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 vacing;

5. Os efeitos protetores e colaterais da vacina contra a influenza sazonal
aplicada apds a vacina contra nfluenza A HIN1 em voluntarios HIV negatives e

poSitivos.
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POR QUE VOCE ESTA SENDO CONVIDADO A PARTICIPAR DESTE
ESTUDO?
Vooeestasendoeonvndadoapamapardesteesmdopmternicagaode
receber vacina contra a nfluenza A HINT e:

- Ter infecgdo pelo HIV
ou

NaotennfecgaopeloHlV(nessecasovooeparbctparadoesmdopxaquea

resposuavacanase;aconpaadaarespostadosHNposmas ou seja, vocs
fara parte do grupo controle)

QUANTAS PESSOAS PARTICIPARAO DESTE ESTUDO?
Pameuparaodesapesqnsa450pessoas mvoltmanossemnfeogaopeb
HIV, que ser3o convidados dentre os profissionais de salde que procurarem o
PECparareeeberavaan.lBOpessoasHleosﬁvaseuncanagemdecm
nmoungudaZMceuasporm e outras 180 com CD4 maior que 200
ceélulas por mm®.

QUANTO TEMPO VOCE FICARA/PARTICIPARA NESTE ESTUDO?

Vocé participara deste estudo durante cerca de um ano e nesse periodo serdo
realizadas entre 10 (voluntarios HIV negativos) e 18 consultas (voluntarios HIV
positivos) programadas. Serdo feitas consultas extras se durante a participacdo
no estudo voce tiver gripe.

QUE DOSE DE VACINA VOCE RECEBERA?
Sevooeeumm\tanoHanegarvoreoeberaadoserecoﬂm\dadapelo
fabricante da vacina, ou seja, dose simples Unica de 0.5 mL., via intramuscular,
no brago ou na coxa.,
SevooeeumvotﬂanoHleosmoreoeberaumdedo'sdrferemesesmemas
de

g)u&nsdosessnples(OSmL)devacna.comm dias de intervalo entre cada
- duas doses duplas (1 mL) de vacina, com 21 dias de intervalo entre cada.
Todos os voluntarios (HIV negativos e positivos) receber3o 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 1* dose (HIV positivos) de vacina
contra a influenza A HIN1.

COMO SERAO ESCOLHIDOS OS DIFERENTES ESQUEMAS DE DOSES DE
VACINA CONTRA INFLUENZA A HIN1 QUE SERAO DADOS AOS
VOLUNTARIOS HIV POSITIVOS?

O esquema de doses de vacina a ser dado aos voluntarios HIV positivos sera
feito de forma aleatoria, por sorteio. Tanto vocé quanto a equipe da pesquisa
saaeraoqualoesquemasateadowenasnodladai'dosedevaa\a Esse
sorteeoserafeﬁodefamaaga’amrqueumnumero-guddevoluntanoscom
CD4 < a 200 cels/mm’ a com CD4 > 200 cels/mm’ participemn dos dois
drﬁetentesesql.lemasdevamagao Vocé tem chances iguais de cair no grupo
que recebera duas doses simples ou duas doses duplas da vacna.
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O QUE’ VOCE DEVE FAZER SE DECIDIR PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Vooevraawconsuttasptogznadasduranheoanodepatwagéona
pesqnsaNaptmewaconsuhserafeﬁoummesbonanosobresuasaude um
exame fisico, algunsemesparas&erco:mestasuaswdeeumasadoga
ant-HIV, porhesteraptdo para saber se vocé & ou n3o portador do virus (para
fazer estes exames serao colhidos cerca de 40 mL de sangue, equivalentes a 2
ooheresdesopa)Asaolognasemaeompanhadaporaconselhamenhopree
pos-testeSeseuresultadoforpos:tmvocenaopodera participar desta
m&seraencamnhadoparaaompanhanmﬂomedconolPECouem
outro local que seja mais conveniente para voce,

Na segunda consulta do estudo, realizada 1 a 20 dias apds a anterior, sera
feito outro questionario sobre sua saude, exame fisico e ser3o colhidos cerca
de 40 mL de sangue para pesquisar anticorpos contra o virus da influenza A
HIN1 no seu organsmo (exame chamado sorologia) e para estudar como suas
celulas de defesareagemaovnrusdanﬂuenza (estudo da imunidade celular).
Nessamulhvocereceberaaaphca da vacina contra a influenza A H1N1
eﬁcaranolP'ECpo:marsoumenos1 , para observar se aparecem efeitos
colaterais. Voeereceberanessediaumdlano para levar para casa e anotar
tudo o que sentiu & 0s medicamentos que tomou.
Lknproﬁssm\ddaeq.pedapesqusatelefma’apaavoceumesetedlas
aposa1’dosedavacna parasa:etsevocetevealqumproblemadesaude
Os telefonemas serdo feitos para os numeros que voce fomecer e em horarios
combinados.

Atemetaconsltadapesqursaseraieﬁam dias depois da primeira dose.
Nessa consulta ser3o feitos novamente questionario, exame fisico, sorologia e
estudo de imunidade celular. Vocé recebera a a vacina contra influenza
sazonaleﬁca’aumaho:anolPECparaobservaosefemscolateras Voca
devolvera o diario preenchido e recebera um novo.
Lknpmﬁssu\ddaewpedapesqursatelefmaapxavoeeumesetedsas
aposessaconsdla pxasabersevocetevealgumpmblemadesaude Os
telefonemas serdo feitos para os numeros que vocé fomecer e em horarios
combinados.

A quarta consulta da pesquisa sera feita 21 dias depois da vacina contra
influenza sazonal. Nessa consulta ser3o feitos novamente questionario, exame
fisico, sorologia e estudo de imunidade celular. Voce devolvera o diario

preenchido.

Depois da quarta consulta vocé vira ao IPEC mais § vezes, a cada dois meses
depois da vacina contra influenza A. Nestaseonsdtasdedorsrnesesserao
feitos questxonanos sobre sua saude, um exame fisico se vocé tiver algum
problema de sadde, sorologia para influenza A HIN1 (todas as consultas) e
estudo da resposta imune celular (meses 6 e 12). Em cada uma destas
consultas ser3o colhidos 20 mL de sangue, equivalentes a uma ou colher de
Sopa.
Sevooeunhetmrpersuapahupagaonapesqursaaqualmernmmﬁomtes
da ditima consulta ser3 feta uma avaliagio final, com coleta de 40 mL de
smguemesommosobtewasaudeeexameﬁsm
Seduraweoesmdovooetwerquadrodedoengarespraoﬁo(febrede%Cou
mais, com tosse e qualquer outro sintoma) devera vir ao IPEC o mais breve
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posswel para uma consulta extra. Nessa consulta faremos uma avaliacio
médica de sua doenca e colheremos amostras de matenal de seu nariz e da
suagarpama.parasaberq.xdmmoorgmlsmestacausmdoomadm Voc2
recebera o tratamento recomendado pelo Ministério da Salde do Brasd para

quadros gripais.

Se vocE for do grupo de HIV positivos

Vocé vira a 168 consultas programadas durante o ano de particpacdo na
pesqnsa.NaptmaraeonsuItaserafeﬁoumquesbonanosobresuasmde um
exame fisico, alguns exames para saber como esta sua salde e uma
ounagemdeCD4parasabercomoestasualmndade(parafazerestes
exames ser3o colhidos cerca de 40 mL de sangue, equivalentes a 2 colheres
de sopa).

Na segunda consulta do estudo, reahzadaia20dnasmosaamenotsera
ﬁemomm'oqsesbcmnosobtewasmde exameﬁsacoeosoneloparasaber
qual esquema de vacinag3o vocé recebera. Além disse, serdo colhidos cerca
de 40 mL de sangue para dosar a quantidade de HIV no seu sangue (carga
vrddoHlV)patapesqnsaranhcorposcomraowrusdanﬂuenzaAH1N1 no
seu organismo (exame chamado sorologia) e para estudar como suas celulas
de defesa reagem 3o virus da influenza (estudo da imunidade celular). Nessa
omsulhvooereoeberaapnmecaaphwgaodavaanaconuaam&m\zaA
HIN1eﬁcaranoIPECpumansoumvos1hora'paraobsewarsemcem
efeitos colaterais. Vocé recebera nesse dia um diaro, para levar para casa e
anotar tudo o que sentiu e os medicamentos que tomou.
Unproﬁssu\ddaeq:pedapesqusalelefampxavoceumesetedsas
apos a 1* dose da vacina, parasdmsevocetevea!gumprobiemdesaude
Os telefonemas serdo feitos para 0s numeros que voce fomecer & em horarios
combinados.
Ateroecaconsltadapesqu:saseraieﬂa21dlasdeponsdaptmearadose
Nessa consulta serdo feitos novamente questionario, exame fisico, carga viral
do HIV, contagem de CD4, sorologia e estudo de imunidade celular. Vocé
recebera a3 2° dose de vacina contra a influenza A HIN1, a vacina contra
mhenzasazmaleﬁcaraumhoranolPEpraobservarosefe«tos
colaterais. Vocedevotmodmopreendudoereceberaumnovo
Lknproﬁssmddaeqmedapesqursatelefmpxavoceumesetedsas
aposessa?dosedavacnna pxasabersevocemalgumpmuemade
saudeOstelefonemassel'aofemosmosnumemswevoeefomecereem
horarios combinados.
Ammaemsultadapesqu:saseraieﬁamdasdeponsda?dosedavacma
Nessa consulta serdo feitos novamente questionario, exame fisico, carga viral
do HIV, eaﬂagemdecm 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 1° dose da vacina & a cada 2 meses depois da 2° dose da
mnaNestasmultasdedasmsessemfemosmesmmresua
salde, um exame fisico se voc tiver algum problema de saude, dosagem de
CD4 e de carga viral do HIV (nos meses 2, 6 e 12), sorologia para nfluenza 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,
equlvdetnesaunawduasoolm'esdesopa
Sevocemhenarpersuapamupagaonapesqusaaqudquernmmantes
dauhmacmsulaserafeﬁaunaavahagaoﬁ\d com coleta de 40 mL de
smgueqnesbma’nosobressasaudeeexamﬁssco
Sedmmteoestudovooetmerquadmdedoengarespt&ono(febrede%’Cou
mais, com tosse e qualquer outro sintoma) devera vir ao IPEC o mais breve
possrvel para uma consulta extra. Nessa consulta faremos uma avalla@o
médica de sua doenca e colheremos amostras de material de seu nariz e da
sua garganta, para saber qual microorganismo esta causando o quadro. Voce
recebera o tratamento recomendado pelo Ministério da Salde do Brasi para
quadros gripais.

QUANDO VOCE RECEBERA OS RESULTADOS DOS EXAMES?

Os resultados de seus exames de seguranca (hemograma, enzimas do figado)
ser3o dados a vocé pelo médico da pesquisa na consulta imediataments apos
accie(a.OmesmooommeomosresmadosdeexamesdeHN(paraos
voluntarios HIV negativos), de CD4 e de carga viral dos voluntarios HIV

positivos.

Os exames de anticorpos contra o virus influenza A HIN1, deestudoda
imunidade celular e de diagnostico da causa de quadros respiratorios serao
reahndosapenasnoﬁnaldapesqunsa.deponsmebdososvohnmos
uveremcarple(adoosumesesdepamupagaoe portanto, naoestaao
disponiveis no momento das consultas. Os resultados destes exames n3o s3o
importantes para as decisdoes medicas sobre seu tratamento. Se voceé tiver
interesse em saber os resultados informe a equipe da pesquisa, que entrara
em contato com vocE assim que os mesmos estejam disponiveis.

EXISTEM BENEFICIOS POR PARTICIPAR DESTE ESTUDO?
Vooepoderanaomernechmbeneﬁcnoporpamapardesseeﬁudo As
informagdes que teremos com esse estudo poderdo beneficiar outras pessoas
quetemnfecgaopeloHIVequepreasamreoebefdosesademadasda
vacina.

NOVOS ACHADOS
Voceseramfocmadodeq:alqnernwadeseoberhsobreavaanacomra
influenza A HIN1 feita durante o decomer do estudo, oquepoderamudarsua
mﬂadedecorﬂnuarpa‘bcpa\dodapesqmsa Ao final do estudo, voce sera
informado quando os resultados estardo disponiveis e como tomar
conhecimento dos mesmos.

EXISTEM RISCOS POR PARTICIPAR NESTE ESTUDO?

A vacina contra influenza A HIN1 foi desenvolvida ha um ano e as informagdes
sobreosefemsoolaterarsca:sadosporelasaolmﬂadas Com base nas
i sobre vacinas contra outros tipos de virus influenza, sobre estudos
reali &m animais & em seres humanos com sta vacing, sabe-se que os
efeﬁosesperadosdesamnasao

- Reagao no local da apli das in incuindo dor, calor (aumento de
). vemanas ¢ aaroges Sbano da pee
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- Alergias, caracterizadas por manchas avermelhadas na pele do corpo com ou
sem febre:

- Reagd alergmsgavescomlesoesnasmcosas(bocaeolhospa
exemplo), dificuldade para respirar e queda de press3o artenial;

- Reagdes do organismo como um ftodo, incluindo febre, mal-estar, cansago,
perdadeapetne nsonia, dor de cabeca, tonturas, diaméia, vomitos, dores na
bamiga, dor nmswlardornasatﬁcdagoescdahosmnasdegnpe
aumentodoshfonodos(gaﬁos) convulsoes, dlmqaodasylaquetasno
sav:e(ceuasquepamclpamdacoagulagao) alterac3o da funcio dos rins.
-Reagoesdosastemanervoso incluindo paralisias, perda de forga nas pemas
ebragos mﬂamagaonooeretmenosnervosEssehpodeoanphca@opode

Ser grave, apesar de raro. Sevocejatevealgumadoenganosnetvoseno
cérebro n3o devera participar deste estudo. Omedlcodapesqunsadnsctmra
esse aspecio com VvooE na primeira consulta do estudo. Se seus pais, irmaos
ou fihos tiverem apresentado uma doenga chamada Sindrome de Guillan-
Barre, w'actenzadaporparallsaamevalprog'edmdopemasacma voce
também n3o devera participar desta pesquisa.

Dtlaweapesqunsavooewraasmultascomﬁequenaaefxaexamesaﬁm
de dtagnostmr e tratar precocemente qualquer complicacdo que possa
ocoanevoceweralwmevenbdneodemaorgamdadeaposal'dose
davacunavooepennmeeemnapesqusa.pa'emnaoreceberaasegnda
dose. A gravidade dos efeitos sera explicada a voceé pelo seu médico da

pesquisa.

Reﬁrarsav:epodeca:sadescaﬁoﬂomlowldacdeﬂ.posswelmeme
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.

Fazerexameparasabersevocetemounaonfec;aopeleVpodecausar
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 HIN1 n3o causou prejuizos a mulheres gravidas
nem a fetos nos estudos em animais de laboratorio. 'Vacinas contra outros tipos
de influenza n3o s3o contra-indicadas para gravidas. Naohanfmnagoes
atﬁaentessobreessavamaemmllteresgsiantesSevoceesnvergrzmda
naoseralndmdanestapesmlsa Sevooeengavndxaposa?dosedavacma
nao recebera a 2°, porém permanecera na pesquisa.

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

Sevooeforptepdcadoeormresltadodesua neste estudo, vocs
recebera tratamento imediato. Ao assinar este termo de consentimento vocs
nao estara desistindo de quaisquer direitos legais.
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QUE OUTRAS ESCOLHAS VOCE TEM ALEM DESTE ESTUDO?
VocenaohetnqueWMertestapesq:sa.Vocepodeobﬁetwldados
medicos e vacina contra a gripe comum e a influenza A HIN1 como parte de
seu acompanhamento de rotina no IPEC. Por favor, discuta com seu médico
pessoal sobre os riscos e os beneficios de participar deste estudo e sobre
outras escolhas disponiveis para voce.

A RESPEITO DA CONFIDENCIALIDADE
Seunomeequalquermmfanagaomeondenttﬁquesetaomamdosem
siglo & apenas a equipe de pesquisa tera acesso a sua |dentrﬁca@o Qualquer
publicacdo deste estudo n3o utdzara seu nome ou o identificara pessoalmente.

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

VOCE RECEBERA ALGUM PAGAMENTO?
N3o. Vocé n3o recebera nenhum pagamento por estar particpando desse
estudo.

QUAIS SAO OS SEUS DIREITOS COMO VOLUNTARIO DA PESQUISA?

A parucupagao neste estudo € voluntaria. Vocé pode decidr n3o 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 decis3o n3o afetara o
recebimento de cuidados medicos. 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 3 pesquisa
entre em contato com:

Laboratorio de Pesquisa em DST e AIDS do IPEC/IFIOCRUZ
Avenida Brasil, 4385 - Manguinhos - Rio de Janeiro.
Tel: (021) 2270-7064

Para emergéncias meédicas, durante finais de semana, feriados e noites, entre
em contato com um plantonista do IPEC, no telefone 38865-0505.
Para questoes sobre seus direitos como participante de uma pesquisa entre em
contato com:

Comité de Etica em Pesquisa do IPEC

Avenida Brasil, 4385 - Manguinhos - Rio de Janeiro.
Tel: (021) 3865-2585.
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PAGINA DE ASSINATURA
Sevoceieuestetemodeconsennmemoeemendeuasmformagoesnelas
omt;das(wa!guemaplmu o contelido a voce), todas as suas dividas 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

Assinatura do(a) voluntario(a) da mes
ano

Nome da pessoa que obteve o consentimento em letra legivel

Data__/__/

Assinatura da pessoa que obteve o consentimento dia mes
ano

Nome da testemunha imparcial, se necessario, em letra legivel

Data__ /__/
Assinatura da testemunha imparcial se necessario, em letra de 3
mes ano

dia

TCLE - Estudo do Fase I para avallar a seguranga ¢ a imunogenicidade da vacinae ant!
MIN1 om paclentos infectados pelo MV - Verséo 1.0 de 02 de Feverviro de 2010

89



Anexo III — Aprovaciao do CEP

Moo s Saldde

noosur
Furdaghs Ovnelin Crua
e e Pesgums Cldca Bvandio Clages Ip

Rio de Janeire, 13 de margo de 2012.

DECLARAGAO

O projeto "Soropravaléncia de anticorpos contra o virus pandémico Influenza
AlCalifornial04/2008 (H1N1) em pacientes cam HIVIAIDS", dissertagao de mestrado de
Ana Cristina Garcia Ferreira, orienlada pels Dra. Bealriz Grinszte)n, submetido a este
Comité em 29M11/2011, trata-se de um subprojeto do projeto "Estudo de Fase Nl para
avaliar a seguranga @ a imunogenicidade da vacina anti HIN1 em pacientes
infectados pelo HIV", aprovado por este Comité em 08/03/2010, CAAE 0008.0.008.000-
10, Parecar 010/2010, coordenado pela Dra. Mariia Santni de Oliveira,

Declaramos que esie Comité o apreciou 0 o aprova na presente data.
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