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Resumo

Intoducdo: A resposta imune protetora a vacina contra febre amarela (VFA)
em pessoas vivendo com HIV/AIDS (PVHA) ainda hoje permanece pouco estudada. A
associagdo entre a resposta imune e o nivel de linfocitos T-CD4+ (LT-CD4+) e carga
viral para o HIV é descrita na literatura. A regido central do Brasil € uma éarea critica
para febre amarela, assim é fundamental que estratégias de imunizagcdo contemplem
PVHA nesta localidade. Objetivo: Avaliar a resposta imune protetora a VFA em PVHA
e verificar a existéncia de associacdo entre essa resposta e a contagem de LT-CD4+ e
o nivel de carga viral plasmatica de HIV em PVHA, além de outros possiveis fatores
preditivos da resposta a vacina. Metodologia: Estudo transversal realizado em
Brasilia de 2009 a 2010. Critérios de inclusdo: PVHA vacinadas contra febre amarela
h&a mais de 30 dias, sem relato de infec¢do prévia pelo virus amarilico. O nivel de
anticorpos neutralizantes contra febre amarela foi mensurado por meio do teste de
neutralizagcdo em placas redutoras (PNRT), avaliando-o concomitantemente a
contagem de LT-CD4+ e a carga viral. Estudou-se a associa¢ao e a correlacdo entre a
resposta a vacina e as demais variaveis. Adotou-se para todos os testes estatisticos
um nivel de significancia de p<0,05. Resultados: Coletaram exames laboratoriais de
58 PVHA. A idade média foi 41 anos, 55% do sexo masculino, 78% apresentavam-se
com HIV/aids na categoria clinica A de classificacdo do CDC (Centro de Controle e
Prevencédo de Doencas) e 93% estavam em uso de terapia antirretoviral combinada
(TARV), média do nadir de LT-CD4+ foi 214 cel/mm?® a média de tempo da Gltima
dose da vacina contra febre amarela foi 2 anos, 45% dos investigados jA haviam
recebido mais de uma dose e 3% dos pacientes descreveram eventos adversos leves
relacionados a vacina. Apenas 53 pacientes (91%) apresentavam niveis protetores de
anticorpos neutralizantes. Ndo se observou associacao entre a contagem de LT-CD4+
e a resposta a vacina, todavia demonstrou-se uma correlacdo positiva fraca entre
estas variaveis (r: 0,27; p = 0,03). Identificou-se indicios de associacdo negativa entre
o nivel de carga viral e a resposta a vacina (p: 0,05) e foi observada uma correlacdo
negativa moderada entre estas variaveis (r:-0,41, p < 0,01). Observou-se uma
tendéncia no grupo com niveis protetores de apresentarem-se mais na categoria A
(CDC), possuirem menos infec¢cbes oportunistas no passado e terem um menor de
tempo transcorrido desde a ultima dose da vacina, porém estas diferencas ndo foram
estatisticamente significativas (p>0,05).Conclusdo: PVHA responderam pior a vacina
contra febre amarela no que se refere a prote¢do imune, comparando-se a individuos
nao infectados pelo HIV, todavia a vacina mostrou-se segura. Nao foi possivel
identificar associacdo entre a reposta a vacina e a contagem de LT-CD4+, apesar de
existir uma correlagdo positiva entre estas variaveis. Ha indicios de associagao entre o
nivel de carga viral e a resposta a vacina, e uma correlacdo negativa entre estas
variaveis. Nao foram identificados outros possiveis fatores preditivos da resposta a
vacina.

Palavras-chaves: vacina contra febre amarela, 17-D, imunizacgdo, HIV, AIDS, Brasil
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Abstract

Introduction: The protective immune response to yellow fever vaccine (YFV) in people
living with HIV/aids (PLWHA) still remains little studied. The association between
immune response and the level of CD4+ T lymphocytes and viral load of HIV is
described in the literature. The central region of Brazil is a high incidence area for
yellow fever, so it is important that immunization strategies include PLWHA living in this
region. Objective: To evaluate the protective immune response to YFV in PLWHA and
check the association between the immune response against yellow fever and the LT
CD4+ count and plasma viral load of HIV in PLWHA, and other possible predictors of
response to the vaccine. Methodology: Cross-sectional study in Brasilia from 2009 to
2010. Inclusion criteria: PLWHA vaccinated against yellow fever after more than 30
days, with no history of prior infection for yellow fever virus. The level of neutralizing
antibodies against yellow fever was measured by plaque reduction neutralization test
(PNRT), evaluated concurrently with LT-CD4+ count and viral load. The association
and correlation between vaccine responses and other variables were studied. For all
statistical tests a significance level of p<0.05 was adopted. Results: Fifty-eight PLWHA
collected laboratory tests. The mean age was 41 years, 55% male, 78% infected by
HIV were at the stage A according to CDC and 93% were in HAART, mean nadir CD4
+ LT was 210 cell/lmm3, the average time of the last dose of vaccine against yellow
fever was 3 years, 45% of those investigated has received more than one dose and 3%
of patients reported mild adverse events related to the vaccine. Only 53 patients (91%)
had protective levels of neutralizing antibodies. No association was found between LT-
CD4+ count and response to the vaccine, however, a positive correlation between
these variables was demonstrated (r: 0.27, p= 0.03). Evidence of association between
viral load and response to vaccine (p=0.05) and a moderate negative correlation
between these variables (r: -0.41, p <0.01) were observed. Although statistical
significance could not be achieved, a few trends could be observed in the group of
responders: stage A (CDC criteria); low prevalence of opportunistic infections history
and shorter time elapsed since the last dose of vaccine. Conclusion: PLWHA presents
a worse response to YFV compared to individuals not infected with HIV. However the
vaccine was safe. Association between the response to the vaccine and the LT-CD4+
count was not identified, although there is a positive correlation between these
variables. There is evidence of association between viral load and response to the
vaccine, and a negative correlation between these variables. Other possible predictors
of response to the vaccine were not found.

Keywords: yellow fever vaccine, 17-D, immunization, HIV, AIDS, Brazil
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Significado
Sindrome da Imunodeficiéncia

AIDS Humana

b-DNA Metodologia branched-DNA
Centro de Controle e Prevencao de

CDC Doencas

CEP Comité de Etica em Pesquisa
Centro de Referéncia de

CRIE Imunobiol6gicos Especieais

DNA Doenca neurotrépica aguda

DVA Doenca viscerotropica aguda
Emergéncia de Saude Publica de
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FA Febre amarela
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PNRT Redutoras

PVHA Pessoas vivendo com HIV/aids
Statistical Package for the Social

SPSS Sciences

TARV Terapia antirretroviral combinada
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1. INTRODUCAO

A resposta imune protetora a vacina contra febre amarela em pacientes
infectados pelo HIV ainda hoje permanece pouco compreendida. Estudos sobre
a eficacia e seguranca desta vacina nesta populacdo sdo escassos. A
associacao entre a resposta imune e o nivel de linfécitos T-CD4+ e carga viral
para o HIV é descrita, porém seus resultados nem sempre sao concordantes
(Lange et al., 2002; Cagigi et al. 2008). Em areas endémicas de doencas
tropicais, como febre amarela (FA), é fundamental que estratégias de
imunizacdo contemplem pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA), evitando o
risco de aquisicdo desta enfermidade nesta populacéo.

Paises tropicais, como o Brasil, devem aprofundar estudos neste tema,
visando subsidiar estratégias seguras de prevencdo para este grupo
populacional. A regido central do Brasil € uma area critica para FA, doenca
com elevada letalidade, com relato de surtos da doenca nos ultimos anos
(Ministério da Saude, 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho pretende analisar a resposta
imune protetora de uma populacdo de PVHA a vacina contra febre amarela
(VFA), em uma area endémica para esta enfermidade, localizada no Distrito
Federal, Brasil, além de verificar a associacao desta resposta com o nivel de
linfocitos T-CD4+ (LT-CD4+) e carga viral plasmatica de HIV e investigar a
existéncia de outros fatores preditivos desta resposta.

Os possiveis beneficios da pesquisa no nivel individual séo identificaveis

pelo fato do paciente passar a conhecer o seu status de protecédo contra febre



amarela, resultando em maior facilidade para o aconselhamento sobre

exposi¢cdes em areas de risco.

O beneficio coletivo do conhecimento adquirido esta relacionado com a
elucidacdo de uma possivel relacdo entre niveis de linfocitos T-CD4+ e carga
viral do HIV e anticorpos neutralizantes contra febre amarela, e a existéncia de
outros fatores preditivos da resposta, assim como suas possiveis implicacdes

em programas de vacinacgao e prevencao desta doenca em PVHA.

1.1. Febre Amarela

A febre amarela foi uma moléstia de grande importancia para a
sociedade nos séculos XVIII e XIX durante a colonizacdo das Américas e
Africa Ocidental. Em 1881, Carlos Finlay apresentou sua hipétese, mais tarde
confirmada, da transmissdo da doenca por mosquitos e sua prevengcao por
meio do controle do vetor (Franco, 1976). Com o desenvolvimento da vacina
na década de 1930, o temor associado a doenca e seu impacto na saude foi
reduzido (Monath, 2001).

A febre amarela € uma doenca infecciosa aguda nao-contagiosa cujo
agente etiolégico é um arborvirus, endémica na Africa e na América do Sul,
sendo periodicamente responsavel por surtos e epidemias com elevada
gravidade e letalidade, e ainda representa um grande problema de saude
publica (Tauil et al., 2005). Até o momento, ndo ha tratamento medicamentoso
especifico para a doenca. O tratamento limita-se ao combate dos sintomas e

sinais manifestos e monitoramento hemodindmico e eletrolitico continuo,
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detectando-se precocemente déficits e sobrecargas para sua imediata corre¢ado
(Albuquerque et al., 2005).

Sob o ponto de vista epidemiolédgico divide-se em duas formas, silvestre
ou rural e urbana, que diferem entre si quanto a natureza dos transmissores e
dos hospedeiros vertebrados e ao local de ocorréncia (Vasconcelos, 2003). A
forma urbana ainda hoje ocorre na Africa. Havia sido considerada eliminada da
América em 1954, contudo ha relato de trés casos ocorridos na cidade de
Santa Cruz, na Bolivia em 1998 (Gianella, 2009) e de surto em areas urbanas
em 2008 no Paraguai, que ocasionou a morte de oito pessoas (Organizagao
Mundial da Saude, 2008).

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2011) estima um
total de 200.000 casos por ano no mundo, causando cerca de 30.000 oObitos a
cada ano. Quarenta e cinco paises da Africa e América Latina, com uma
populacdo combinada de mais de 900 milhdes de pessoas, estdo sob risco da
infeccdo. Na Africa, estima-se que 508 milhdes de pessoas vivem sob risco em
32 paises. O restante desta populacdo estd em 13 paises da América Latina,

sendo Brasil, Bolivia, Colédmbia, Equador e Peru os de maior risco.

No Brasil, a febre amarela urbana ndo ocorre desde 1942. Enquanto o
Ae. aegypti encontrava-se eliminado, havia uma relativa seguranca quanto a
nao possibilidade de reurbanizagdo do virus amarilico. Entretanto, a
reinfestacdo de extensas areas do territorio brasileiro por esse vetor, inclusive
j& presente em muitos dos centros urbanos das areas de risco, traz a
possibilidade de reestabelecimento do ciclo urbano do virus (Brasil, 2005).

J4 a febre amarela silvestre tem apresentado variacdo ciclica nos

tltimos 50 anos no pais, com ocorréncia de surtos em intervalo de



aproximadamente cinco a sete anos. No periodo de 1990 a 2010 ocorreram
587 casos com 259 6bitos. A regido Norte foi a que apresentou 0 maior nimero
de registros (178 casos), seguida da regido Centro Oeste (150 casos). A
doenca foi mais frequente em pessoas acima de 15 anos, do sexo masculino,

em geral agricultores, madeireiros, pescadores e turistas.

No inicio de 2000, ocorreu um surto que teve como um dos principais
locais de transmissdo, o Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros, no
Estado de Goias, acometendo turistas originarios de varias cidades brasileiras.
Nesse ano, apesar da grande maioria dos casos ter se concentrado em Goias,
a transmissado também foi observada em outros pontos do pais, inclusive
extrapolando as éareas tradicionalmente consideradas como de risco, com
ocorréncia de casos autéctones em Minas Gerais, em locais onde ha cerca de
50 anos nao havia registro da presenca do virus (Brasil, 2009).

Entre dezembro de 2007 e marco de 2008 foram notificados 75 casos
suspeitos de febre amarela silvestre no Distrito Federal, com 15 (20%) casos
confirmados. A andlise dos dados segundo a unidade federada de residéncia
mostrou que 10 pessoas (67%) residiam no Distrito Federal, quatro em Goias
(27%) e uma em Minas Gerais (7%). A taxa de letalidade geral atingiu 53%
(Brasil, 2008).

No ano 2008 também foi observada a reemergéncia do virus da febre
amarela nas regides Sudeste e Sul do pais. ApOs este fato seguiu-se um
periodo de intensificacdo da vigilancia e monitoramento da febre amarela que
se iniciou em setembro de 2008 e prolongou-se durante um ano. Neste

periodo, foram notificados 274 casos humanos suspeitos de febre amarela



silvestre (FAS), com 51 casos (19%) confirmados. Destes, 21 casos evoluiram
para o Obito e,portanto, a taxa de letalidade foi de 41% (Brasil, 2009).

Entre 2008 e 2009 foi registrada a expansdo da area de ocorréncia no
Rio Grande do Sul atingindo areas que extrapolaram aquelas classificadas
como de risco. Essa situacédo foi caracterizada como uma Emergéncia de
Saude Publica de Importancia Nacional (ESPIN), baseado no Regulamento
Sanitario Internacional, 2005 (Brasil, 2005).

Para Vasconcelos (2010), a emergéncia da febre amarela nessas
localidades pode ser explicada por uma conjuncao de alguns fatores, entre os
guais destacam-se: a exposicdo de populacdo humana susceptivel, a alta
densidade de vetores e hospedeiros (primatas ndo humanos), as condi¢cdes
climaticas favoraveis (aumento da temperatura e do periodo de chuva), a
emergéncia de uma nova linhagem viral e a circulacdo de primatas nao
humanos e individuos infectados.

Neste contexto, considerando-se 0 recente e recorrente aumento da
area de ocorréncia do virus da FA nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul do
Pais e diante da necessidade de conter a expansdo da transmissdo e se
antecipar ao periodo de transmissdao sazonal de 2009 e 2010, a area com
recomendacdo de vacinacdo na rotina foi ampliada (Figura 1), apdés os
resultados das ESPIN(s), com a inclusdo de mais 330 municipios (Brasil,

2009).



Bl Area com recomendagio de vacina para FA
1 Area sem recomendacio de vacina para FA

Figura 1. Mapa das Areas com e sem recomendac&o de vacinacéo para febre amarela
no Brasil.

Fonte: Brasil. Ministério da Salide, Secretaria de Vigilancia Epidemioldgica, 2009.

1.2. Imunizacado contra Febre Amarela

O método mais eficaz para se prevenir a febre amarela é a vacinacao
com a linhagem da cepa viral 17-D. A vacina € constituida de virus vivo
atenuado sendo considerada uma das vacinas mais bem-sucedidas
desenvolvidas até a presente data, capaz de conferir imunidade duradoura,
com uma Unica dose, em quase 100% dos individuos vacinados (Galler et al,
2001). Atualmente, duas cepas sdo usadas na producdo de vacinas: 17DD e

17D-204, ja tendo sido aplicadas mais de 500 milhdes de doses no mundo

inteiro (Gardner et al., 2010).



No Brasil, desde 1937 utiliza-se como vacina contra febre amarela a que
contém a cepa 17-DD, com virus atenuado, procedente da amostra africana
Asibi, desprovida de neuro e viscerotropismo e cultivada em ovos de galinha
embrionados, considerada bastante eficaz e relativamente segura. Seu efeito
protetor inicia-se no décimo dia pds-vacinal e permanece por no minimo dez
anos (Tauil, 2010).

O mecanismo por meio do qual a vacina induz a resposta imune
protetora permanece pouco compreendido. Uma baixa viremia (<200 pfu/ml) é
detectada em aproximadamente metade dos vacinados apds a vacinacéo e a
imunidade protetora ocorre em 10 dias em 95% dos vacinados.

A vacina 17-D induz uma resposta imune humoral rapida e especifica,
anticorpos IgM sédo detectados entre trés a sete dias ap0s a vacinacao,
alcancam um pico em duas semanas e declinam nos meses seguintes. A
resposta de anticorpos neutralizantes é rapida, detectada sete dias apos a
vacinagcao e pode persistir por pelo menos 45 anos. Até 0 momento todos o0s
estudos demonstram que 0s anticorpos neutralizantes estao correlacionados
com a protecdo em 98% dos vacinados, totalmente protegidos por pelo menos
10 anos. Um titulo baixo de neutralizacdo de 1:10 demonstrou ser protetor
(Barrett et al., 2009).

A vacina 17D é bem tolerada. Na pratica, apenas uma pequena
proporcao de individuos apresenta dor e inflamacdo no local da aplicacéo,
febre, cefaléia leve, mialgia e mal estar. Eventos adversos graves s&o
extremamente raros e pertencem a trés categorias: (1) reacdo de
hipersensibilidade, (2) encefalite causada pela neuroinvasdo do virus 17-D

(doenca neurotropica aguda), e (3) infeccdo pansistémica, incluindo hepatite,
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semelhante a causada pelo virus selvagem (doencga viscerotrépica aguda)
(Monath, 2002).

Os sinais e sintomas da doenca viscerotrépica aguda (DVA) associada a
vacina contra FA assemelham-se aqueles da infeccdo pelo virus da febre
amarela naturalmente adquirida. Aparecem entre dois a cinco dias apds a
vacinacgao, e sao caracterizados inicialmente por febre alta, mialgia, artralgia e
cefaléia. A condicdo clinica pode progredir rapidamente, com elevacdo das
enzimas hepéticas, hiperbilirrubinemia, linfopenia, trombocitopenia, hipotensao
e faléncia respiratoria.

Ja a doenca neurotropica aguda (DNA) associada a vacina contra FA é
identificada como: (i) casos com envolvimento do sistema nervoso central, (ii)
casos com envolvimento auto-imune do sistema nervoso central e (iii) casos
com envolvimento auto-imune do sistema nervoso periférico (Conference
Report, 2005).

Todavia, a vacina contra febre amarela vem sendo usada por muitos
anos e relatos de eventos adversos sao raros. A vigilancia durante e apos uma
grande campanha de vacinacao realizada na Costa do Marfim, na qual foram
aplicadas mais de 2.6 milhdes de doses, relatou apenas um caso de evento
adverso grave seguido de o6bito, e este estava relacionado a complicacdo de
doenca de base (diabetes mellitus), demonstrando assim a relativa seguranca
da vacina (Fitzner et al., 2004).

Os artigos de eventos adversos graves seguidos a vacinacao contra
febre amarela limitam-se a pequenos relatos de casos (Chan et al., 2001,
Kietchener 2004; Doblas et al, 2006; Engel et al 2006; McMahon et al., 2006;

Belsher et al, 2007; Guimard, 2009), e segundo Galler e colaboradores (2001)



0S eventos adversos que causam Obito sdo relacionados a caracteristicas
individuais e genéticas, ainda nao suficientemente identificadas, que
determinam o aumento da suscetibilidade do hospedeiro ao virus da febre
amarela.

No Brasil, entre 2008 e 2009, foram confirmados 56 casos de eventos
adversos graves, destes, 9 foram classificados como doenca viscerotrépica
aguda e evoluiram para o 6bito e 47 como doenca neurotrépica aguda, sem
registro de ébitos (Ministério da Saude, 2009).

De acordo com OMS (2011) a vacina contra febre amarela é realizada
com dois propadsitos: (1) prevenir a disseminacdo internacional da doenca
protegendo paises do risco de importar ou disseminar virus amarilico; e (2)
proteger individualmente as pessoas que poderdo vir a se expor a infeccéo
pela febre amarela. Nas Américas, ressalta-se o0 propdsito de evitar a
transmissdo urbana pelo Aedes aegypti. Deste modo, a vacinacdo é
recomendada para todos os individuos maiores de nove meses que residam ou
se dirijam para areas nas quais exista evidéncia da persisténcia ou transmissao
periddica do virus da febre amarela.

Contudo, segundo o Centro de Controle e Prevencao de Doencas — EUA
(CDC) existem algumas situacfdes nas quais a VFA é contra indicada, devendo
ser evitada quando o individuo tiver uma condicdo que aumente o risco de
eventos adversos graves. Ha outras condicbes nas quais se devem ter
precaucdo na administracdo da vacina. Uma avaliacdo detalhada € requerida
nessas situacdes que poderiam aumentar o risco de eventos adversos graves

ou poderiam comprometer a habilidade da vacina em produzir imunidade.



Geralmente, a vacinacao deve ser evitada quando uma contra-indicagéo estiver
presente.

Entre as condi¢cdes que contra indicam a aplicagéo da vacina destacam-
se criangcas com menos de nove meses de idade, devido ao risco aumentado
de ocorréncia de encefalite pds-vacinal, além de individuos com relato de
hipersensibilidade prévia a qualquer componente da vacina e imunossupressao
associada a condi¢des imunocomprometedoras. Dentre estas, destacam-se 0s
individuos com infec¢é@o pelo HIV sintomatica ou Sindrome da Imunodeficiéncia
Humana, neoplasias, desordens do timo, ou recebendo terapia
imonodepressora ou radioterapia.

Algumas situacfes requerem precaucdo para administracdo da vacina
contra febre amarela, como a aplicacdo em adultos maiores que 60 anos,
gestantes e nutrizes e pacientes infectados pelo HIV assintomaticos, com
funcdo imune adequada comprovada laboratorialmente. Esta precaucéo deve-
se as escassas informacdes sobre a seguranca da vacina nestas populacoes.

Teoricamente, pessoas com imunodeficiéncia pelo HIV/aids nao
deveriam ser vacinadas, pois a viremia prolongada poderia aumentar o risco de
neuroinvasao e encefalite, e a replicacado viral descontrolada poderia aumentar

o0 risco de leséo hepatica e de outros 6rgaos (Monath et al., 2002).

10



1.3. Imunizagéo e HIV/aids

A resposta satisfatéria a vacina depende de multiplos fatores,
principalmente a natureza da vacina e o estado imune do individuo que a
recebe (Kroger et al., 2006). A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e o estagio final da doenca, a Sindrome da Imunodeficiéncia Humana
(AIDS), representam um grande problema de saude publica enfrentado nos
tempos atuais (Mandell et al, 2005).

A imunodeficiéncia produzida pelo HIV ndo pode ser explicada somente
pela deplecéo de linfécitos T-CD4+ helper. As fungdes de células T, monaocitos
e células B apresentam-se gravemente diminuidas mesmo em individuos
assintomaticos, indicando que HIV afeta o sistema imune em estagios iniciais
da infeccdo (Miedema et al, 1988). As alteracbes funcionais nas células B
representam as primeiras anormalidades observadas nos leucdcitos,
precedendo os defeitos na atividade do linfocito T helper (Terpstra et al., 1989).

Assim, 0 que se percebe sao alteracbes funcionais e fenotipicas nos
linfocitos B. Em paralelo a ativacdo policlonal e a hipergamagobulinemia
encontradas, as células B dos pacientes demonstram incapacidade de
responderem a vacinacao (Milito et al., 2004). O gue se observa na infeccao
pelo HIV é a reducéo significativa das células B (CD27) de memdéria (Milito et
al., 2001), levando a prejuizo na producdo de anticorpos monoclonais

neutralizantes, incluindo anticorpos com acéo antiviral (Cagigi et al, 2008).
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Existem diversos relatos de uma pior resposta imune a vacinagdo em
individuos infectados pelo HIV (Montoya et al., 2007; Launay et al.,2008;
Kalinowska et al., 2007; King et al., 1996). Came e colaboradores (1987) em
um estudo realizado com 35 individuos infectados pelo HIV relataram uma
resposta a vacina contra hepatite B significativamente menor, quando
comparados aos individuos néo infectados. Portanto, a diminuicdo de

efetividade das vacinas nesta populacdo é um evento ja constatado na

literatura h& longa data.

Foi realizada uma metanalise para se verificar a taxa de resposta a
vacina contra hepatite A em pacientes infectados pelo HIV, realizada a partir de
oito estudos, totalizando 458 pacientes. Os resultados indicaram que a taxa
média de resposta entre a populacéo infectada pelo HIV foi de apenas 64%,
pela analise por intencdo de tratar, isto é, todos os individuos foram

considerados na analise (Shire et al, 2006).

Em outro estudo, a imunogenicidade da vacina pneumocécica
polissacaridica 23-valente foi avaliada em 57 ex-usuarios de droga venosa
infectados pelo HIV e 20 individuos nao infectados. O percentual de individuos
vacinados demonstrando soroconversdo ou um aumento de duas vezes nos
titulos de anticorpos antipneumocécicos foi maior na populacdo nao infectada
pelo HIV quando comparada a populacao infectada (Amendola et al., 2002).

Diversos fatores podem estar relacionados com a pior resposta a vacina
entre os individuos infectados pelo HIV. Entre os fatores ja reconhecidos
destacam-se o nivel de linfécitos T-CD4+ (Miiro et al.,, 2005; Kemper et al.,

2003. lorio et al.,1997) e a quantificacdo do nivel plasmatico de RNA do HIV
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(Abzug et al., 2006, Bongiovanni et al., 2008), ambos marcadores laboratoriais
gue predizem a progressao da doenca pelo HIV (Giorgi et al., 2002).

Estudos demonstram que em individuos infectados pelo HIV com
contagem de LT-CD4+ baixa ocorre uma pior resposta a vacinacdo (Benne et
al., 1998; Kronn et al., 2000; Fabbiani et al, 2011). Por outro lado, individuos
com contagem de LT-CD4+ mais elevada possuem taxa de soroconversao
poés-vacinal maior (Ungulkraiwit et al., 2007), chegando, em alguns casos, a se
assemelhar a populacédo néo infectada pelo HIV (Wallace et al., 2004).

Outro fator relevante na resposta vacinal € a quantificacédo plasmética de
HIV. Em individuos com alta viremia plasmatica, as células B sédo defeituosas
na sua resposta proliferativa a varios estimulos (Moir et al, 2001). Segundo
Jacobson e colaboradores (2002), mesmo com 0 uso da terapia antirretroviral
combinada (TARV), ainda podem permanecer altera¢des funcionais nas células
B.

Ja Guillou-Guillemette e colaboradores (2006) observaram um aumento
precoce na populacdo de células B, em individuos com estagios avancados da
infeccéo por HIV, apos o inicio da TARV. Isto poderia ser uma consequéncia da
melhora ocorrida no sistema imune, afetando particularmente as células B (CD
27), podendo levar a um aumento na producédo de anticorpos.

A vacina contra influenza demonstrou ser imunogénica na maioria das
criancas infectadas pelo HIV recebendo TARV (Tanzi et al., 2006). Em outro
estudo, individuos infectados pelo HIV em uso de TARV, com contagem
elevada de LT-CD4+ e carga viral indetectavel, a vacina contra influenza
(HIN1) induziu a uma alta propor¢cdo de soroprotecdo, semelhante a

encontrada no grupo controle (Soonawala et al., 2011).
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Lange e colaboradores (2002) descrevem que pacientes infectados pelo
HIV, apds a supressao da replicagdo viral com o uso da TARV, apresentam um
aumento substancial na contagem de LT-CD4+, e possuem uma menor
ativacao de linfécitos e uma funcdo imune semelhante a de pacientes nédo
tratados com contagem similar de LT-CD4+. Nota-se que pacientes nao
respondedores a vacinacdo podem reagir a uma vacina subsequente caso
apresentem elevagdo na contagem de linfécitos T-CD4+ apdés a instituicdo da
TARV (Laurence, 2005).

Contudo, ha relatos que mesmo apds a elevacdo da contagem de
linfocitos T-CD4+, observada com a TARV, uma grande proporcdo de
individuos infectados pelo HIV permanece incapaz de manter niveis de
anticorpos antivirais (Abs) apos a vacinacao (Cagigi et al., 2008). Isto pode ser
explicado pelo nadir de LT-CD4+ antes do inicio da TARV, preditor reconhecido
da resposta imune a vacinacdo (Subramaniam et al., 2003), mesmo em
individuos com contagem de LT-CD4+ normalizada e carga viral indetectavel
(Lange et al., 2003).

Neste contexto, existem algumas estratégias a serem consideradas
como forma de aumentar a resposta a vacinacdo nesta populacdo. Rey e
colaboradores (2000) demonstraram que ao dobrar o nimero de doses da
vacina contra hepatite B, a taxa de reposta Anti-HBs melhora, contudo
ressaltam a necessidade do monitoramento frequente deste anticorpo, em
funcdo de sua pequena durabilidade.

Além de uma possivel pior resposta a vacinacdo encontrada na
populacédo infectada pelo HIV, deve-se ressaltar o risco de eventos adversos

graves conseglentes a vacinacao. Principalmente quando se trata de vacinas
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com virus vivo existe o risco de disseminacdo da doenca apos a imunizagéo.
Em 1987, foi descrito um caso de um individuo infectado pelo HIV que apés a
vacinacao contra variola desenvolveu um quadro de disseminacdo da doenca,
assim como manifestacdes de AIDS (Redfield et al., 1987).

Entretanto, estudos posteriores sugerem que 0 uso de vacinas com
agentes vivos foi bem tolerado e nao houve relato de eventos adversos graves
na populacao infectada pelo HIV (Armenian et al., 2006; Levin et al., 2006). Em
geral, observa-se que a vacinacdo parece ser segura em individuos
assintoméaticos, sem imunodepressao grave (Weinberg et al., 2010).

Em um estudo realizado com pacientes infectados pelo HIV e um grupo
controle foram observados somente eventos adversos leves e nenhum evento
adverso grave, em ambas as populacdes, ap0s a vacinagcdo contra varicela
(Bekker et al., 2006). Todavia, tratava-se de uma amostra da populacdo
infectada pelo HIV com contagem elevada de LT-CD4+ e baixa carga viral
plasmatica.

Deste modo, deve-se adiar a administracdo de vacinas em pacientes
sintomaticos ou com imunodeficiéncia grave, com contagem de LT-CD4+
inferior a 200 células/mm® (Tabela 1), até que um grau satisfatorio de
reconstituicdo imune seja obtido com o uso de terapia antirretroviral. Isto
proporciona uma melhor resposta vacinal e a redu¢éo do risco de complicacdes

pos-vacinais (Brasil, 2008).
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Tabela 1: Parametros imunoldgicos para recomenda¢édo de imunizagdo com vacinas
de bactérias ou virus vivos em pacientes infectados pelo HIV com mais de 13 anos.

Contagem de LT-CD4+ Recomendacdo para uso de vacinas com agentes
(cel/mm?®) Vivo
>350 Indicar uso
200- 350 Avaliar parametros clinicos e risco epidemiolégico
<200 N&o vacinar

Fonte: Brasil. Fundacdo Nacional de Saude. Recomendacbes para vacinacdo em pessoas
infectadas pelo HIV. Brasilia: Ministério da Saude, 2002

Para pacientes com imunodeficiéncia, a administracdo de vacinas com
virus vivos atenuados deve ser condicionada a andlise individual de risco-
beneficio, e ndo deve ser realizada em casos de imunodepressao grave (MS,
Centro de Referéncia de Imunobiologicos Especiais, 2006).

Assim, percebe-se que pacientes infectados pelo HIV podem apresentar
uma resposta a vacinacao reduzida. Estes pacientes poderiam se beneficiar
com doses maiores e reforcos mais frequentes. Além disso, a menor taxa de
resposta e sua durabilidade podem exigir o uso mais freqiente de testes
sorologicos, quando comparados a populacdo em geral, como forma de
determinar o nivel de anticorpos apés a vacinacao e guiar a necessidade de

reforco (Geretti et al., 2008).
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1.4. Imunizagéo contra Febre Amarela em pacientes com HIV/aids

O Ministério da Saude do Brasil (Brasil, 2008) considera que a vacina
para febre amarela ndo tem eficacia e seguranca estabelecidas para pacientes
portadores do HIV. Deste modo, a vacina pode ser recomendada levando-se
em consideracdo a condicdo imunolégica do paciente e a situacdo
epidemioldgica local. Pacientes adultos infectados pelo HIV, com contagem de
LT-CD4+ maior ou igual a 350 células, que residam ou se dirijam para areas
consideradas de alto risco, tem indicacdo de receber a vacina para febre
amarela (Tabela 2).

As areas consideradas de alto risco para infeccao pelo virus amarilico
sdo as regides nas quais ja foram confirmados casos autéctones de febre
amarela silvestre. Contudo, esta definicdo é dinamica e depende nao apenas
da presenca de vetores, como também de reservatoérios silvestres do virus,

como primatas ndo humanos (Brasil, 2002).
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Tabela 2. Recomendacdes para vacinacao contra febre amarela em adultos e criancas
com 13 anos ou mais de idade infectados pelo HIV, de acordo com o nimero de

linfécitos T CD4+ e regides de risco.

Risco da Regido

Alto risco Médio risco Baixo risco
LT-CD4+
(cel/mm?®)
>350 Indicar vacinacéo Oferecer N&o vacinar
vacinacao
200- 350 Oferecer vacinagcdo Nao vacinar N&o vacinar
<200 N&o vacinar N&o vacinar N&o vacinar

*O meédico responsavel pela decisdo devera explicar ao paciente o risco/beneficio,

levando em conta a possibilidade de ndo-resposta a vacina.

Fonte: Brasil. Fundac@o Nacional de Saude. Recomendag¢des para vacinagdo em pessoas
infectadas pelo HIV. Brasilia: Ministério da Saude, Fundacdo Nacional de Saude, 2002.
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Segundo o CDC (2010), pacientes adultos infectados pelo HIV,
assintoméaticos, com imunossupressao moderada, contagem de LT-CD4+ entre
200-499 cel/mm?®, a administracdo da vacina contra febre amarela deve ser
feita com precaucdo. Deste modo, a vacina s6 deve ser administrada caso a
exposicao a area endémica seja inevitavel.

Ja de acordo com OMS (2011), devem-se evitar vacinas com virus vivos
em viajantes infectados pelo HIV. Contudo, a vacina contra febre amarela
estaria indicada caso o risco do viajante infectado pelo HIV fosse
significativamente alto e o0 mesmo possuisse contagem de linfocitos T-CD4+
superior a 200 cel/mm?.

Até o presente momento ndo houve grandes estudos prospectivos
randomizados que avaliassem a eficacia da vacina contra febre amarela em
pacientes infectados pelo HIV. Os estudos existentes resumem-se a descricdo
de relatos de casos ou estudos retrospectivos com pequenas seéries, alguns
destes ndo delineados para este fim.

Em relatos de casos de pacientes infectados pelo HIV, Receveur e
colaboradores (2000) demonstraram resultados favoraveis em termos de
eficacia a vacina para febre amarela. Entretanto, os pacientes investigados
apresentavam boa funcdo imune, avaliada pela contagem de LT-CD4+ e
auséncia de sinais de progresséo da doenca.

Em um estudo retrospectivo com pacientes infectados pelo HIV também
foi observada uma boa resposta imunoldgica a vacina contra febre amarela
(Tattevin et al.,, 2004). Neste estudo, todos o0s pacientes analisados
apresentaram anticorpos protetores ap0s a vacinacao contra a febre amarela.

Ressalta-se que alguns dos pacientes analisados jA haviam apresentado
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manifestacdo de AIDS, apesar de estarem com contagem de LT-CD4+
satisfatoria.

Ja Sibailly e colaboradores (1997) relataram uma baixa resposta a
vacina contra febre amarela em criangas infectadas pelo HIV, em um estudo
realizado na Costa do Marfim. Apenas uma pequena porcentagem das criancas
infectadas pelo HIV apresentou titulos de anticorpos protetores pos-vacinacao.
Contudo, os autores ressaltam que o estudo apresentava grandes limitacdes,
como por exemplo, ndo haver sido realizado especificamente para avaliacdo da
resposta vacinal contra febre amarela.

Em um estudo realizado no Distrito Federal e em Goias, Brasil, os
pacientes infectados pelo HIV tiveram uma pior resposta a vacinagao contra
febre amarela, quando comparados a individuos nao infectados. Apenas uma
pequena parcela do grupo infectado pelo HIV analisado apresentou resposta
imune protetora. (Polcheira et al., 2005). Observou-se que individuos que né&o
apresentavam resposta imune protetora, apos a melhora na contagem de LT-
CD4+, aumentaram o titulo de anticorpos neutralizantes para faixa protetora
(Tauil, 2009, comunicacéo pessoal)

Em um estudo retrospectivo com pacientes infectados pelo HIV foi
relatada uma alta taxa de soroconversao apds a vacinacdo em pacientes sem
imunidade prévia para febre amarela (Pistone et al., 2010). Entretanto, a
imunogenicidade a vacina apareceu lentamente.

Em uma coorte suica, pacientes infectados pelo HIV com alta contagem
de LT-CD4+ apresentaram uma menor resposta protetora quando comparados

a um grupo controle. Além disso, o estudo também demonstrou que pacientes
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gue inicialmente apresentavam anticorpos neutralizantes protetores, perderam
estes anticorpos pouco tempo depois da vacinacgao (Veit et al., 2009).

Em funcdo da vacinagao contra febre amarela em pacientes infectados
pelo HIV ser potencialmente menos efetiva que na populacdo nao infectada
pelo HIV, o CDC recomenda que seja feita a mensuracdo de anticorpos
neutralizantes para avaliagdo da resposta vacinal antes de exposi¢cdo a area
endémica.

Os dados sobre a seguranca da VFA em pacientes infectados pelo HIV
sdo escassos. Bhadelia e colaboradores (2007) advertem que pacientes com
doenca pelo HIV em estagios avancados estdo sob risco de complicacbes
potencialmente fatais relacionadas a vacinacao contra febre amarela, incluindo
doencas viscerotropicas e neurotropicas, e ndo deveriam receber a vacina.

Em um relato de caso, Kengsakul e colaboradores (1997) descreveram
um episodio de meningoencefalite fulminante e fatal apds a vacinacédo para
febre amarela em um individuo saudavel, sem relato de condicédo
imunossupressora prévia. Posteriormente, foi descoberto que se tratava de
uma pessoa infectada pelo HIV, assintomatica, porém com baixa contagem de
LT-CD4+ e carga viral elevada.

Contudo, em pacientes infectados pelo HIV com contagem de linfécitos
T-CD4+ superior a 200 cel/mm?®, estudos relatam boa tolerancia & vacina e
incidéncia de eventos adversos semelhantes aos encontrados na populacao
nao infectada pelo HIV (Receuver et al., 2000; Tattevin et al., 2004; Veit et al.,
2009).

Deste modo, a vacina permanece contra-indicada para pessoas com

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) ou outras manifestacées do
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HIV, incluindo pessoas com contagem de LT-CD4+ inferior a 200cel/mm?®

(Brasil2008, OMS 2011, CDC 2010). Adverte-se que pacientes em uso de
terapia antirretroviral que contenham inibidor de CCR5, apesar de ja haverem
restabelecido sua funcdo imune, podem estar sob risco aumentado de eventos

adversos graves (Pulendran et al., 2008; Conesa-Botella et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a resposta imune protetora a vacina contra febre amarela por
meio da dosagem de anticorpos neutralizantes contra a FA em pessoas
vivendo com HIV/aids (PVHA) acompanhadas no ambulatério de Doencas
Infecciosas e Parasitaria do Hospital Universitario de Brasilia no Distrito

Federal, no periodo de abril de 2009 a outubro de 2010.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1 Verificar a existéncia de associacdo entre 0s niveis protetores de
anticorpos neutralizantes contra a febre amarela e a contagem de LT-CD4+ em

PVHA.

2.2.2 Verificar a existéncia de associacdo entre 0s niveis protetores de
anticorpos neutralizantes contra a febre amarela e a carga viral plasmatica de

HIV em PVHA.

2.2.3 Verificar a existéncia de outros possiveis fatores preditivos da resposta

adequada a vacina da febre amarela em PVHA.
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3. METODOLOGIA

3.1. Delineamento do Estudo

Estudo observacional e transversal em PVHA vacinadas contra febre
amarela, sem relato de histdria prévia de infeccao natural pelo virus amarilico,
atendidas no ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Hospital

Universitario de Brasilia, realizado de abril de 2009 a outubro de 2010.

3.2. Local do Estudo

O estudo foi desenvolvido no Hospital Universitario de Brasilia (HUB),
hospital de exceléncia, acreditado para cuidados de meédia e alta
complexidade, de ensino e pesquisa, localizado em Brasilia, Distrito Federal,
Brasil. O hospital possui um servi¢o que realiza acompanhamento ambulatorial
e hospitalar de pacientes com doencas infecciosas e parasitarias. Constam no

servico 519 pacientes infectados pelo HIV em acompanhamento regular.

O estudo foi realizado em parceria com o Instituto Evandro Chagas
(IEC), centro de referéncia para doencas infecciosas tropicais, localizado em
Belém, Pard, Brasil. Na Secdo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas deste
Instituto foi realizada a dosagem da concentracdo sérica de anticorpos

neutralizantes contra febre amarela.
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A analise dos niveis de LTCD4+ e a quantificacdo viral plasmética do
HIV (RNA viral plasmético do HIV-1) foram realizadas no Laboratorio Central de
Saude Publica, da Secretaria de Saude do Governo do Distrito Federal
(LACEN-DF). O LACEN-DF € um érgéo vinculado a Subsecretaria de Vigilancia
a Saude e tem como objetivo realizar atividades de vigilancia sanitaria e
epidemiologica. Este laboratério realiza periodicamente exames de
guantificacdo de LT-CD4+ e carga viral plasmatica para todos os pacientes

infectados pelo HIV acompanhados no HUB.

3.3. Critérios de Inclusao

Foram incluidas na pesquisa pessoas vivendo com HIV/aids atendidas
no ambulatorio de Doencas Infecciosas e Parasitarias do HUB e que foram
vacinadas contra febre amarela ha mais de 30 dias e ha menos de 10 anos, em
uso ou nao de terapia antirretroviral combinada (TARV), sem relato de histéria
prévia de infeccdo natural pelo virus amarilico, e que assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1).

3.4. Critérios de Exclusao

Foram excluidos da pesquisa pacientes sem diagnostico de infecgéo
pelo HIV, gestantes, menores de 18 anos, ndo vacinados contra febre amarela
ou vacinados em um periodo inferior a 30 dias ou superior a 10 anos, com
relato prévio de infeccdo pelo virus amarilico ou que nédo concordaram em
participar da pesquisa.
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3.5. Amostra

Foram convidados a participar da pesquisa 300 pacientes. Destes, 178
ndo preenchiam os critérios de inclusdo. Dos 119 pacientes que preenchiam os
critérios de inclusdo, 107 aceitaram participar da pesquisa e assinaram o

TCLE, contudo apenas 58 pacientes coletaram os exames laboratoriais.

3.6. Variaveis do Estudo

O estudo analisou como variaveis consideradas independentes o
numero de linfécitos T-CD4+ e o nivel de carga viral para o HIV. Os dados da
variavel contagem de linfécitos T-CD4+ foram classificados nas seguintes
categorias: contagem de linfocitos T-CD4+ inferior a 200 células/mm?, igual ou
superior a 200 células/mm?® e inferior a 350 células/mm? e igual ou superior a
350 célulass/mm*® Os dados da variavel carga viral foram dicotomizados em
carga viral detectavel (maior ou igual a 50 cépias/ml) e carga viral indetectavel
(menor que 50 copias/ml).

A variavel considerada dependente da pesquisa foi o nivel de anticorpos
neutralizantes contra febre amarela, classificado como, nivel protetor (= 1:10) e
nivel ndo protetor (<1:10) (Niedrig et al., 1999 e Vasconcelos et al., 2001).

Para o estudo foram coletadas informacgdes referentes as caracteristicas
epidemiologicas dos pacientes (idade, género, naturalidade, categoria de

exposicado ao HIV- classificada como heterossexual, homossexual, usuéario de
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drogas injetaveis, transfusional, vertical e ignorada) e as caracteristicas clinico-
laboratoriais (categoria clinica de classificagdo de HIV segundo CDC,
coinfeccdo com Hepatite B e C, histéria prévia de infeccdo oportunista (10),
tempo de diagnéstico da infeccdo pelo HIV, uso de terapia antirretroviral
combinada (TARV), uso de TARV com inibidor de protease (IP), nadir de LT-
CD4+). As categorias clinicas de classificacdo sdo descritas como: (A)
assintoméatica, infeccdo primaria ou aguda pelo HIV ou linfadenopatia
persistente generalizada; (B) condicdes sintomaticas, ndo incluidas na
categoria A ou C e; (C) doencas definidoras de AIDS (CDC, 2008; Anexo 1).
Foram também coletadas informacdes referentes a vacinagdo contra febre
amarela (ano da ultima dose da vacina, uso de mais de uma dose da vacina,
referéncia a ocorréncia de eventos adversos). Os eventos adversos foram
classificados como graves e ndo graves. Classificaram-se como eventos

adversos graves aqueles que determinaram hospitalizacdo, disfuncéo

significativa, risco de morte ou oObito (Brasil, 2005).

3.7. Procedimentos do Estudo

3.7.1. Triagem dos Pacientes

A triagem de pacientes foi realizada no ambulatério de Doencas
Infecciosas e Parasitarias, no atendimento de pessoas que vivem com
HIV/aids. Apés a consulta com o médico assistente, o pesquisador responsavel
convidava o paciente a participar da pesquisa, caso este declarasse historia
prévia de vacinacdo contra febre amarela ou apresentasse documento
comprovando-a. Para ser incluido, ndo poderia haver relato de infeccéo

pregressa de febre amarela. Neste momento, por meio de entrevista
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estruturada, eram colhidas informac6es epidemioldgicas e clinico-laboratoriais
dos pacientes e registradas em questionario individual (Apéndice 2). As
informacdes eram complementadas pela revisdo de registros em prontuario

médico.

ApOGs o término da entrevista, era entregue ao paciente a solicitacdo do
exame para avaliagdo do nivel de anticorpos neutralizantes contra febre
amarela. A coleta do sangue para o procedimento da pesquisa era feita
concomitantemente a coleta de amostra para a contagem dos niveis de
linfécitos T-CD4+ e carga viral para o HIV, exames realizados de rotina no

seguimento de PVHA.

3.7.2. Coleta e Transporte de Exames Laboratoriais

Todo material para exames foi coletado dentro das dependéncias do
Centro de Pesquisa Clinica do HUB. Antes da coleta, todos os tubos que
armazenariam as amostras de sangue foram identificados, incluindo
informacBes como iniciais do nome e sobrenome do paciente, numero de
identificacdo, data e hora da coleta. A coleta foi realizada no periodo da manha
entre as 7 e 8 horas, apos um jejum de 8 horas, de segunda a quinta-feira.
Durante todo o procedimento de coleta, os funcionarios utilizaram
equipamentos de protecao individual.

Para a quantificacdo de LT-CD4+ foram coletadas amostras de 5 ml de
sangue total por venopuncao, utilizando tubos estéreis de coleta a vacuo

contendo anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamonotetracético) K2 ou K3. As
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amostras foram enviadas no mesmo dia para o Laboratério Central da
Secretaria de Saude do Governo do Distrito Federal (LACEN-DF) para serem
processadas em menos de 24 horas. O envio foi feito em caixas de transporte

de material bioldégico, em temperatura ambiente entre 20 e 25°C.

Para a quantificagdo do RNA viral do HIV-1 foram coletadas amostras de
5 ml de sangue total por venopuncao, utilizando tubos estéreis de coleta a
vacuo contendo anticoagulante EDTA (K3 0,15% sol. V/V final). ApGs a coleta,
0 material era submetido a um processo de centrifugacdo a 1000 Xg durante 15
minutos e o plasma armazenado em tubos estéreis, livres de RNAses e
DNAses. As amostras eram mantidas em temperatura entre 2-8° C, até o envio
para o LACEN-DF. O transporte era feito no mesmo dia em caixas térmicas de

transporte de material biolégico contendo barras de gelo seco.

Para a mensuracdo do nivel de anticorpos neutralizantes contra febre
amarela foram coletadas amostras de 5 ml de sangue total por venopuncao,
utilizando tubos estéreis de coleta a vacuo contendo anticoagulante EDTA.
Apés a coleta, o sangue era centrifugado e o soro armazenado em camara
refrigeradora, mantido a temperatura entre 0 e 5° C, no Nucleo de Medicina
Tropical, do HUB. Periodicamente enviou-se este material para o IEC, no Para.

O envio do material obedeceu as diretrizes expressas na Lei n° 10205,
de 21 de margo de 2001, que regulamenta o 8§ 4° do art. 199 da Constituicdo
Federal Brasileira, relativo a coleta, processamento, estocagem, distribuicéo e
aplicacdo do sangue, seus componentes e derivados e na Resolugcdo —
RDC/ANVISA n° 153, de 14 de junho de 2004, que determina o0s

procedimentos hemoterapicos, incluindo a coleta, o processamento, a
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testagem, o armazenamento, o transporte, o controle de qualidade e o uso

humano de sangue e seus componentes.

3.7.3. Processamento de Exames Laboratoriais

3.7.3.1. Quantificacdo de Linfocitos T-CD4+

A contagem de LT-CDA4+ foi realizada por meio da citometria de fluxo,
utilizando o equipamento FACSCalibur da Becton Dickinson (BD). A citometria
de fluxo € uma tecnologia que permite a contagem, a identificacdo e a
classificacdo de uma célula quanto ao tamanho, granulosidade e intensidade
de fluorescéncia. Para obter estas informacdes, o citdmetro de fluxo se utiliza

de trés sistemas: fluido, Optico, e eletrdnico.

O sistema de fluido € necessario para que ocorra o alinhamento das
células no momento em que serao interceptadas pela luz do laser. O sistema
optico contém a fonte de luz do laser, filtros e detectores que geram e captam a
luz proveniente das células. Com essas duas informacdes geradas pela
refracdo de luz podem-se determinar as diferentes populagbes sanguineas,
pois os linfocitos sdo células menores e menos granulosas, seguidas pelos

monacitos e enfim pelos granuldcitos que sdo as maiores e mais granulosas.

Além do tamanho e da granulosidade, o citbmetro de fluxo é capaz de

detectar diferentes cores de luz e é justamente desta maneira que a

identificacdo e a quantificacdo das populacdes de linfocitos T séo realizadas.

A identificacdo e quantificacdo das populacdes de linfocitos T acontecem

pela marcacdo de moléculas expressas na superficie (CD) por anticorpos
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monoclonais. Os anticorpos monoclonais sao especificos e reconhecem uma

Gnica molécula expressa na célula, desta maneira um anticorpo monoclonal

anti-CD4 s6 reconhecera a molécula CD4.

Procedimentos seguidos para preparo das amostras:

1.

Identificar os tubos BD Trucount com o namero de identificacdo da

amostra.

Pipetar 20 pl do reagente BD Multitest utilizando a pipeta P20 e uma
ponteira de 20-200 pl sem filtro. Dispensar o volume no fundo do

tubo.

Dispensar 50 pl de sangue total homogeneizado imediatamente

acima da grade de metal.

Tampar o tubo e colocar no vortex em baixa velocidade para

homogeneizar a amostra.
Incubar por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente (20-25°C).

Adicionar ao tubo 450 pl de solucdo de lise diluida 1:10 em agua

destilada.

Incubar por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente (20-25°C).
A amostra agora esta pronta para ser analisada no citbmetro de

fluxo. (Barros et col., 2008)
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3.7.3.2. Quantificacdo da Carga Viral Plasmatica de HIV

A quantificagcdo da carga viral do HIV foi realizada por meio da
metodologia branched-DNA (b-DNA), utilizando-se como produto Versant HIV-
1 RNA 3.0 Assay (Siemens). A tecnologia do branched DNA é um ensaio de
hibridizacdo em fase sdlida tipo sanduiche de &cidos nucléicos usando

moléculas de DNA ramificadas (bDNA).

A amostra é tratada com reagente de lise e o material nucléico do virus
liberado é entdo hibridado em solugdo usando dois conjuntos de sondas
oligonucleotideas. Uma das sondas serve como sonda de captura (localizada
na superficie dos pocos da placa) que hibrida especificamente com o RNA do
HIV e faz com que o RNA do HIV fique ligado a placa. A segunda sonda serve
para fixar o RNA do HIV a placa e também para hibridar com outro conjunto de
sondas: pré-amplificadora e amplificadora (bDNA), a essa ultima se atribui a

funcdo de aumentar o nivel de sinal da hibridacéo.

As moléculas de bDNA atuam como amplificadoras por se ligarem a uma
sonda marcada com fosfatase alcalina. Desta maneira, o sinal gerado pelo
complexo HIV RNA-sonda é amplificado para deteccdo e quantificacdo do RNA
viral. Finalmente, a adicdo de um substrato quimioluminescente reage com a
tltima sonda e o sinal é lido em um lumindmetro. A unidade relativa de luz

(RLU) gerada é proporcional a quantidade de RNA do HIV na amostra.

As coépias de RNA do HIV sado calculadas usando uma curva padréao

gerada por um conjunto de seis calibradores e trés controles HIV externos. A
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faixa de deteccéo de 50 a 500.000 copias/mL apresenta linearidade em todo o

intervalo. O bDNA é um ensaio overnight. (Souza et al., 2007)

3.7.3.3. Mensuragdo de anticorpos neutralizantes contra febre

amarela

Para avaliacdo do nivel de anticorpos protetores contra febre amarela foi
usado o teste de neutralizacdo em placas redutoras (PNRT), considerado o
exame mais sensivel para este fim. Apesar de a imunofluorescéncia indireta
apresentar uma especificidade maior, quando comparada ao PNRT, apresenta
uma sensibilidade extremamente baixa, tornando seu uso insatisfatorio.

(Niedrig et al., 1999).

As amostras sorologicas foram processadas usando a técnica descrita
pelo Protocolo da FIOCRUZ e Stefano e colaboradores (1999) com pequenas

modificacdes e executadas em microplacas de culturas de células VERO.

As etapas executadas foram:

- Em uma placa de 96 orificios foram colocados 80 puL de meio de cultura 199

de manutencéo na filaH1 a H 11 e 50 uL do mesmo meio no restante da placa.

- Cada placa de 96 orificios é suficiente para o teste de 10 soros, um soro

controle e um controle de virus.

- Colocados 20 pL de soro teste em cada um dos orificios contendo 80 pL de

meio diluente, obtendo-se uma diluicdo do soro de 1:5.

- Colocados 20 uL de soro controle no orificio H 11.
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- Reservada a coluna 12 para o controle de virus.

- Com uma pipeta multicanal proceder a diluicdo dos soros, transferindo 50 pL
dos soros 1:5 (H 1-H 11) dos orificios da linha H para os orificios da linha G,
em seguida transferir 50 pL dos orificios da linha G para a F e assim por diante
até a linha A, descartando 50 pL da ultima diluicdo. A coluna do controle de

virus nédo é diluida.

- Diluido o virus da Febre Amarela a uma concentracao tal que se obtenha 20
placas de lise ap6s incubacao por 7 dias a 37 °C em estufa de CO, (passo a

parte)

- Acrescentados 50 plL do virus diluido em todos os orificios da placa para que

ocorra a neutralizacgéo viral.

- Incubada a placa por 1 hora a temperatura ambiente para que ocorra a

neutralizacao viral (fluxo escuro).

- Apos este tempo foram acrescentados 50 puL de uma suspensao de células

VERO a uma concentracéo de 1,6 x 10° células/mL em toda a placa.
- Incubardos a 37 °C por 3 horas até que as células estejam aderidas a placa

- Descartado o meio de cultura da placa por inversdo vigorosa em um

recipiente e em seguida batendo em papel toalha.

- Com o fluxo desligado adicionados 100 uL de meio de cultura contendo 3 %
de carboximetilcelulose (CMC) com ponteiras de ponta cortada pois o0 CMC é

muito viscoso.

- Incubada a placa por 7 dias a 37 °C em estufa com 5 % de CO,,
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-ApoOs 7 dias fixadas as células da placa adicionando 150 uL de formaldeido a

10 % durante 1 hora (temperatura ambiente).

- Lavadas extensivamente com &gua da torneira para retirar o CMC, em
seguida deixar a placa cheia com agua da torneira repousando por mais 1

hora.

- Coradas por 2-3 horas com cristal violeta a 0,04 %, adicionando 150 pL do

corante em cada orificio.

- Lavadas em &gua corrente e secar na estufa ou a temperatura ambiente.

Célculo:

Calculada a média aritimética de todas as placas de lise obtidas no
controle de virus, calcular o end-point relativo a 50% do namero de placas de
lise do controle de virus, ou seja, dividir o valor da média aritimética do controle
de virus por 2 para se encontrar o ponto final do teste, considerando como

sendo 50 %.

Foi feita a contagem de todas as placas de lise obtidas nos soros.

Com os valores obtidos nos soros,foi feitauma regressao linear, usando
o0 par n° de placas de lise/diluicdo imediatamente superior e imediatamente
inferior ao end-point e achar a diluicdo correspondente ao “end point” do teste.
Este serd o valor do nivel de anticorpos presentes no soro, que podera ser
expresso como a reciproca da diluicdo ou caso exista um soro padrdo corrigido

por referéncia internacional, pode ser expresso por Unidades Internacionais

(ul).
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Todas as amostras de soros foram confrontadas com o virus da febre
amarela (YFV), sendo utilizado como controle positivo o Fluido Ascitico

Hiperimune (FAI) (IEC/SVS/MS, Brasil)

3.8. Analise Estatistica

A partir dos dados clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais dos pacientes
incluidos neste estudo, elaborou-se um banco de dados nos programas
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versédo 13.0 e no R verséo
2.13.0. Para avaliar a relagéo entre variaveis qualitativas foi utilizado o teste
Exato de Fisher e para comparar grupos com respeito a uma variavel
guantitativa foram utilizados os testes T-Student para amostras independentes
(Paramétrico) e Mann-Whitney (N&o paramétrico). Também foi utilizado o teste
de Spearman para avaliar a correlacéo entre variaveis quantitativas. Adotou-se

para todos os testes um nivel de significancia de p= 0,05.

3.9. Consideracdes Eticas

O estudo seguiu rigorosamente as normas estabelecidas pela
Resolucdo do Conselho Nacional de Satide n® 196/96 que dispde sobre normas
de pesquisa envolvendo seres humanos. O projeto de pesquisa foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade de Brasilia, CEP-FM
067/2008 (Anexo 2). No momento da inclusdo do voluntario no projeto, foi

assinado o TCLE e o paciente codificado por um nimero, de tal modo que sua
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identidade somente fosse conhecida pelos pesquisadores. Os dados clinicos,
laboratoriais e epidemiologicos foram tratados com a mesma confidencialidade

prevista nas relacdes éticas da préatica médica.
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4. RESULTADOS

Foram convidados a participar da pesquisa 300 pacientes infectados
pelo HIV do ambulatério de Doencas Infecciosas e Parasitarias do HUB. Dos
119 pacientes que preenchiam os critérios de inclusdo, 107 aceitaram participar
da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).
Destes, apenas 58 pacientes compareceram ao Centro de Pesquisas Clinicas

para coleta dos exames laboratoriais (Figura 2).

300 pacientes infectados pelo HIV convidados para pesquisa

1 gestante
177 nao vacinados contra FA _|_> 12 ndo aceitaram participar
3 vacinados contra FAhd mais
de 10 anos v
v 107 pacientes incluidos
181 pacientes excluidos l

58 coletaram exames laboratoriais

Figura 2. Diagrama de inclusdo de pacientes na pesquisa clinica.
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Entre os 58 pacientes participantes da pesquisa, a idade média foi 41
anos, a maioria do sexo masculino (55%), a dislipdemia foi a principal
comorbidade encontrada, presente em 19 individuos, seguida pela hipertensao
em 8 pacientes. Foram também encontrados 9 casos de coinfeccdo com

hepatite B e 3 casos com Hepatite C.

A categoria de exposicdo ao HIV predominante foi relagéo
heterossexual, representando 65% dos casos, seguida pela relacdo
homossexual (homens que fazem sexo com homens) em 12% dos casos,
ressalta-se que nao foi descrito nenhum caso de exposicédo por uso de drogas
venosas. A média, em anos, de infeccdo diagnosticada pelo HIV foi 8 e a
maioria dos pacientes (78%) no momento da inclusdo da pesquisa
apresentava-se na categoria clinica A de classificagdo do CDC e 93% dos

participantes estavam em uso de TARV.

Apresentavam relato de infeccdo oportunista (I0) no passado 28
pacientes, sendo a pneumocistose a principal (17%), seguida pela candidiase e
infeccdo pelo virus Herpes Zoster, ambas representando 12% dos relatos. A
média do nadir de LT-CD4+ foi 214 cel/mm® com desvio padrdo de 167

cel/mm?®.

A média, em anos, da ultima dose recebida para a vacina contra febre
amarela foi 2 e a mediana 1 ano, com amplitude variando entre 0 e 10 anos.
Relataram ter recebido mais de uma dose da vacina 45% dos pacientes
investigados. Apenas 3% dos pacientes descreveram a ocorréncia de eventos
adversos relacionados a administragcdo da vacina, em nenhum dos casos

tratou-se de evento grave (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas de base dos pacientes infectados pelo HIV
previamente imunizados pela vacina contra febre amarela incluidos na pesquisa

Caracteristicas Pacientes (61)
Idade — anos
Média e Dp 41+9
Mediana 40
Intervalo 24-59
Sexo —n (%)
Masculino 32 (55%)
Feminino 26 (45%)
Comorbidades - n (%)
HAS 8 (14%)
Dislipdemia 19 (33%)
Diabetes Mellitus 3 (5%)
Obesidade 2 (3%)
Outras 21 (36%)
Coinfec¢cdo com Hepatites - n (%)
Hepatite B 9 (15%)
Hepatite C 3 (5%)
Categoria de exposicaon ao HIV
n (%)
Relacdo heterossexual 38 (65%)
Relacdo homossexual 7 (12%)
Outras 13 (23%)
Tempo de diagnhdstico do HIV - anos
Média e Dp 85
Intervalo 1-22
Categoria clinica (CDC)- n (%)
A 45 (78%)
B 10 (17%)
C 3 (5%)
Uso de TARV - n (%)
Esquemas sem IP/r 35 (60%)
Esquemas com IP/r 19 (33%)
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IO prévia -n (%)

Passado de IO 28 (48%)
Nadir de CD4 - cel/mm?

Média e Dp 214 + 167

Mediana 177

Intervalo 1-790

Data da vacina para Febre Amarela - anos

Média e Dp 2+3
Mediana 1
Intervalo 0-10

Reforco para vacina da Febre Amarela (VFA) - n (%)

Mais de 1 dose 26 (45%)
Presenca de eventos adversos a VFA - n (%)

Eventos Leves 2 (3%)

Eventos Graves 0 (0%)

Foram colhidas 75 amostras clinicas para avaliacdo concomitante da
contagem de LT-CD4+, carga viral plasmatica do HIV e anticorpos
neutralizantes contra febre amarela. Destas 58 correspondiam a primeira

amostra, 16 amostras a segunda e 1 amostra a terceira.

Os resultados observados nas 58 primeiras amostras coletadas
demonstraram média da contagem de LT-CD4+ de 472 cel/mm® e a de carga
viral 5.490 cop/ml. Em relacdo a resposta a vacina contra febre amarela,
avaliada pelo PNRT, foram encontradas 53 amostras com nivel protetor (=1:10)
e 5 com nivel ndo protetor (<1:10) de anticorpos neutralizantes, média da taxa
de diluicdo do soro foi 1:121, e a média do indice logaritmico de neutralizacéo

(ILN) foi 1,9.
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Entre as 16 segundas amostras coletadas a média de LT-CD4+ foi 510
cel/mm?®, enquanto a de carga viral 4.867 cop/ml. J& em relacdo & resposta a
vacina foram encontradas 14 amostras (87,5%) com nivel protetor e 2 com
nivel ndo protetor de anticorpos neutralizantes. A média da taxa de diluicdo do

soro observada foi 1:219, e a média do ILN foi 2,0.

Houve apenas 1 terceira amostra, na qual contagem de LT-CD4+ foi 257
cel/mm?®, de carga viral 105.856 cop/ml. Foi observado nivel protetor em

relacdo a resposta vacinal, com taxa de diluicdo do soro de 1:23, e ILN 1,3.

Compararam-se 0s resultados entre a primeira e segunda coleta, destes
mesmos 16 individuos, das variaveis nivel de carga viral, contagem de LT-
CD4+, e resposta a vacina contra febre amarela categorizadas em: indetectavel
(< 50cop/mm?®) e detectavel (= 50cop/mm?); contagem de linfécitos T-CD4+
inferior a 200 células/mm?, de 200 células/mm?® a 349 células/mm? e igual ou
superior a 350 células/mm?, nivel protetor (=1:10) e ndo protetor (<1:10) de

anticorpos neutralizantes, respectivamente.

Observou-se pouca alteracdo em relacdo a mudanca de categoria de
contagem de LT-CD4+, contudo em relacdo a carga viral nota-se que de nove
pacientes que possuiam carga viral indetectavel, dois passaram a apresentar
viremia. Ja de sete pacientes que apresentavam carga viral detectavel, trés se

tornaram indetectaveis (Tabela 4 e 5).
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Tabela 4. Comparagdo entre as variaveis categorizadas LT-CD4+ na primeira e

segunda coleta de 16 pacientes infectados pelo HIV.

LT-CD4+ 2%coleta

LT-CD4+ 12 coleta Total
CD4 <200 CD4 200-349 CD4 =350

<200 2 0 0 2

201 e 349 0 3 0 3

=350 0 1 10 11

Total 2 4 10 16

Tabela 5. Comparacgédo entre as variaveis categorizadas de Carga viral na primeira e

segunda coleta de 16 pacientes infectados pelo HIV.

Carga Viral 2% coleta

Carga Viral 1*Coleta Total
<50 250
<50 7 2 9
=50 3 4 7
Total 10 6 16

Ao avaliar o nivel de resposta a vacina contra febre amarela percebeu-
se que um paciente que inicialmente teve como resultado niveis protetores de
anticorpos neutralizantes perdeu esta resposta em um curto periodo de tempo.
Os demais mantiveram a mesma resposta imune a vacina nas coletas

subsequentes (Tabela 6).
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Tabela 6. Comparacéo entre o resultado da vacina contra febre amarela na primeira e

segunda coleta de 16 pacientes infectados pelo HIV.

Resultado da vacina

2%coleta
Resulta.ldo da protetor nao
Vacina
protetor

12 coleta Total
Nivel protetor 14 1 15
Nivel ndo protetor 0 1 1
Total 14 2 16

Ao analisar este paciente que modificou sua resposta, observou-se que
se tratava de um caso de transmissdo vertical do HIV, nadir de LT-CD4+
extremamente baixo (12 cel/mm®). Além disso, foi registrada uma queda no
nivel de LT-CD4+ e aumento de carga viral concomitante a perda de resposta a

vacina, que havia sido administrada apenas 2 anos antes.

Devido a grande perda de seguimento ocorrida durante a investigacao,
utilizou-se somente a primeira amostra colhida por cada paciente para analisar
a associacdo entre resposta a vacina contra febre amarela e a contagem de
LT-CD4+, carga viral do HIV e outros possiveis fatores preditivos da resposta.
Considerando-se entdo as 58 primeiras amostras das quais 53 apresentavam
niveis protetores de anticorpos neutralizantes, foi realizada uma comparacao

das médias de LT-CD4+ entre o grupo que apresentou niveis protetores (=1:10)
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e 0 grupo com niveis nado protetores (<1:10) de anticorpos neutralizantes
contra febre amarela. Observou-se que os dois grupos tém médias similares e

distribuicdo semelhantes (Tabela 7).

Tabela 7. Comparacao entre as médias de LT-CD4+ nos grupos com niveis protetores

e ndo protetores de anticorpos neutralizantes contra febre amarela.

Resultado da vacina

LT-CD4+ Nivel protetor Nivel nao protetor
Média 473* 460*
Mediana 446** 520**
Desvio padréo 221 273
Percentil 25 340 204
Percentil 75 596 576

Valor-p do Teste T para amostras independentes = 0,90
Valor-p do Teste Nao paramétrico de Mann-Whitney= 0, 99**

Ao analisar a relacdo entre a contagem de LT-CD4+ categorizada (<200,
200-349, = 350 celss/mm®) e a resposta & vacina contra febre amarela,
considerada como nivel protetor (=1:10) e nivel nao protetor (<1:10) de
anticorpos neutralizantes, nota-se que o0s dois grupos comparados tém
percentuais muito semelhantes para os niveis de LT-CD4+. Deste modo, néo
se observa associacdo estatisticamente significativa entre as variaveis, teste de

Fisher p >0,05 (Tabela 8).
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Tabela 8. Comparacdo entre a contagem de LT-CD4+ categorizada nos
grupos com niveis protetores e ndo protetores de anticorpos neutralizantes contra

febre amarela.

Resultado da vacina

LT-CD4+ Nivel protetor Nivel ndo protetor Total
<200 3 1 4

6% 20% 7%

201 a 349 11 1 12
21% 20% 21%

2350 39 3 42
73% 60% 72%

Total 53 5 58
100% 100% 100%

Valor-p do teste Exato de Fisher = 0,36

Foi realizada a comparacdo entre a média da carga viral plasmatica,
expressa em log, nos grupos com nivel protetor e ndo protetor de anticorpos

neutralizantes contra febre amarela (Tabela 9).
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Tabela 9. Comparacéo entre as médias da carga viral (log) de HIV nos grupos

com niveis protetores e ndo protetores de anticorpos neutralizantes contra febre

amarela.
Resultado da vacina
Carga viral (log) Nivel protetor Nivel ndo protetor
Média 1,1* 2,4%
Desvio padréo 1,7 1,7
Percentil 25 0 2,1
Percentil 75 2,0 2,7

Valor-p do Teste T para amostras independentes (Variancias iguais)= 0,17
Valor-p do Teste Nao paramétrico de Mann-Whitney= 0,05

Observou-se que 0 grupo que respondeu a vacina possuia média de
carga viral inferior ao grupo que nao respondeu. Uma vez que o teste de Mann-
Whitney aponta um valor marginalmente significativo (p=0,05), pode existir
associacgao entre as variaveis. Contudo, para uma avaliagdo mais segura seria

recomendavel o aumento do tamanho amostral.

Ao investigar a relacdo entre a carga viral de HIV, categorizada em
indetectavel (<50 cop/ml) e detectavel (= 50 cépias/ml), e resposta a vacina
contra febre amarela, considerada como nivel protetor (=21:10) e ndo protetor
(<1:10), observou-se que O grupo que respondeu a vacina possuia uma

proporcao de individuos maior com carga viral indetectavel. Novamente, o teste

de Fisher apresenta valor marginalmente significativo (p=0,06), indicando a
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possibilidade de associacdo entre as varidveis. Todavia, seria preciso uma

amostra maior para confirmar esta relacéo (Tabela 10).

Tabela 10. Comparacéo entre a contagem de carga viral categorizada e 0s grupos

com niveis protetores e ndo protetores de anticorpos neutralizantes contra febre

amarela.
Resultado da vacina
Carga viral Nivel protetor Nivel ndo protetor Total
<50 35 1 36
66% 20% 62,1%
250 18 4 22
34% 80% 37,9%
Total 53 5 58
100% 100% 100%

Valor-p do teste Exato de Fisher= 0,06

Para analisar a correlacdo entre a resposta a vacina contra febre

amarela, dada pelo indice logaritimico de neutralizacdo (ILN), e a contagem de

LT-CD4+, como variavel continua, foi construido um grafico de disperséao.

Percebeu-se uma tendéncia ao aumento do ILN a medida em que se aumentou

a contagem de linfécitos T-CD4+ (Figura 3). Esta correlacéo é fraca, coeficiente

de Spearman de 0,27, contudo significativa ( p = 0,03).
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Figura 3. Correlacdo entre a magnitude da resposta a vacina contra
febre amarela e a contagem de LT-CD4+ de pacientes infectados pelo HIV,

representada em gréafico de dispers&o. ILN- indice logaritmico de neutralizacéo.

Para analisar a correlacdo entre a contagem da carga viral de HIV,
expressa em log, e a reposta a vacina contra febre amarela, dada pelo indice
logaritimico de neutralizacdo (ILN) foi construido um gréfico de disperséo

(Figura 4) e calculado o coeficiente de correlacdo de Spearman. Deste modo,
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observou-se que quando a carga viral aumentava, o ILN diminuia,
demonstrando uma correlacdo negativa moderada e estatisticamente

significativa (r:-0,41, p-valor: <0,01).
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Figura 4. Correlacdo entre a magnitude da resposta a vacina contra febre
amarela e a carga viral (log) de pacientes infectados pelo HIV , representada

através do grafico de dispersdo. ILN- indice logaritmico de neutralizaco

Diversos fatores foram avaliados quanto a sua relacdo com a resposta
imune protetora (niveis de anticorpos neutralizantes 21:10) e nao protetora
(niveis de anticorpos neutralizantes < 1:10) contra febre amarela. Observou-se
uma tendéncia no grupo com niveis protetores de apresentarem-se mais na

categoria clinica A de classificacdo do CDC, possuirem menos infeccéo
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oportunista (I10) no passado e terem uma menor de tempo transcorrido desde a
tltima dose da vacina, contudo isto ndo foi estatisticamente significativo

(Tabela 11).

Tabela 11. Fatores potencialmente associados com a resposta a vacina contra

febre amarela em pacientes infectados pelo HIV.

Nivel protetor Nivel ndo protetor p valor

n=53 n=>5
Idade - anos
Média e DP 41+ 9 35+ 10 0,18"
017"
Sexo masculino - n (%) 30 (57%) 2 (40%) 047
CDC - n (%) 0,3 ***

A 42 (80%) 3 (60%)

BeC 11 (20%) 2 (40%)
Comorbidade - n (%) 30 (57%) 3 (60%) 0,63***
Coinfec¢cdo com HV —n (%) 11 (21%) 1 (20%) 0,72%**
Uso de TARV - n (%) 49 (92%) 5 (100%) 0,62%*+
Passado de 10 - n (%) 25 (47%) 3 (60%) 0,46***
nadir de CD4+ - cel/mm?

Média e DP 209 + 164 264 + 214 0,48*

0,48**

Intervalo desde ultima dose - anos
Media e DP 22 56 0,17 *
0,57 **

"Teste T- Student para amostras independentes
** Teste Nao paramétrico de Mann-Whitney=0,174
*** Teste de Fisher
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5. Discussao

As diretrizes nacionais recomendam a vacina contra febre amarela para
pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) que residam ou se dirijam para areas
de alto risco, respeitando-se a condi¢do imunoldgica do individuo (MS, 2008). A
regido centro-oeste do pais é classificada como area com indicacdo para
imunizacao contra febre amarela (Brasil, 2009).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se pessoas vivendo com
HIV/aids (PVHA) residentes em Brasilia, previamente imunizadas contra febre
amarela, apresentavam nivel satisfatorio de protecdo contra a doenca. A
resposta imune protetora foi avaliada pela mensuracdo de anticorpos
neutralizantes, realizada pelo teste de neutralizacdo em placas redutoras
(PNRT), considerado o exame mais sensivel para este fim. (Niedrig et al.,
1999).

Foram analisados 58 individuos infectados pelo HIV, com idade média
de 41 anos, a maioria pertencente a categoria clinica A de classificacdo do
CDC e em uso de TARV, com tempo médio de infec¢do pelo HIV de 8 anos.
Quase metade dos participantes ja havia recebido mais de uma dose da vacina

e, em média, a ultima dose havia sido administrada dois anos antes.

Foi constatado que 53 pacientes (91%) apresentavam niveis protetores
de anticorpos neutralizantes na ocasido da primeira coleta. Esta resposta é
inferior a encontrada na populacdo em geral, na qual se observa quase 100%
de imunidade nos individuos vacinados, ap6s uma unica dose (Galler et al.,

2001).
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Em individuos infectados pelo HIV, uma resposta imune protetora inferior
apos o uso de vacinas com virus vivo ja foi descrito anteriormente. Aurpibul e
colaboradores (2006) observaram que em criangcas infectadas pelo HIV,
mesmo apds a reconstituicdo imune com o uso da TARV, a prevaléncia de
anticorpos contra o sarampo, em uma populacdo previamente imunizada, foi de
apenas 42%. Deste modo, quase metade da populagcdo permanecia

susceptivel a doenca, apesar de vacinada.

A reposta a vacina contra febre amarela € pouco descrita na populacéo
infectada pelo HIV. Receveur e colaboradores (2000) em 2 relatos de casos
observaram titulos protetores de anticorpos neutralizantes ap0s a vacinacao,
contudo ambos pacientes apresentavam LT-CD4+ maior que 500 cel/mm? e
auséncia de sinais de progresséao da doenca. Uma reposta imune satisfatoria
também foi encontrada por Tattevin e colaboradores (2004) ao analisarem 12
pacientes infectados pelo HIV, cujos titulos médios de anticorpos neutralizantes
foi 1:40, todavia a média de LT-CD4+ também era elevada, superior a 500

cel/mm?®.

JA em um estudo realizado na Costa do Marfim, apenas 17% das
criancas infectadas pelo HIV apresentaram titulos de anticorpos protetores
apos a vacinacao para febre amarela, comparando-se a 74% do grupo controle
(57 criancas nao infectadas pelo HIV). Todavia, como ndo foi realizada a
mensuracao de LT-CD4+ das criancas estudadas, nao foi possivel relacionar a
reposta a vacina ao grau de imunossupressao associado ao HIV (Sibally et al.
1997).

Neste estudo, a ocorréncia de eventos adversos foi baixa, tendo sido

relatada apenas por 2 (3%) pacientes, semelhante a descrita na populagdo néo
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infectada pelo HIV (Monath, 2002), na qual a vacina é normalmente bem
tolerada. Em todos os casos 0s eventos adversos foram leves e autolimitados,
tais como febre, mialgia e mal estar, o que esta de acordo com o observado

nos trabalhos mais recentes nestes individuos (Veit et al., 2009).

A vacina permanece contra-indicada para pacientes com LT-CD4+
inferior a 200cel/mm?® (MS, 2008), eliminando-se em grande parte o temor de
eventos adversos graves nesta populacdo, como o descrito por Kengsakul e
colaboradores (1997) que relataram a morte de um individuo de 53 anos,
previamente higido, que se descobriu depois tratar-se de um paciente infectado

pelo HIV, com contagem de LT-CD4+ baixa (108 cel/mm®)

Contudo, deve-se atentar para o fato de que em situa¢gdes de vacinacao
em massa, como estratégias de vacinacéo de bloqueio, muitas vezes torna-se
dificil identificar e respeitar as contra-indica¢cdes a vacina (Tauil, 2010). Isto
ocorreu em Goias e Distrito Federal durante o surto de 2000, no qual 12
pacientes infectados pelo HIV foram vacinados inadvertidamente (Polcheira et

al., 2005).

A maioria dos participantes do presente estudo foi vacinada durante o
surto ocorrido em 2008 no Distrito Federal, em alguns casos nao se
considerando a condicdo imunoldgica do paciente. Como o presente estudo foi
de natureza transversal, a contagem de LT-CD4+ no momento da vacinagao
nao foi analisada. Investigou-se entéo, a associacdo entre a resposta a vacina
contra febre amarela e o nivel de LT-CD4+, ambos avaliados em um mesmo

momento.
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Ao analisar a relacdo entre a contagem de LT-CD4+ categorizada (<200,
200-349, = 350 cel/mm?®) e a resposta a vacina contra febre amarela, néo foi
observada associacé@o entre as variaveis, teste de Fisher p >0,05. Todavia, foi
possivel observar uma correlacdo positiva fraca entre a contagem de LT-CD4+,
expressa como variavel continua, e a resposta a vacina, coeficiente de
Spearman 0,27 (p = 0,03). Veit e colaboradores (2009) também observaram
uma melhor reposta a vacina naqueles que apresentavam contagem de LT-
CD4+ mais elevada, quando avaliaram concomitantemente titulos de

anticorpos neutralizantes e LT-CD4+.

Saksawad e colaboradores (2011) também encontram uma correlagcéao
significativa entre a contagem de LT-CD4+ e a resposta imune a vacinacgao.
Apoés a vacinacao contra Influenza A (H1N1), Fabbiani e colaboradores (2011)
descreveram uma soroconversao de 100% naqueles individuos com contagem
de LT-CD4+ superior a 300 cel/mm?. Ja Kroon e colaboradores (2000) ao
analisarem a resposta a vacina contra influenza em individuos infectados pelo
HIV com contagem de LT-CD4+ inferior a 100 cel/mm? relataram uma resposta

imune muito prejudicada.

Esta relacdo néo foi observada por Polcheira e colaboradores (2005) ao
analisarem 12 pacientes infectados pelo HIV no Distrito Federal. Os mesmos
relataram que dos 8 pacientes com contagem de LT-CD4+ superior a 200
cel/mm? apenas 2 obtiveram resposta imune protetora contra febre amarela,
concluindo desta forma que mesmo em pacientes com contagem de LT-CD4+
elevada, a resposta a vacina pode ndo estar presente.

Ao analisar a associacdo entre carga viral e resposta a vacina contra

febre amarela no presente estudo, observou-se que o grupo que apresentou
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niveis protetores de anticorpos neutralizantes possuia uma média menor de
carga viral (p=0,05), e uma propor¢cdo maior de individuos com carga viral
indetectavel (p=0,06) comparando-se ao grupo ndo respondedor. Notou-se
também que quanto menor a carga viral dos individuos, melhor a resposta a
vacina (r:-0,4; p<0,01). O mesmo foi relatado por Veit e colaboradores (2009)

ao analisarem simultaneamente carga viral e nivel de anticorpos neutralizantes.

Estes achados sdo consistentes com o estudo de Moir e colaboradores
(2001) que demonstrou que em pacientes infectados pelo HIV, defeitos na
resposta proliferativa a estimulos nas células B in vitro sédo diretamente
relacionados ao nivel de replicacdo viral in vivo. Com isso, observaram que as
células B de pacientes com alta viremia plasmatica apresentavam importante
comprometimento funcional quando comparadas as células B destes mesmos
pacientes em momentos de baixa viremia plasmatica.

Malaspina e colaboradores (2003) também sugeriram que as alteracdes
observadas nas células B de pacientes infectados pelo HIV estdo relacionadas
a replicacao viral. Ao investigarem a resposta a vacina contra hepatite B em
individuos infectados pelo HIV, Bailey e colaboradores (2008) demonstraram
inclusive que a viremia plasmatica seria um melhor preditor da resposta vacinal

guando comparada a contagem de LT-CD4+.

Lange e colaboradores (2002) também observaram que altos niveis de
replicacdo viral prejudicam diretamente a resposta proliferativa a antigenos,
contudo ressaltam que 0 mecanismo pelo qual a viremia diminui esta resposta
ainda ndo é claro. Estes pesquisadores acreditam que este fato pode estar
relacionado ao acumulo de células reativas aos linfécitos T-CD4+ nos sitios de

replicacdo viral localizados no tecido linféide.
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Desde a introducao da terapia antirretroviral combinada (TARV), capaz
de suprimir eficazmente a replicagdo viral, ficou evidente que varias das
anormalidades associadas a replicacdo viral, tais como a ativacdo celular,
poderiam ser revertidas pela TARV, todavia algumas anormalidades,
particularmente em células de memodria, persistiam apesar de muitos anos de
terapia antirretroviral eficaz (Moir et al., 2009)

No presente estudo, o uso de TARV néo foi associado a uma melhor
resposta a vacina contra febre amarela em pacientes infectados pelo HIV.
Ressalta-se, contudo, que apenas 4 individuos incluidos no estudo ndao usavam
TARYV, tornando desta forma este grupo muito pequeno para comparacoes.
Aléem disso, observa-se que 40% dos pacientes em uso de TARV néo
apresentavam carga viral indetectavel. Deste modo, apesar de estarem em uso
de TARV, a mesma nao estava sendo eficaz em controlar a replicacao viral.

O que se observou em criancas infectadas pelo HIV que receberam a
vacina contra influenza é que apesar da TARV ser eficaz em controlar a
replicacéo viral do HIV e aumentar a contagem de LT-CD4+, a resposta imune
a antigenos permanecia incompleta, indicando que terapias adicionais
poderiam ser necessarias para uma completa restauracdo da funcdo imune

(Montoya e colaboradores, 2007).

O que também deve ser considerado € que muitas vezes o inicio da
TARV ocorre em um momento avancado da infeccdo. Com isso, segundo
Pensieroso e colaboradores (2009), os pacientes tratados tardiamente, tanto os
gue conseguem controlar sua viremia como 0s que nao conseguem, perdem a
resposta imune protetora contra antigenos comuns utilizados para vacinacao.

Assim, o momento de inicio da TARV seria considerado o maior preditor da
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longevidade da resposta das células B a vacinagdo em pacientes infectados pelo

HIV.

Lange e colaboradores (2002) também apontam evidéncias de uma
restauracdo imune fenotipica e funcional incompleta em pessoas com doenca
avancada pelo HIV, todavia advertem que ainda permanece obscuro se iniciar
o tratamento em momento mais precoce da infeccao pelo HIV se traduziria em
uma melhor evolucéo clinica da doenca.

No presente estudo, a média do nadir de LT-CD4+ dos pacientes
investigados n&o foi muito baixa, em torno de 200 cel/mm?. Buscou-se analisar o
papel do nadir de LT-CD4+ e a resposta a vacina contra febre amarela, contudo
nao foi possivel estabelecer associacdo entre as variaveis. Lange e
colaboradores (2003) ao selecionarem pacientes com LT-CD4+ normalizada e
carga viral indetectavel apds o inicio da TARV, reconheceram o nadir de LT-

CD4+ como um importante preditor da resposta imune.

Investigou-se também no presente estudo a existéncia de outros
possiveis fatores preditivos da resposta a vacina nos pacientes infectados pelo
HIV analisados. Semelhantemente ao encontrado por Van Den Berg e
colaboradores (2009), nao foi demonstrada associacdo da resposta imune com
a idade, sexo e coinfeccdo com HBV nos pacientes analisados. Bailey e
colaboradores (2008) também ndo demonstraram associacao entre a resposta
a vacina contra hepatite B nesta populacdo e a presenca de coinfeccdo com
hepatite C. O mesmo foi observado em nosso estudo.

O gque se demonstrou foi uma tendéncia maior do grupo com niveis
protetores de anticorpos neutralizantes de apresentarem-se na categoria clinica

A de classificagdo do CDC, contudo isto n&o foi estatisticamente significativo
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(p=0,3), semelhantemente ao observado por Madhi e colaboradores (2005)

para vacina contra Haemophylus influenza tipo B conjugada em PVHA.

Zuccotti e colaboradores (2004) ao estudarem a resposta a vacina
contra Influenza em 23 criancas infectadas pelo HIV, concluiram que, pelo
menos em parte, a boa resposta imune observada na maioria dos participantes
da pesquisa deveria estar relacionada ao bom status imunoldgico no qual se

encontravam, demonstrado por meio da classificagéo pelo CDC.

Notou-se também que pacientes que ndo apresentaram titulos
protetores de anticorpos neutralizantes tiveram proporcionalmente mais
infecc¢cbes oportunistas no passado, quando comparados aqueles que
responderam a vacina. Isto pode estar relacionado ao inicio mais tardio da
TARV nesta populacdo, que aumentaria o risco de infec¢cdes oportunistas
(Egger et al, 2002). Conforme ja exposto por Moir e colaboradores (2009) em
pacientes que iniciam TARV mais tardiamente, a perda de células B de
memoria pode ser irreversivel.

Outro fator analisado foi o tempo transcorrido desde a Ultima dose da
vacina, notando-se uma média baixa, de apenas 2 anos, na populacdo
estudada. Notou-se que 0 grupo que repondeu a vacina possuia uma media
menor, de 2 anos, quando comparado ao que nao respondeu, 5 anos.
Ressalta-se todavia, que mesmo para 0S que ndo responderam havia
transcorrido apenas um curto periodo de tempo apés a vacinacao.

O mesmo foi observado por Gomez e colaboradores (2008) ao estudar a

resposta a vacina contra febre amarela em individuos colombianos. Os

pesquisadores observaram uma correlacdo negativa entre a frequéncia de
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titulos protetores de anticorpos neutralizantes e o tempo transcorrido apos a
imunizacao.

Neste estudo, ao avaliar os titulos de anticorpos neutralizantes em dois
momentos, observou-se que uma paciente cuja primeira dosagem demonstrou
niveis protetores, na segunda coleta, realizada menos de 2 anos apdés a ultima
dose da vacina, houve perda desta resposta. Tratava-se de um caso de
transmissao vertical do HIV e com nadir de LT-CD4+ extremamente baixo.

De acordo com Armenian (2006), para esta populacao de individuos cuja
categoria de exposicdo foi a transmissdo vertical e gravemente
imunossuprimida, mesmo apoés o inicio da TARV, a recuperacédo de LT-CD4+
pode nao ocorrer. Wallace e colaboradores (2004) advertem que a resposta
sustentada a vacina pode diminuir 80% em até um ano entre aqueles
individuos cuja contagem de LT-CD4+ é inferior a 300 cel/mm?®. A paciente do
nosso estudo que ja apresentava contagem de LT-CD4+ extremante baixa na
primeira coleta (146 cel/mm?®) ainda apresentou uma reducdo na ocasido da
segunda coleta.

Veit e colaboradores (2009) também observaram uma perda de resposta
a vacina contra febre amarela em 11 pacientes infectados pelo HIV, que
inicialmente haviam apresentado titulos protetores de anticorpos neutralizantes.
Isto ocorreu em uma média de tempo de 1,8 anos apds a vacinacdo. Em um
estudo realizado por Farquhar e colaboradores (2009) foi relatada a perda da
resposta a vacina contra o sarampo em 53% das criancas infectadas pelo HIV
gue inicialmente demonstraram anticorpos contra o virus, em apenas 6 meses

de seguimento.
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Assim, 0 que se pode perceber é que pessoas vivendo com HIV/aids
apresentam uma resposta pior a imunizagdo contra febre amarela quando
comparados com a populacdo nédo infectada pelo HIV. Além disso, aqueles que
inicialmente respondem a vacina podem apresentar uma resposta nédo
sustentada a mesma. A contagem de LT-CD4+ e a carga viral serviriam como
preditores da resposta vacinal. Respeitando-se as condi¢ées imunolégicas
destes individuos, a estratégia de prevencao a partir da utilizacdo de vacinas
com virus vivo é segura nesta populacao.

Contudo, mesmo na populacdo infectada pelo HIV previamente
imunizada, existe a incerteza de protecdo. Com isso, esta populacéo
permaneceria vulneravel a aquisicado da doenca e, dependendo do seu status
imunoldgico, poderia inclusive apresentar um curso mais grave da infeccéo.

Algumas estratégias poderiam ser consideradas a partir do observado.
Primeiramente, seria necessaria a dosagem de anticorpos apds a imunizacao,
para se ter a certeza que a imunoprotecdo foi alcancada e, decorrido um
intervalo de tempo, para se ter a certeza que o individuo permaneceria
protegido.

Para aqueles individuos que nao responderam a dose convencional da
vacina, poderia ser aplicada uma dose maior. De acordo com o observado por
Cate e colaboradores (2010), ao aumentar a dose da vacina, consegue-se
elevar sua imunogenicidade. O mesmo foi relatado por Rey e colaboradores
(2000) que dobraram o numero de doses da vacina contra hepatite B,
melhorando significativamente a resposta a vacina.

Outra estratégia a ser considerada para aqueles que ndo responderam a

vacina seria a aplicacdo de uma nova dose. Hepburn e colaboradores (2006),
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ao examinarem os titulos de anticorpos neutralizantes ap6s uma nova dose de
vacina contra febre amarela, perceberam que aqueles que inicialmente
apresentavam baixos titulos exibiram uma robusta resposta sorolégica. O
mesmo foi observado por Pistone e colaboradores (2010) apds revacinarem 4
individuos infectados pelo HIV que inicialmente ndo haviam respondido a
vacina Em todos foi demonstrada a presenca de titulos protetores apds a
segunda dose da vacina 17D.

Alguns autores recomendam que a aplicacédo da segunda dose seja feita
apos o inicio da TARV. Berkelhamer e colaboradores (2001) ao estudarem
criangcas sem protecdo contra o sarampo, apesar de ja terem recebido a triplice
viral, demonstraram que pacientes que estavam recebendo TARV foram mais
propensos a responder a dose adicional do que aqueles que ndo estavam em

TARV.

Para outros autores, além da instituicdo da TARV, seria necessario que
se aguardasse a elevacao da contagem de LT-CD4+ para que uma nova dose
fosse aplicada. Laurence (2005) relatou que pacientes nao respondedores a
vacinagcao podem reagir a uma vacina subsequente caso apresentem elevacéo
na contagem de linfécitos T-CD4+ superior a 500 cel/mm? apés a instituicdo da
TARV. O que € corroborado com o relatado por lorio e colaboradores (1997)
gue nao observaram resposta ao refor¢o, nos pacientes com contagem de LT-

CD4+ <500 cel/mm?,

Segundo Sutclif e colaboradores (2010) € improvavel que a terapia
antirretroviral restaure as células B de memoéria para antigenos de vacinas
administradas antes do inicio do tratamento, contudo pode restaurar a

habilidade do sistema imune de responder a novos antigenos. A maioria dos
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estudos demonstra que contagem de LT-CD4+ mais elevada e carga viral mais
baixa estdo fortemente ou independentemente associadas a melhora da
resposta apds a vacinacao, sugerindo assim que se deva esperar um tempo
suficiente para restauracdo da funcdo imune e supressdo da carga viral antes
da nova vacinagéo.

Uma vez que a resposta a vacina em PVHA possui uma durabilidade
menor do que a encontrada na populacdo em geral, deve-se avaliar o reforco
mais frequente desta vacina para esta populacdo especifica. De acordo com
Veit e colabooradores (2009) para esta populacédo deveria ser considerado um
reforco a cada 2-5 anos de intervalo, e ndo a cada 10 anos como é
recomendado para populacédo em geral.

Em termos de perspectivas sobre a vacina contra febre amarela, uma
vacina nao replicante em cultura foi testada em ratos, hamster e macacos e
demonstrou ser equivalente ou mais imunogénica do que a 17D. Esta vacina
inativada (XRX-001) ndo causaria 0s eventos adversos graves observados com
a 17D e potencialmente poderia ser usada em individuos com contra-
indicacdes ou precaucdes a vacina com virus vivo, como as PVHA (Monath et
al., 2010). Um estudo clinico fase 1, com a vacina XRX-001 induziu a
producdo de anticorpos neutralizantes em grande parte dos individuos
analisados, contudo a duracdo desta resposta ainda necessita ser avaliada
(Monath et al., 2011)

O presente estudo possui algumas limitacdes que devem ser pontuadas.
Por tratar-se de um estudo transversal, no qual as informacdes referentes a
resposta a vacina foram coletadas simultaneamente as outras variaveis, dados

referentes ao momento no qual a vacina foi aplicada néo foram considerados.
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Outra limitacdo encontrada foi o pequeno numero de pacientes que
realmente coletaram exames laboratoriais. Assim de 107 pacientes incluidos
apenas 58 coletaram exames. Além disso, destes, houve uma grande perda de
seguimento no decorrer da investigagdo. Isto pode ser explicado pela
paralisacdo ocorrida na UNB/HUB no periodo da pesquisa, que fez com que o

laboratério so realizasse, durante um grande periodo, exames de urgéncia.

Assim o pequeno tamanho da amostra com o qual se trabalhou,
principalmente do grupo que ndo apresentou titulos protetores de anticorpos
neutralizantes, pode ter contribuido para dificuldade em se demonstrar
significancia estatistica em alguns dos resultados apresentados, tais como, a

associagao da resposta as caracteristicas de base dos pacientes.

Além disso, ressalta-se que, para avaliacdo da resposta a vacina contra
febre amarela, foi utilizada a mensuracdo de anticorpos neutralizantes contra
febre amarela, que constitui uma medida indireta da resposta a vacinacao.
Soma-se a isso, o fato do estudo ter sido realizado em uma area endémica
para febre amarela e tratar-se de uma infecgcdo assintomatica na maioria dos
casos e, como critério de inclusdo, bastava ndo haver relato de infec¢ao prévia.
Outra limitacdo é a possibilidade de reacdo cruzada com anticorpos contra o
virus da dengue (Gémez, 2009), e a incidéncia de casos de dengue na

populacédo estudada € desconhecida.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que pessoas vivendo com HIV/aids
respondem pior a vacina contra febre amarela, no que se refere a protecdo
imune, comparando-se a individuos néo infectados pelo HIV. Deste modo, seria
indicado que apdés a vacinacdo fosse mensurado o nivel de anticorpos
neutralizantes para guiar a necessidade de dose adicional. Levando-se em
consideracdo a resposta menos duradoura nesta populacdo dever-se-ia
considerar a realizagédo de reforcos mais frequentes e a possibilidade de doses

maiores da vacina.

Ao investigar a relacdo da resposta a vacina contra febre amarela e a
contagem de linfocitos T-CD4+, ambos avaliados em um mesmo momento, ndo
foi possivel identificar associacdo entre as variaveis. Todavia, foi demonstrado
existir uma correlacdo positiva fraca, isto €, individuos com contagem de LT-

CD4+ superior responderam melhor a vacina.

Emrelacdo a carga viral do HIV e a resposta a vacina contra febre
amarela, identificaram-se indicios de associacdo entre as variaveis, todavia
como o valor de p foi limitrofe, seria recomendavel o aumento do tamanho da
amostra para que houvesse uma conclusdo mais segura. Foi observada uma
correlacdo negativa moderada, contudo estatisticamente significativa, entre a

resposta a vacina e a carga viral plasmatica.

Nao foi possivel a identificacdo de outros possiveis fatores preditivos da
resposta a vacina contra febre amarela em PVHA. Contudo, observou-se uma
tendéncia no grupo respondedor de apresentar-se mais na categoria clinica A

de classificacdo do CDC, de nao ter relato de 10 no passado e de possuir uma
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média menor de tempo desde a ultima dose da vacina. Para conclusbes mais

confiaveis, seria necessario aumentar o tamanho da amostra.

Deste modo, conclui-se que o estudo traz como relevancia o acréscimo
de informacgfes sobre a imunogenicidade da vacina contra febre amarela em
PVHA, tema ainda pouco investigado no meio académico. Diante do exposto,
estratégias de imunizacdo e monitoramento da resposta a vacina neste grupo
populacional devem ser reconsideradas, uma vez que a febre amarela é uma
doenca endémica no pais, e com indicacdo de imunizacdo na localidade
estudada.

Para maiores elucidacbes em relacdo aos fatores preditivos da vacina,
seria recomendavel um estudo com maior tamanho amostral, idealmente de
delineamento prospectivo, para que informacdes referentes a condicéo

imunolégica no momento da imunizacdo também fossem analisadas.
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8. APENDICES

8.1. Termo de consentimento livre e esclarecido

N | A Faculdade de Medicina
Campus Universitario Darcy Ribeiro 70910-900 - Brasilia - DF

" " - Telefones: 61-3307-2535/2266 Fax:3273-3907
Universidade de Brasilia

Termo de Consentimento livre e esclarecido |

Vocé esta sendo convidado para participar, como voluntario, de um estudo, cujo titulo é “AVALIACAO
DA SOROCONVERSAO PROTETORA PELA VACINA CONTRA A FEBRE AMARELA EM
PORTADORES DE HIV/AIDS”. Os avangos na area da saude ocorrem através de estudos como este, por isso a

sua participacdo é importante.

No ano de 2000 e no inicio de 2008, ocorreram, no Brasil, epidemias de febre amarela nas areas rurais do
Estado de Goias e do Distrito Federal, sendo recomendada a vacinagdo de toda a populagdo. Dessa forma,
portadores de HIV/AIDS foram vacinados, inadvertidamente, e sem recomendacdo médica e vocé sendo um

desses individuos, esta sendo convidado a participar dessa pesquisa.

O objetivo desse estudo é comparar a quantidade de linfécitos T CD4+ e a carga viral com os niveis de
anticorpos neutralizantes protetores contra a febre amarela. Para isso serd colhido sangue a cada trés meses,
durante o periodo de um ano, como vocé ja faz em relacdo ao CD4+ e carga viral. Somente sera colhido um

pouco de sangue a mais.

Vocé podera ter todas as informages que quiser e podera ndo participar da pesquisa ou retirar seu
consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo
receberd qualquer valor em dinheiro, mas também néo ter4 nenhuma despesa com 0s exames. Seu nome nao
aparecera no estudo, a identificacdo sera pelas iniciais do nome e o numero de registro do prontuario no Hospital

Universitario de Brasilia.

O beneficio que vocé tera é a verificagdo se estd ou ndo protegido contra a febre amarela, doenga grave e

muitas vezes fatal.
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Termo de consentimento livre, apds esclarecimento

Eu, li elou ouvi o

esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e que procedimento serd feito. A explicagdo que
recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacéo a
qualquer momento, sem justificar minha deciso e que isso ndo afetard meu tratamento. Sei que meu nome néo
sera divulgado, que ndo terei despesas e ndo receberei dinheiro por participar do estudo.

Eu concordo em participar do estudo.

Brasilia, de 2008/2009.

Tendo ciéncia do exposto acima, assino esse termo de consentimento.

Brasilia, ............. [ o, Lo

Assinatura do voluntario (ou responsavel legal) Assinatura do pesquisador orientador

N° do RG do voluntério:

Assinatura do pesquisador responsavel

Telefone de contato dos pesquisadores: Prof. Dr. Cleudson Castro (3273-5008), Mestranda: Dra Helena Bernal,
fone 81838252, Académica: Anna Carolina Mendes de Andrade, fone 9292-2384, Académico: Raphael de Souza
Pires, fone 8142- 3340.

Em caso de divida em relagio a esse documento, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Medicina/Universidade de Brasilia, pelo telefone: (61) 3307-2520/ 3273-4069
e-mail: cep-fm@uol.com.br.
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8.2. Questionério de inclusdo para pesquisa.

Universidade de Brasilia

QUESTIONARIO DE INCLUSAO PARA PESQUISA: Avaliacdo da resposta

imune protetora a vacina contra a febre amarela em pessoas vivendo com

HIV/aids

l. INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS

Nome completo:

Prontuario:

Contato:

Idade:_ (anos completos)

Sexo: ___ F-Feminino/M-Masculino

Nacionalidade:

Naturalidade:

1. INFORMAGCOES REFERENTES A VACINACAO CONTRA FEBRE
AMARELA:

Ano da ultima dose da vacina contra febre amarela:
Quantidade de vezes que tomou a vacina contra febre amarela: ( ) 1 vez
() Mais de uma vez
Presenca de eventos adversos a vacina contra febre amarela : () Néo

() Sim, eventos leves.
Especificar:

() Sim, eventos graves.
Especificar:
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l. INFORMACOES REFERENTES A INFECCAO PELO HIV :

Ano do diagnostico do HIV:

Nadir LT-CD4+:_

Categoria de exposicdo ao HIV: () Sexual, relacdo heterossexual
() Sexual, relacdo homossexual
() Transfusional
() Uso de droga intravenosa
() Vertical
( ) Ignorada

Categoria clinica da doenca, segundo a classificacdo do CDC/EUA:

() A— Assintomatica, LGP ou infec¢do aguda pelo HIV

() B- Sintomatica, exceto C

() C- Doencga definidora de AIDS

Em uso de Terapia Antirretroviral combinada (TARV): ( ) Nao

() Sim
TARV com inibidor de protease: () N&o
() Sim
Infeccdo oportunista prévia:
( ) Néo
() Sim () Herpes Zoster () Neurotoxoplasmose
() Pneumocistose ( ) Citomegalovirose
() Tuberculose () Sifilis

() Candidose oral, esofageana, vaginal
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() Sarcoma de Kapoisi () Outras

INFORMACOES REFERENTES A OUTRAS CONDICOES PATOLOGICAS :

Comorbidades: ( ) Hipertenséo arterial
() Diabetes Mellitus
() Obesidade
() Dislipdemia

() Outras. Especificar:

Coinfec¢do com Hepatites:

( ) NAO

() SIM, coinfec¢do com hepatite B
() SIM, coinfeccdo com hepatite C

() SIM, coinfeccdo com hepatite Be C

Assinou 0 TCLE: ( ) Sim
( ) Néo

Observacdes:

Data do preenchimento:

Assinatura do pesquisador responsavel:
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9. ANEXOS

9.1. Doencas definidoras de AIDS, segundo o CDC (2008)

 MMWR

Recommendations and Reports

December 5, 2008 / 57(RR10);9

AIDS-Defining Conditions

o Bacterial infections, multiple or recurrent*

e Candidiasis of bronchi, trachea, or lungs

« Candidiasis of esophagus’

e Cervical cancer, invasive®

e Coccidioidomycosis, disseminated or extrapulmonary

e Cryptococcosis, extrapulmonary

e Cryptosporidiosis, chronic intestinal (>1 month's duration)

e Cytomegalovirus disease (other than liver, spleen, or nodes), onset at age >1
month '

e Cytomegalovirus retinitis (with loss of vision)'

e Encephalopathy, HIV related

e Herpes simplex: chronic ulcers (>1 month's duration) or bronchitis, pneumonitis,
or esophagitis (onset at age >1 month)

e Histoplasmosis, disseminated or extrapulmonary

e Isosporiasis, chronic intestinal (>1 month's duration)

« Kaposi sarcoma’

e Lymphoid interstitial pneumonia or pulmonary lymphoid hyperplasia complex*

e« Lymphoma, Burkitt (or equivalent term)

e Lymphoma, immunoblastic (or equivalent term)

e Lymphoma, primary, of brain

e Mycobacterium avium complex or Mycobacterium kansasii, disseminated or
extrapulmonary’

« Mycobacterium tuberculosis of any site, pulmonary, ™ disseminated, or
extrapulmonary’

« Mycobacterium, other species or unidentified species, disseminated” or
extrapulmonary’

« Pneumocystis jirovecii pneumonia’

e Pneumonia, recurrent’

e Progressive multifocal leukoencephalopathy

o Salmonella septicemia, recurrent

« Toxoplasmosis of brain, onset at age >1 month'

e Wasting syndrome attributed to HIV

* Only among children aged <13 years. (CDC. 1994 Revised classification system for human
immunodeficiency virus infection in children less than 13 years of age. MMWR 1994;43[No. RR-12].)

T Condition that might be diagnosed presumptively.

8 Only among adults and adolescents aged >13 years. (CDC. 1993 Revised classification system for HIV
infection and expanded surveillance case definition for AIDS among adolescents and adults. MMWR
1992;41[No. RR-17].)
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9.2. Termo de aprovacao da Pesquisa pelo CEP-FM.

Universidade de Brasilia
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
Campus Universitario, Asa Norte — CEP 70910-9000 - Brasilia, DF - Tel.: (061) 3307-2520/ 3273-4069

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de projeto:  CEP-FM 067/2008

“Avaliagéo da soroconversao protetora peia vacina contra a febre amarelz em
pessoas vivendo com HIV/AIDS".

Pesquisador responséavel: Cleudson Nery de Castro

--Documentos-analisados: ---Folha de rosto, cartz de encanﬁinhamento,"declarag:éo ae
responsabilidade, protocolo de pesquisa, termo ds consentimento livre e esclarecido,
cronograma, bibliografia pertinente e curriculo(s) de pesquisador(es).
Data de entrada:  02/10/2008

Titulo:

Proposigéo do(a) relzator(a)
( x )Aprovagao
( ) N&@o aprovacéo

Data da primeira anélise pelo CEP-FM/UnB: 08/10/2008
Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UnB:  26/11/2008

PARECER

Com base na ResolugZo CNS/MS N° 126/96 e resolugdes posteriores, que regulamentam
a matéria, o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia decidiu APROVAR, na reunido ordinaria de 26/11/2008, conforme parecer do (a)

relator (a), o projeto de pesquisa acima especificado, quanto aos seus aspectos éticos.

1 — Modificagbes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagéo
imediata de eventos adversos graves;
2 — O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatérios periddicos do andamento da
pesquisa ao CEP-FM.

. Brasilia, 27 de novembro de 2008.

Pruf Ehilee S de Ciiveri A
Coordezadora do Comité de Etica el resquisa
Faculdade de Medicina-UnB
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