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RESUMO

A febre amarela (FA) ¢ uma doenga infecciosa febril aguda, cujo agente etioldgico ¢ um
Arbovirus pertencente ao género Flavivirus, transmitido principalmente por mosquitos dos
géneros Haemagogus, Sabethes e Aedes. Em funcdo da sua gravidade clinica e potencial
de disseminacdo, ¢ objeto do Regulamento Sanitario Internacional. A vacinacdo ¢ a
medida mais importante para prevencéo e controle da doenca no homem. E indicada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para aplicacdo em moradores de &reas endémicas,
idealmente, nos calendarios rotineiros de vacinacdo das criangas entre 9 e 12 meses de
idade, além de campanhas de imunizacdo em massa e vacinacdo de viajantes para areas de
risco com idade minima de 9 meses. Até 2013, estavam indicadas doses de reforco dessa
vacina a cada 10 anos, mas a OMS retirou essa recomendacao, indicando dose Unica como
suficiente para protecdo a longo prazo. O presente estudo justifica-se pela necessidade de
avaliar a duracdo da imunidade ap6s a primovacinacdo contra febre amarela em criancas.
Em funcdo dos questionamentos a respeito dessa decisdo e dos resultados de um estudo de
duragdo da imunidade em adultos realizado no Brasil, identificou-se a necessidade de
avaliar a duracdo da imunidade para febre amarela em criancas de 9 meses a 12 anos
primovacinadas nos dois primeiros anos de vida, objetivo do presente estudo. Foi realizada
analise da frequéncia do status soroldgico (negativo, indeterminado e positivo), média
geométrica dos titulos de anticorpos neutralizantes contra febre amarela obtidos pelo
método de PRNT (Plaque Reduction Neutralization Test), estratificadas por categoria de
tempo ap6s a vacinacdo contra febre amarela, e razdo de chances (OR) para
soropositividade. A categoria de referéncia foi a composta por individuos com periodo
pos-vacinal de 0 a 6 meses. Observou-se uma reducdo na propor¢do de soropositividade
(SP), média geométrica de titulos de anticorpos e OR, a medida que aumenta o tempo pos-
vacinacdo, com destaque para a queda mais acentuada a partir dos 31 meses pos-
vacinacdo. Na categoria de 31 a 72 meses pds-vacinacdo (mediana de 51 meses ou 4,25
anos), a proporcao de SP foi de 59% com OR para soropositividade de 0,22 (1C95%: 0,13;
0,39). Esses dados reforcam ndo s6 a necessidade de revacinacdo das criancgas residentes
em area de risco para febre amarela, primovacinadas nos dois primeiros anos de vida,
como também indicam a necessidade de revacinacdo em um intervalo inferior aos 10 anos

anteriormente recomendados pela OMS, idealmente, até 4 anos ap6s a dose inicial.

Palavras-chave: vacina contra febre amarela; duragdo da imunidade em criancas.



ABSTRACT

Yellow fever (YF) is an acute febrile infectious disease caused by an arbovirus
belonging to the genus flavivirus, transmitted by mosquitoes such as Haemagogus,
Sabethes and Aedes. Because of its clinical severity and potential for spread, it is subject
of the International Health Regulations. Vaccination is the most important measure for
prevention and control of disease in humans. It is indicated by World Health
Organization (WHO) for use in residents of endemic areas, ideally in the routine
schedules of children vaccination between 9 and 12 months of age, for immunization
mass campaigns and vaccination of travelers moving to risk areas from 9 years of age.
Until 2013, booster doses were given every 10 years, however, the WHO removed this
recommendation, indicating a single dose as sufficient for long-term protection. This
study is justified by the need to assess the duration of immunity after primary
vaccination against yellow fever in children. Considering the discussion about this
decision and the results of a study regarding duration of immunity in adults, held in
Brazil, we identified the need to assess the duration of immunity to yellow fever in
children aged 9 months to 12 years who received the first dose during the first two years
of life, which is the purpose of this study. The frequency of serologic status (negative,
indeterminate and positive), geometric mean titers of neutralizing antibodies against
yellow fever obtained by PRNT method (Plaque Reduction Neutralization Test),
stratified by category of time after yellow fever vaccination, and odds ratio (OR) for
seropositivity were calculated. The reference category was composed by individuals
with post-vaccine period of 0-6 months. There was a reduction in the proportion of
seropositivity (SP), geometric mean antibody titers and OR, as there was an increase in
the post-vaccination time, with more accentuated decline from 31 months after
vaccination. At the "31-72 post-vaccination months group” (median 51 months or 4.25
years), the proportion of SP was 59% and the OR for seropositivity was 0.22 (95% CI:
0.13, 0.39). These data reinforce the need for revaccination of children living in risk
areas for yellow fever, primarily vaccinated for yellow fever in the first two years of
life, in a lower range than 10 years (which was previously recommended by WHO),

suggesting a booster dose 4 years following the first dose as an ideal schedule.

Keywords: Yellow fever vaccine; duration of immunity in children.
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1. INTRODUCAO

1.1. Febre Amarela
1.1.1. Etiologia e Transmisséo

A febre amarela é uma doenga infecciosa febril aguda, que tem como agente
etiolégico um Arbovirus, pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, transmitido
por insetos hematofagos da familia Culicidae, em especial dos géneros Aedes, Haemagogus e
Sabethes (Vasconcelos, 2003).

Os arbovirus sdo mantidos na natureza em um ciclo de transmisséo entre hospedeiros
vertebrados suscetiveis e artropodes hematdfagos, como mosquitos e carrapatos por exemplo.
Esses virus multiplicam-se e induzem viremia nos hospedeiros vertebrados, e replicam-se nos
tecidos de artropodes, os quais se alimentam dos vertebrados infectados. Apds um periodo de
incubacdo extrinseca, sdo passados para novos hospedeiros vertebrados através da picada do
artrépode (Simdes et al, 2012).

Para o virus da febre amarela, classicamente sdo descritos dois ciclos de transmisséo
distintos, um silvestre e outro urbano. No ciclo silvestre, os primatas ndo humanos sdo 0s
principais hospedeiros do virus da febre amarela, a transmissdo ocorre a partir de vetores
silvestres e 0 homem participa como um hospedeiro acidental. No ciclo urbano, 0 homem € o
unico hospedeiro com importancia epidemioldgica e a transmissdo da-se a partir de vetores
urbanos infectados, principalmente, o Aedes aegypti (Monath, 1995). Com o avanco do
homem para areas de floresta, seja por atividades ocupacionais ou por lazer, um terceiro ciclo
de transmissdo, intermediario, € descrito na Africa - Figura 01 (Centers for Disease Control
and Prevention, 2010; World Health Organization, 2013b).

(i) Ciclo Silvestre: a doenca acomete geralmente primatas ndo humanos e a transmisséo
ocorre a partir de varias espécies de mosquitos dos géneros Haemagogu, Sabethes e Aedes,
encontrados nas éareas de floresta da América e da Africa. A transmissdo aos humanos é
eventual, através da picada de mosquitos que se alimentaram de primatas ndao-humanos
durante o periodo de viremia. Tem sido o ciclo de transmissdo de quase todos 0s casos nas

Americas em décadas recentes, onde a maioria (70 a 90%) dos humanos infectados sé&o
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adultos jovens do sexo masculino, exercendo atividades ocupacionais na floresta ou nas areas
ao seu redor.

(ii) Ciclo Intermediério: é visto somente em regifes Umidas da Africa, onde as espécies de
Aedes sdo capazes de se reproduzir tanto na selva quanto ao redor de domicilios e de infectar
tanto os primatas ndo humanos quanto os humanos. Esse tipo de transmissdo geralmente
resulta em casos esporadicos que ocorrem simultaneamente em diferentes vilas da mesma
regido, mas grandes surtos da doenga também podem ocorrer.

(iii) Ciclo Urbano: ocorre quando pessoas infectadas se deslocam para areas densamente
povoadas, nas quais a populagéo local tem pouca ou nenhuma protegéo contra febre amarela e
0 A. aegypti circula ativamente. Dessa forma, mosquitos infectados transmitem a doenga de

pessoa a pessoa, o que resulta em grandes epidemias.
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, 2010. Traduzido.

Figura 1: Ciclos de transmissdo do virus de febre amarela
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1.1.2. Manifestag6es Clinicas

A febre amarela é uma doenca de curta duracdo, com periodo de incubacdo médio de 3 a
6 dias, podendo chegar até 10 dias. Possui variabilidade de apresentacéo clinica, apresentando-se
de maneira assintomatica, oligossintomatica, moderada ou grave. As formas fulminantes da
doenca, caracterizadas por ictericia, albuminlria e hemorragias, sdo as formas cléssicas e
correspondem a cerca de 10% dos casos (Figura 2). A grande maioria — cerca de 90% dos casos
de febre amarela — caracteriza-se pelas formas leves e assintomaticas, de dificil diagndstico,
portanto, subnotificadas (Johansson et al, 2014). Essas formas sdo mais frequentes em criangas
de baixa idade cujas mées vacinadas transmitiram anticorpos do tipo 1gG por via
transplacentaria e em indigenas, que além dos anticorpos maternos, adquirem imunidade ao
longo da sua vida, e sdo raramente diagnosticadas, exceto em vigéncia de epidemias
(Vasconcelos, 2003).

Estima-se que 9 casos (IC 95% de 1 a 70) de infeccdo assintomatica ou leve sdo
esperados para cada caso de doenca grave a cada novo surto, da mesma forma que séo esperados
21 casos de infeccdo (IC 95% de 3 a 239), dos quais 12 seriam casos assintomaticos e 8 casos de
infeccdo leve. Dessa forma, a partir do conhecimento do nimero de casos graves da doenca, de
mais féacil diagndstico e notificacdo, & possivel estimar o nimero de casos de infeccdo em
determinado surto, com um maior conhecimento do potencial de disseminacdo de infeccdo e
carga de doenca, permitindo a adocdo de meditas de controle da infeccdo e assisténcia a saude
(Johansson et al, 2014).

Graves
12% (5-26%

Leves
33% (13-52%)

Assintom
55% (37

Fonte: Vasconcelos, 2003; Johansson et al, 2014.

Figura 2: Distribuicdo das formas clinicas de febre amarela.
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N&o ha tratamento especifico para essa doenca e, em funcdo da sua elevada eficécia, a
vacina contra febre amarela é considerada a medida mais importante para prevengdo e

controle da doenca no homem (Monath, 1995).

1.1.3. Diagndstico de Febre Amarela

Além das manifesta¢Ges clinicas e historia epidemioldgica, que levam a suspeicao da
doenca, existem exames laboratoriais que podem confirmar o diagndstico, pois a infeccédo
pelo virus da FA ¢é seguida por uma rapida resposta imune especifica. Anticorpos
neutralizantes, anticorpos citoliticos contra proteinas virais na superficie de células infectadas
e celulas T citotoxicas sdo presumidas para mediar a remocdo de infeccdo priméria.
Entretanto, existem poucos dados conhecidos dessa resposta imunoldgica a infeccdo pelo
virus selvagem, exceto para a resposta humoral, que é caracterizada pelo aparecimento de
IgM durante a primeira semana da doenca - pico na segunda semana e rapido declinio em 30 a
60 dias - e pelos anticorpos com atividade biolégica, como os inibidores da hemaglutinacédo e
0s neutralizantes, que aparecem rapidamente, em geral até o quinto dia da doenca. Entre os
testes sorologicos disponiveis para a avaliacdo da resposta imune especifica, os testes de
neutralizacdo sdo considerados 0s mais sensiveis e especificos, com acurécia superior a
observada para 0 ELISA e testes de inibi¢do da hemaglutinagéo.

O diagndstico laboratorial especifico da febre amarela é feito pela deteccdo do virus,
do RNA viral ou de antigenos virais no sangue ou em outros tecidos, e pela sorologia. O
isolamento viral em geral ocorre durante os primeiros 4 dias apds o inicio dos sintomas,
porém, héa relato de isolamento mais tardio, como 12 dias ou mais. Atualmente, o RT-PCR €
mais comumente usado do que o isolamento viral para o diagnéstico de FA na fase aguda, em
funcdo da sua mais rapida execucdo e maior sensibilidade. Um diagnostico rapido e precoce
também ¢é possivel pela afericdo dos antigenos virais da FA no soro por imunoensaio,
entretanto, a sensibilidade desse método para deteccdo do virus no soro € menor que a do RT-
PCR. Em relacdo a sorologia, a deteccdo dos anticorpos IgM numa Unica amostra permite o
diagndstico presuntivo, mas a confirmacdo é feita pelo teste de neutralizagdo, que pode
detectar um aumento nos titulos especificos para o virus entre as amostras pareadas de fase
aguda e de convalescéncia. A especificidade do ELISA IgM é alta na infeccdo priméaria e em
muitos casos da infeccdo secundaria, entretanto, reagdes cruzadas com outros flavivirus

podem ocorrer (Monath et al, 2013).
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1.1.4. Epidemiologia da Febre Amarela

A febre amarela é endémica em 44 paises das regides tropicais da Africa e Américas,
mas pode apresentar-se também intermitente e epidémica. Mais de 90% dos casos e mortes
relatados ocorrem na Africa Sub-Saara (Figura 3). A distribuicdo dos casos por sexo, idade e
ocupacido varia entre os paises da Africa e da América, refletindo diferentes niveis de
intensidade de transmissdo. Em regiGes africanas endémicas, a imunidade natural é adquirida
ao longo da vida, portanto, as criancgas representam o grupo de maior suscetibilidade a doenca
(World Health Organization, 2013b; Centers for Disease Control and Prevention 2010).

Nas Ameéricas (do Sul e Central), onde é endémica em 13 paises (Figura 3), a sua
incidéncia € sazonal e esta relacionada a elevados niveis de pluviosidade, umidade e
temperatura, sendo mais frequentes em homens jovens, ndo vacinados, que frequentam areas
de florestas por atividades ocupacionais. Apenas casos esporadicos e pequenos surtos sao
relatados nessas regides, entretanto, grandes centros urbanos encontram-se infestados pelo A.
aegypti, o que torna parcela consideravel da populacao vulneravel a febre amarela se elevadas
coberturas vacinais ndo forem atingidas. Por essa razdo, o atual periodo pode ser considerado
como o de maior risco para a ocorréncia de epidemias urbanas na América do Sul e Central
dos ultimos 50 anos (World Health Organization, 2013b).

Em funcdo do seu elevado potencial de disseminacédo, da gravidade clinica da doenca,
com taxa de letalidade em torno de 50% entre 0s casos graves, e do risco de reurbanizacdo da
sua transmissdo, a febre amarela possui grande importancia epidemioldgica. Apresenta
relevante impacto em satde piblica na Africa e nas Américas (Ministério da Sadde, 2014a) e,
por isso, é de relato imediato a OMS, segundo o Regulamento Sanitario Internacional (World
Health Organization, 2005).
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Recomendagdes VVacinagdo Febre Amarela na Africa, 2011
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*Vacinagdo contra febre amarela (FA) geralmente ndo é recomendada em areas onde ha baixo risco
potencial de exposigao ao virus FA . Entretanto, vacinagao deve ser considerada para uma pequena
parcela de viajantes para essas areas, 0s quais estar a0 sobre elevado risco de exposigdo ao virus da FA
em fungao de viagens prolongadas, exposigao intensa a mosquitos ou inabilidade em evitar picadas de
mosquitos. Consider agoes sobre vacinagao de qualquer viajante deve levar em conta o seu risco de ser
infectado pelo virus da FA, requerimentos para entrada nos paises e riscos individuais para a ocorréncia
de eventos adver sos associados a vacina (EX. idade, estado imune).

Fonte:http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/ITH_YF_vaccination_americas.png. Acesso em 14
de outubro de 2014. Traduzido.

Figura 3: Areas de risco de transmiss&o de febre amarela no Mundo.
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No Brasil, € uma doenga de notificagdo compulséria imediata em todo o territorio
nacional. Tem ocorrido esporadicamente, com registros de casos humanos isolados nas areas
consideradas endémicas (regides norte e centro-oeste), assim como na forma de surtos de
maior ou menor magnitude na regido fora da Amazonia (Ministério da Saude, 2014a).

Além da vigilancia de casos humanos, o Ministério da Saude adota desde de 1999 a
vigilancia de epizootias em primatas ndo humanos como estratégia de detecgdo precoce da
circulacdo viral. Todos os casos humanos e epizootias em primatas ndo humanos (PNH)
suspeitos sdo notificados e investigados em até 24 horas, visando identificar as areas de
circulacdo viral, as populacfes sob risco e as areas prioritarias para aplicacdo de medidas de
prevencéo e controle. Dessa forma, a morte ou o adoecimento de PNH constituem eventos de
alerta para o risco de transmissdo do virus as populacdes humanas, favorecendo a resposta
oportuna dos servicos de saude e reduzindo os efeitos da transmissdo e a ocorréncia de casos
humanos (Ministério da Saide, 2014a).

A ocorréncia anual de febre amarela, medida pelo nimero de notificacGes é variavel. A
série historica da febre amarela no Brasil (Figura 4) mostra um padrdo irregular de incidéncia
anual, com periodos de reemergéncia do virus, quando é registrada maior frequéncia de casos.
De tempos em tempos, a doenca manifesta-se de forma epidémica no pais, com ocorréncia de
surtos de magnitude varidvel, sobretudo fora da &rea endémica Apesar de os fatores
relacionados a reemergéncia e a dispersao do virus serem pouco compreendidos, a ocorréncia
de periodos epidémicos é esperada, e a deteccdo precoce da atividade viral é essencial para a
mitigacdo dos danos nas populacdes humanas (Ministério da Saude, 2015).

No periodo de 1980 e 2008, foram confirmados 726 casos humanos de FA, com uma
letalidade média de 52,8%, chegando, porém, a cerca de 100% em certos periodos (Figura 4),
sugerindo fortemente um viés de deteccdo de casos graves. Todos os estados da regido Norte
registraram casos no periodo, mesmo que esporadicos, e essa regido foi responsavel por
35,8% das notificacdes do pais, seguida pelas regides Centro-Oeste (30,2%), Sudeste (18%),
Nordeste (15%) e Sul (1%) (Ministério da Saude, 2009).
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Figura 4: Série histérica de casos humanos confirmados de febre amarela e taxas de

letalidade, segundo o ano de inicio dos sintomas, Brasil, 1980-2015.

No ano de 2008, foi detectada uma reemergéncia do virus da febre amarela nas regides
Centro-Oeste, Sudeste e Sul, o que levou a uma intensificacdo das acdes de vigilancia e
monitoramento da febre amarela. Para acompanhar as areas de ocorréncia e disperséo do virus
no Brasil, o Sistema Nacional de Vigilancia e Controle da Febre Amarela passou a monitorar
0s casos humanos suspeitos e as epizootias de primatas ndo humanos também durante todo o
periodo que antecede o periodo conhecidamente sazonal de transmissdo no Brasil - dezembro
a maio, estendendo-se até pelo menos oito semanas consecutivas sem registro de evidéncias
de transmissdo na area atingida. Com isso, esperava-se aumentar a oportunidade das a¢6es do
servico de saude publica, ampliando o alerta para a recomendacdo da vacina as populacbes
sob risco.

Naquele periodo de intensificagdo da vigilancia e monitoramento nos anos de 2008 e
2009, foram notificados 274 casos humanos suspeitos de febre amarela silvestre, com
confirmacéo de 18,6% dos casos (51) e taxa de letalidade de 41,2% (21 dbitos). A mediana de
idade dos casos foi de 31 anos, com variagéo entre 8 dias de vida e 73 anos, e predominio do
sexo masculino (72%). A expansdo da area de ocorréncia observada no Rio Grande do Sul

atingiu areas que extrapolaram aquelas classificadas como de risco, caracterizando uma
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Emergéncia de Salde Publica de Importancia Nacional (ESPIN), baseado no Regulamento
Sanitario Internacional, 2005. Em fevereiro de 2009, foi registrada nova ESPIN de febre
amarela no Estado de Séo Paulo, em areas classificadas até entdo como indenes, portanto, sem
recomendacdo de vacina a populacdo naquele momento. Os primeiros registros surgiram a
partir de casos humanos suspeitos, confirmados posteriormente por laboratorio.
Retrospectivamente, foram investigadas epizootias de primatas que ndo haviam sido
informadas oportunamente ao servico de saude publica. No Estado do Parand, foram
registradas epizootias suspeitas, entretanto, foi possivel documentar e confirmar febre amarela
em apenas um municipio. N&o foram notificados casos humanos suspeitos ou confirmados
para FA no Parana nesse periodo. Posteriormente, a partir da vigilancia laboratorial das
sindromes febris ictero-hemorragicas agudas (SFIHA), foi possivel detectar outros trés casos
humanos confirmados, em regides consideradas endémicas para a febre amarela nos Estados
de Minas Gerais e Mato Grosso. No periodo de outubro de 2008 a agosto de 2009, como
recomendacdo para contencao da ESPIN, foram distribuidas 22.452.800 doses da vacina febre
amarela, sendo 6.712.120 e 4.180.000 doses, respectivamente, para os estados do Rio Grande
do Sul e S&o Paulo, com aplicacédo de 9.797.771 doses de vacina em areas com recomendacao
de vacina durante a intensificacdo das acdes de vigilancia (Ministério da Saude, 2009).

Em seguida, durante o periodo de monitoramento nos anos 2012 e 2013, foram
notificados ao Ministério da Saude do Brasil 279 casos humanos suspeitos de febre amarela.
A regido Sudeste notificou a maior parte dos casos suspeitos (51,3%), seguida das regifes
Centro-Oeste (18,6%), e Sul (17,6%), mas nenhum caso foi confirmado fora da regido
considerada endémica, ou seja, fora da regido amazonica. Os estados com maior frequéncia de
notificacdo foram Séo Paulo (39,8%), Goias (12,2%), Parana (7,5%) e Minas Gerais (6,8%).
Provavelmente, a maior frequéncia de notificagdes nesses estados ocorreu por terem sido
areas afetadas entre os anos de 2007 e 2009, durante a reemergéncia do virus fora da regiéo
amazonica no Brasil (Ministério da Saude, 2014a).

No periodo de monitoramento de julho de 2014 a junho de 2015, foram notificados
344 casos suspeitos de febre amarela, dos quais 7 (2,0%) foram confirmados até a semana
epidemiologica 33. Os casos confirmados concentraram-se nos meses de maio a dezembro,
periodo sazonal da doenca, e a maior parte dos casos confirmados ocorreu em regides
turisticas de Goias e Mato Grosso do Sul, areas que mantém intenso fluxo de pessoas
especialmente durante o verdo. Todos os casos confirmados foram do sexo masculino, com

mediana de idade de 31anos e nenhum dos individuos tinha histérico de vacinagdo prévia
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contra a febre amarela. A taxa de letalidade no periodo foi de 57,1% (Ministério da Saude,
2015).

Muitos dos casos de febre amarela ocorrem em adultos, do sexo masculino, e estéo
associados a atividades ocupacionais, turisticas ou de lazer em areas de floresta, onde ficam
expostos a mosquitos infectados, principalmente, espécies selvagens do Haemagogus
janthinomys (Ministério da Saude, 2015). Embora ndo haja relato de transmissao urbana dessa
doenca no Brasil desde 1942, surtos esporadicos de febre amarela transmitida por vetores
selvagens nas regides Sul e Sudeste do Pais, proximas a areas urbanas de levada circulacdo do
Aedes aegypti e cuja populacdo ndo é vacinada contra FA, remete a preocupagdo com o risco
de reurbanizacdo da doenca (Ministério da Saude, 2005).

1.1.5. Controle da Febre Amarela

A principal estratégia para o controle de febre amarela é a combinacéo da vacinacao
contra a doenca e a adogdo de medidas de vigilancia. O controle pela vacinagdo contempla a
administracdo da vacina como parte de um programa rotineiro de vacinacao de criancas e a
prevencdo de surtos em areas de alto risco da doenca por campanhas de vacina¢do em massa.
Segundo a OMS, para que as estratégias de vacinacdo contra febre amarela sejam
consideradas efetivas, devem atingir uma cobertura minima de 80% (Gotuzzo et al, 2013).

No Brasil, em fungdo da expansdo dos casos de febre amarela para além da Regido
Amazonica observados a partir de 2008, as areas de risco e de recomendacao para vacinacao
no Brasil passaram a ser avaliadas e definidas periodicamente, durante a reunido anual do
Comité de Especialistas em Febre Amarela, do Ministério da Satde. Nessa reunido, sao
avaliados os periodos de transmissdo anteriores e redefinidas as areas de recomendacao de
vacina a populagdo residente e visitante. Dessa forma, desde 2008, as &reas de risco vém
sendo classificadas como Area com Recomendacéo de Vacina ou Area sem Recomendacéo de
Vacina, com adocéo de diferentes estratégias para o controle de febre amarela em cada um
dessas areas - Tabela 1 (Ministério da Saude, 2011).

Como estratégia para controle da doenca, sdo consideradas como prioridades nas areas
com recomendag¢do de vacina: (i) vacinar 100% da populagdo residente a partir dos 9 meses
de idade; (ii) monitorar coberturas vacinais em todos os municipios; (iif) investigar os eventos
adversos pos-vacinacao; (iv) realizar vigilancia de casos suspeitos de FA e epizootias de

primatas; (v) a captura de vetores e primatas na investigacdo de casos humanos e epizootias;
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(vi) o monitoramento da circulagdo do virus na area. Além da vacinagdo de toda a populagdo
residente na area de recomendagdo de vacina, sdo necessarias estratégias (Quadro 1) que
visem a vacinagdo oportuna de viajantes para areas com recomendagdo de vacina ou com

ESPIN em curso (Ministério da Satude, 2009).

Vacinar 100% da populacéo a partir dos 9 meses de idade (residentes e visitantes).
Areas com Monitorar coberturas vacinais em todos 0s municipios.
recomendacdo  Notificar e investigar eventos adversos p6s-vacinais.
de vacina Notificar e investigar, em menos de 24 horas, casos humanos suspeitos.
(ACRV) Notificar e investigar, em menos de 24 horas, epizootias de primatas.

Manter demais a¢des para captagdo precoce e tratamento dos casos de FA.

Promover a vacinacdo oportuna para viajantes com destino a ACRV.
Desenvolver estratégias de deteccdo precoce da circulagdo viral.
3 Ampliar a vigilancia de casos humanos suspeitos (vigilancia de sindromes febris
Areas sem ) o . )
. ictero-hemorragicas agudas e de obitos sem causas conhecidas)
recomendacao de

. Ampliar capacidade de resposta do servico (capacitacdo de profissionais, interface
vacina (ASRV)

com atencdo basica para fortalecimento das agbes de informacdo, vigilancia e

imunizacéo, e agdo integrada com setores de turismo, meio ambiente, educacéo e

comunicago).

Quadro 1: Classificacdo das areas de risco de transmissao de febre amarela e estratégias de

controle da doenca.

Assim, a partir da ESPIN de 2008, observou-se um aumento das dareas de
recomendagdo de vacinag¢do em fungdo da expansdo dos casos de febre amarela para além da
Regido Amazénica, especificamente nas regides Centro Oeste, Sudeste e Sul do Pais. Com o
objetivo de conter a expansdo da transmissdo da doenca, antecipando-se ao periodo de
transmissdo sazonal de 2009 e 2010, a area com recomendacdo de vacinacdo na rotina foi
ampliada com a inclusdo de 330 municipios, sendo 271 municipios no Rio Grande do Sul, 44
em Séo Paulo, 11 em Santa Catarina e 4 no Parana. Naquele momento, a area de expansao da
ocorréncia da febre amarela e, consequentemente, da recomendagdo da vacina na rotina,
passou a ser composta por um contingente populacional de 8.596.106 habitantes: 993.289 em
Sdo Paulo, 96.897 em Santa Catarina, 76.380 no Parana e 7.429.540 no Rio Grande do Sul
(Ministério da Satde, 2009).

Atualmente, a area com recomendacao da vacina inclui diversos municipios, nas cinco

regides brasileiras, aproximando-se cada vez mais do litoral, como representado na Figura 5.
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Figura 5: Brasil — Areas de recomendagio de vacina contra Febre Amarela, Brasil, 2014.

Fonte: Secretaria de Vigilancia em Satde, Ministério da Satude, Brasil.

1.2. Vacina Contra Febre Amarela

A vacinacdo contra febre amarela é considerada a medida mais eficaz para o controle e
prevencao da doenca (Ministério da Salde, 2014a).

A vacina é descrita como segura e altamente imunogénica, cCOm propor¢do de
soroprotecdo em 95% a 99% dos vacinados, sendo bem tolerada e raramente associada a
eventos adversos graves (Ministério da Salde, 2008; Ministério da Saude, 2009). Induz a
formacao de anticorpos protetores de longa duragdo, de surgimento em geral nos primeiros 30
dias apds a vacinagdo. Dessa forma, confere protecdo individual e coletiva na populagdo, e
bloqueia a propagacdo geografica da doenca a partir de uma barreira de imunidade,
prevenindo epidemias (Camacho et al, 2004).

As vacinas contra febre amarela atualmente disponiveis para imunizag¢do ativa sdo
vacinas de virus vivo atenuado, produzidas a partir do cultivo de cepas atenuadas do virus da
febre amarela em ovos embrionados de galinhas livres de agentes patogénicos, de acordo com
as normas estabelecidas pela Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization,
1998 e 2008).
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Duas diferentes subcepas da vacina de virus vivo atenuado de febre amarela, 17D-204
e 17DD, vém sendo utilizadas em larga escala no mundo. Elas possuem a mesma origem, e
foram obtidas a partir do virus selvagem de febre amarela isolado de um paciente acometido
de forma ndo letal pela doenga (Asibi strain), em Gana, Africa, em 1927 (World Health
Organization, 2013Db). No Brasil, a vacina distribuida pelo Programa Nacional de Imunizagdes
¢ produzida, partir da subcepa 17DD, pelo Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos Bio-
Manguinhos/Fiocruz (Ministério da Saude, 2008).

A vacina deve ser administrada por via subcutanea, de preferéncia na regido deltoide,
na face externa da parte superior do brago, podendo também ser administrada, no quadrante
superior externo da regido do glateo. Estd indicada a partir dos 9 meses de idade em
residentes e viajantes para areas endémicas ou a partir de 6 meses de idade em situacdes de
surto da doenca, conforme recomendacdo do Ministério da Satde do Brasil (Ministério da
Saude, 2014a).

Além do uso na rotina de imunizagdes em unidades bésicas de saude e em unidades da
Vigilancia Sanitaria, a vacina tem sido usada em campanhas de imunizacdo em massa para
conter surtos. A vacinagao entre os seis € nove meses de idade podera ser feita em situagdes
de alto risco a doenga, como epidemias, a critério das autoridades sanitarias (Ministério da
Saude, 2009). A decisdo de vacinar os viajantes contra a febre amarela deve ser
individualizada, levando em conta o risco de contrair febre amarela no destino e os riscos de
eventos adversos pos-vacinais (Monath, 2004; Centers for Disease Control and Prevention,
2005-2006; Struchiner et al, 2004; Martins et al, 2007; Khromava et al, 2005; World Health
Organization, 2013b). Ela deve ser aplicada pelo menos 10 dias antes da viagem para as areas
de risco de transmissdo da doenga (Monath, 2004; Centers for Disease Control and
Prevention, 2005-2006).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a vacinacdo de gestantes e maes que
estejam amamentando deve ocorrer apenas durante epidemias ou no caso de viagens
inevitaveis para areas de alto risco. Em geral, gestantes e nutrizes ndo vacinadas devem ser
orientadas, se possivel, a ndo viajar para areas de risco de transmissdo de FA. Para individuos
com 60 anos ou mais de idade, em fungdo do maior risco da ocorréncia de eventos adversos
graves apés a vacinacéo, € necessario que se faca uma avaliacdo da relagéo risco-beneficio da
vacinacdo. E contraindicada para aqueles individuos com histdria de intolerancia grave ou
reacOes alérgicas intensas aos produtos derivados de ovos, imunodeficiéncia congénita ou

adquirida e infeccdo sintomatica pelo HIV (World Health Organization, 2013b).
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1.2.1.Esquema Vacinal

A aplicacdo da vacina contra febre amarela segue os calendarios nacionais de
imunizacdo, os quais sdo guiados pelas recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude.
Em geral, a vacina é indicada a partir dos 9 meses de idade, para residentes ou visitantes de
areas com risco de transmissdo da doenca (World Health Organization, 2013b).

Segundo recomendac6es da OMS, a vacina contra febre amarela deve ser administrada
em crianca com idade entre 9 e 12 meses de idade nos paises endémicos para essa doenca.
Todos os paises com areas de risco para febre amarela devem estabelecer cronogramas de
introducgdo da vacina contra febre amarela nos seus programas nacionais de imunizacao. Além
disso, campanhas de vacinacdo em massa sdo recomendadas para os habitantes de areas de
risco para febre amarela e baixa cobertura vacinal. Nesse caso, vacinacdo deve ser oferecida a
todos os individuos com idades maiores ou iguais a 9 meses de idade residentes em &reas com
casos relatados. No caso de viajantes, a vacina deve ser oferecida para 0s viajantes nao
vacinados, viajando de ou para areas sob risco, exceto se pertencerem a algum grupo para o

qual a vacina contra febre amarela esteja contraindicada.

Até recentemente, considerando como de dez anos a duracdo maxima da protecdo
contra infeccdo conferida pela vacina, o Regulamento Sanitario Internacional (RSI)
recomendava um reforco vacinal a cada dez anos, de modo que o certificado de vacinagdo ou
revacinacdo exigido a critério de cada pais participante, era valido apenas por esse periodo.
No entanto, em maio de 2014, a Assembleia Mundial da Saude da OMS, aprovou uma
alteracdo do anexo 7 do Regulamento Sanitario Internacional de 2005 (World Health
Organization, 2005), estipulando que o periodo de protecdo conferida pela vacina contra a
febre amarela, e consequentemente, o prazo de validade do certificado internacional, deveria
mudar de dez anos de duracdo para toda a vida da pessoa vacinada. Essa alteracdo entrara
legalmente em vigor em junho de 2016, até quando o texto atual referente a vacinagéo contra
febre amarela do RSI e o certificado de vacinacdo corrente continuam a valer. Dessa forma,
alguns paises podem continuar solicitando comprovante de vacinagdo nos ultimos 10 anos aos
seus viajantes.

No Brasil, onde a vacina € aplicada rotineiramente partir dos 9 meses de idade em
residentes e viajantes das Areas com Recomendacdo da Vacina ou em campanhas de
vacinacdo, inclusive a partir de 6 meses de idade em situacOes de surto da doenca, a

revacinagdo a cada dez anos era recomendada pelo Programa Nacional de Imunizagdes até
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recentemente. Entretanto, a partir de agosto de 2014, considerando as evidéncias cientificas
disponiveis sobre a duracdo da imunidade pela vacina contra febre amarela e a situacdo
epidemiologica da febre amarela no Brasil, o Ministério da Saude do Brasil revisou o
esquema de vacinagdo e estabeleceu as seguintes orientagdes para o uso da vacina contra
febre amarela: (i) em individuos residentes ou viajantes para as Areas com Recomendagéo da
Vacina deve ser administrada aos 9 meses de idade com um reforgo aos quatro anos, com um
objetivo de resgatar as potenciais falhas primarias e secundarias da vacina em lactentes; (i)
para aqueles individuos maiores de quatro anos de idade, residentes ou viajantes para areas
endémicas, devera ser aplicada uma dose de refor¢o apos dez anos da aplicacdo da primeira
dose. Entretanto, o Ministério da Satde do Brasil aguarda a conclusdo de estudos de
persisténcia de imunidade a vacina contra febre amarela, como forma de obtencao de
evidéncias cientificas consistentes para a tomada de decisdo sobre a necessidade de
manuten¢do de uma tUnica dose de reforco apos 10 anos da aplicagdo da primeira dose
(Ministério da Saude, 2014b).

1.2.2. Seguranga da Vacina contra Febre Amarela

Embora seja uma vacina segura, eventos adversos associados a vacina contra febre
amarela podem ocorrer. Sdo geralmente eventos adversos leves, que ocorrem em cerca de 2%
a 5% dos vacinados, por volta do 5° ao 10° dia. As manifestacbes mais comuns sao dor local,
mal-estar, cefaleia, dores musculares, febre baixa e outros eventos leves, que duram em média
de 1 a 2 dias (Centers for Disease Control and Prevention, 2002 e 2005-2006; Monath et al,
2013).

De maneira bem menos frequente, podem ocorrer também eventos adversos mais
graves. No Brasil, tem sido observado maior risco de ocorréncia dessas situacdes em areas
onde ndo ha recomendacdo de vacina na rotina, e a sua aplicacdo ocorre a partir de campanhas
de vacinagédo (Ministério da Saude, 2008; Ministério da Saude, 2009).

Esta descrita uma viremia cerca de 4 a 10 dias ap0s a vacinacdo, com maior frequéncia
em torno do 5° dia (Monath et al, 2008; Camacho et al, 2005). Os anticorpos neutralizantes
aparecem entre uma e duas semanas apos a vacinagdo, atingindo nivel maximo trés a quatro
semanas depois, e persistem por longo tempo. A imunidade tem sido descrita como

persistente por no minimo 10 anos e, possivelmente, por toda a vida (Monath, 2004).
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A doenca viscerotropica aguda é uma complicagdo grave, na qual o virus vacinal
dissemina-se para diversos 6rgdos, com choque, derrame pleural e abdominal, faléncia
multipla de 6rgdos e alta letalidade. O estudo detalhado de dois casos de viscerotropismo por
um comité internacional de especialistas, solicitado pelo Ministério da Saude do Brasil, ndo
evidenciou mutagdes significativas no virus vacinal 17DD e concluiu que sdo eventos muito
raros, determinados por fatores estritamente individuais (Galler et al, 2001; Vasconcelos et al,
2001). De forma semelhante, vacinas produzidas a partir da cepa 17D-204 também
apresentaram este tipo de reacdo adversa (Chan et al, 2001; Martin et al, 2001; Gerasimon e
Lowry, 2005; Doblas et al, 2006). Ha evidéncias que sugerem maior risco de tais eventos
graves em pessoas idosas (Khromava et al, 2005; Lawrence et al, 2004). Entretanto, a
despeito da ocorréncia desses eventos, a avaliacdo de risco-beneficio € altamente favoravel a
vacinacdo em areas endémicas e em outras situacdes de risco (Struchiner et al, 2004; Martins
et al, 2007).

De acordo com o Sistema Nacional de Vigilancia de Eventos Adversos Pds-Vacinais,
um sistema passivo de vigilancia de eventos adversos a vacinas, do Ministério da Saude, 1994
eventos adversos a vacina de febre amarela foram relatados entre os anos de 2000 e 2008,
quando 101.564.083 doses de vacina de febre amarela foram administradas. Os eventos
adversos foram muito mais frequentes ap6s a primeira dose do que apds revacinaces. Nesse
periodo, foram relatados 26 casos de doenca viscerotropica associados a vacina 17DD
produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz, 21 no Brasil e 5 em outros paises, dos quais 19
foram confirmados, 4 provaveis e 3 suspeitos, com letalidade de 92,3% (Martins et al. 2010).

A vacina contra febre amarela apresenta um grau minimo de neuroviruléncia, com
ocorréncia de raros casos de encefalite pds-vacinal em seres humanos, especialmente em
criangcas muito pequenas. No periodo compreendido entre 1952 e 1960, quando ndo havia
restricoes quanto a idade minima para administracdo da vacina contra febre amarela,
ocorreram 15 (quinze) casos, todos em menores de sete meses de idade. Até 2002, 25 (vinte e
cinco) casos de meningoencefalite associados temporalmente a vacina contra febre amarela
foram descritos no mundo (Monath, 2004). Nos Estados Unidos, desde 1992, 05 (cinco) casos
de encefalite em adultos receptores da vacina contra febre amarela foram notificados ao
Sistema de Notificacdo de Eventos Adversos a Vacinas (US Vaccine Adverse Event Reporting
System — VAERS). Além disso, foram notificados 10 (dez) casos de doenca neurologica

autoimune, incluindo sindrome de Guillain-Barré e encefalomielite disseminada aguda. Todos
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esses casos neurologicos ocorreram de 4 a 23 dias ap6s a vacinagdo e apos a primeira dose
(Centers for Disease Control and Prevention, 2005-2006; McMahon et al, 2007).

Hayes, em estudo de revisdo da literatura, estimou o risco de anafilaxia em
0,8/100.000 doses; o risco de doenca neurotrépica em 0,4/100.000 doses; e o de doenca
viscerotrépica em 0,3/100.000 doses (Hayes, 2007).

Em campanhas realizadas no Brasil, os eventos adversos graves foram relatados com
frequéncias muito maiores. Em 2009, em campanha contra febre amarela em S&o Paulo,
foram relatados 3 casos confirmados e 2 provaveis de doenca viscerotropica associada a
vacina de febre amarela, com uma frequéncia de 0,31/100.000 doses administradas. Em
campanha no Rio Grande do Sul, foram relatados 2 casos confirmados e 2 casos provaveis de
doenca viscerotropica associada a vacina de febre amarela, correspondendo a uma frequéncia
de 0,11/100.000 doses administradas. Nessa Ultima campanha, foram confirmados 35 casos de
meningite asséptica (0,97/100.000 doses administradas) e 2 casos provaveis de sindrome de
Guillain-Barré (0,06/100.000 doses administradas), com um total de eventos neuroldgicos de
aproximadamente 1,1/100.000 doses administradas. Também no Rio Grande do Sul foram
confirmados 2 casos de meningite adquiridos através do leite humano (Couto et al, 2009).

Reacdes de hipersensibilidade ocorrem nas primeiras 2 horas apds a vacinacdo
(erupcdes, urticéria, broncoespasmo) e sdo extremamente raras. A taxa de casos registrados
pelo Sistema Nacional de Vigilancia de Eventos Adversos P6s-Vacinais, um sistema passivo,
durante o periodo de 2005 a 2010 foi 0,76 (2005), 0,68 (2006), 0,32 (2007), 0,29 (2008), 0,12
(2009) e 0,14 (dados preliminares de 2010) por 100.000 vacinacGes. A taxa de incidéncia de
reacOes anafilaticas é de 0,015/100.000 vacinagbes (dados de farmacovigilancia, nédo
publicados). Estas reaces sdo atribuidas as proteinas do ovo, ou a outros componentes da
vacina, como a gelatina, a canamicina e a eritromicina. Eventos adversos multiplos e graves
envolvendo contaminacdo bacteriana resultaram de erros técnicos de manuseio e

administragdo da vacina (Monath, 2004).

1.2.3. Eficécia da vacina contra febre amarela

N&o existem estudos classicos de eficacia vacinal contra febre amarela relatados em
humanos. Entretanto, diversas observacdes tém indicado a protecdo conferida pela vacina a
seres humanos, como: (i) a reducdo dos casos de infeccdes associadas a procedimentos de

laboratorio em trabalhadores vacinados; (ii) a observagdo seguida a introdugdo da vacina
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contra febre amarela no Brasil e outros paises da América do Sul, nos quais apenas 0s
individuos ndo vacinados adquiriram febre amarela; (iii) e o rapido desaparecimento dos
casos de FA durante campanhas de vacinacdo iniciadas durante epidemias. Segundo Monath e
colaboradores (2008), a partir de dados ndo publicados comparando a incidéncia de FA entre
vacinados e ndo vacinados durante a epidemia da Nigéria em 1986, foi possivel estimar uma
efetividade vacinal de aproximadamente 85%.

Em todo o mundo, em 70 anos de utilizacdo da vacina (de 1942 a 2012), apenas 12
casos de febre amarela causada pelo virus selvagem foram identificados em individuos
vacinados, e o status soroldgico pos-vacinal de nenhum desses individuos é conhecido. Dessa
forma, ndo se sabe se esses casos falharam ao desenvolver imunidade a uma vacina
adequadamente aplicada ou se receberam uma vacina deteriorada em funcdo de problemas
com a cadeia de frio, manuseio e/ou aplicacao (Gotuzzo et al, 2013).

No Brasil, assim como em outros paises da América do Sul, a eficacia da vacina
contra febre amarela ¢ demonstrada pelas observacdes de mais de 60 anos de utilizagdo dessa
vacina, sendo muito rara a ocorréncia da doenca em pessoas vacinadas. No Brasil, a doenga
esta sob controle pela vacinagdo sistematica da populacdo sob risco, com poucos casos
relatados (Ministério da Saude, 2004).

Um estudo comparativo realizado com duas vacinas contra febre amarela - cepa 17DD
e cepa WHO-17D — em adultos jovens, demonstrou taxa de soroconversao igual ou superior a
98% em individuos previamente soronegativos para as duas vacinas. A intensidade da
resposta imune também foi semelhante para as duas vacinas, com titulos de anticorpos
neutralizantes variando de 14,5 a 18,6Ul/mL. Foi detectada viremia entre os dias trés e sete

em 2,7% dos participantes vacinados (Camacho et al, 2004).

1.2.4. Imunogenicidade da Vacina contra Febre Amarela.

De forma semelhante a infeccdo natural, a imunizacdo com a vacina contra febre
amarela ¢ seguida por uma rapida resposta imune especifica, mediada por anticorpos
neutralizantes, citoliticos e células T citotdxicas (Simdes et al, 2012).

Individuos saudaveis raramente falham no desenvolvimento de anticorpos
neutralizantes ap0s a vacinagdo. Alguns ensaios clinicos tém demonstrado que 80 a 100% dos
individuos vacinados desenvolvem titulos protetores de anticorpos neutralizantes dentro de 10

dias ap6s a vacinagdo, enquanto 99% atingem titulos protetores 30 dias apds a vacinacao
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(World Health Organization, 2013b). Entretanto, essa resposta imune € menos intensa em

lactentes do que em adultos (Nascimento et al, 2011; Gotuzzo et al, 2013).

1.2.4.1 Imunidade Humoral

A resposta humoral a infecdo pelo virus selvagem da febre amarela é caracterizada
pelo aparecimento de anticorpos do tipo IgM durante a primeira semana de doenga, com pico
durante a segunda semana ap0s o seu inicio e declinio rapido, em 30 a 60 dias, e a magnitude
dessa resposta de IgM é significativamente maior nos casos de infec¢do primaria em relacéo
aos casos com exposicao prévia a flavivirus, nos quais a proporcéo de IgM para IgG é baixa
(Monath et al, 2013).

Os anticorpos com atividade bioldgica, como os inibidores da hemaglutinacéo e os
neutralizantes, aparecem rapidamente, geralmente até o quinto dia da doenca, entretanto ndo
h& uma relacdo direta entre essas respostas em todos os casos. Os anticorpos inibidores da
hemaglutinacdo apresentam um pico entre 30 e 60 dias ap6s a infecgdo, com declinio
significativo dos titulos nos 6 meses seguintes. Ja 0s anticorpos neutralizantes persistem por
muitos anos apo6s a infeccdo natural por fere amarela, se ndo por toda a vida, proporcionando
protecdo completa contra a doenca no caso de reexposicdo ao virus, de modo que ndo ha o
registro de nenhum caso de segunda infeccéo clinica pela febre amarela. Anticorpos fixadores
de complemento (CF) aparecem durante a segunda semana ap6s o inicio dos sintomas, sobem
durante o periodo de convalescenca, e declinam entre 4 e 12 meses apds o seu inicio (Monath
etal, 2013).

As respostas dos anticorpos da classe IgM e dos anticorpos neutralizantes seguintes a
vacina sdo geralmente semelhantes a infeccdo pelo virus selvagem, exceto pelos anticorpos
fixadores de complemento que estdo ausentes nos individuos ndo expostos previamente a
flavivirus. As respostas de anticorpos a infec¢do primaria sdo especificas para o antigeno da
febre amarela. Individuos com imunidade heterologa prévia a outros flavivirus desenvolvem
amplamente as respostas de anticorpos de reacdo cruzada. A especificidade da resposta
imunitaria varia com o teste utilizado: o teste de inibicdo de hemaglutinacdo é menos
especifico, o de fixagdo do complemento é intermediario, e o teste de neutralizacdo é o mais
especifico. O ensaio Imunoenzimatico de captura de anticorpos IgM ligado a enzima (ELISA)
é especifico nos casos de infec¢do primaria, mas reacdes cruzadas podem ocorrer ao longo do

tempo e nos casos com exposicao prévia a flavivirus (Monath et al, 2013).

34



Correlatos de Soroprotecéo

Correlatos soroldgicos de protecdo para febre amarela ndo estdo estabelecidos em
humanos. A determinacédo da eficacia conferida pela vacina baseia-se em estudos de desafios
realizados em primatas ndo-humanos, os quais ndo seriam considerados éticos em humanos
(Centers for Disease Control and Prevention, 2010). No entanto, as evidéncias de efetividade
dos programas de imunizacdo no controle da febre amarela sugerem que os individuos
soropositivos apds a vacinagdo estdo protegidos contra a doenga (Monath et al, 2008). Assim,
0s anticorpos neutralizantes sdo considerados como a melhor medida de resposta imune a
vacinacdo ou a infeccdo natural. O teste de neutralizacdo por reducdo de placa ou PRNT € o
método mais sensivel, reprodutivel e menos custoso de medida de anticorpo neutralizante
disponivel, sendo considerado como o teste de referéncia para essa avaliacdo. E um ensaio
funcional que mede a habilidade do soro em neutralizar o virus da febre amarela e tem sido
frequentemente utilizado como teste diagndstico para a determinacdo da presenca ou auséncia
de anticorpos neutralizantes, assim como para a sua titulagcdo (De Madrid e Porterfield, 1969;
Spector e Tauraso, 1968; Centers for Disease Control and Prevention, 2010).

Apesar do PRNT ser o padrdo-ouro para determinacdo dos anticorpos neutralizantes
para febre amarela, diferencas metodoldgicas entre os laboratérios podem influenciar a
sensibilidade do método e dificultar a comparagdo entre estudos (Monath et al, 2008). Por
isso, € fortemente recomendavel a utilizacdo de um soro imune de febre amarela de referéncia
internacional para reporte dos titulos em unidades internacionais (Ul / ml), de modo a permitir
a padronizacdo dos resultados (Ferguson e Heath, 2004).

O teste de neutralizacdo por reducdo de placa em 96 pogos (micro-PRNT) foi
desenvolvido com o objetivo de otimizar recursos e permitir 0 manejo de grandes quantidades
de soros, como 0 necessario em ensaios clinicos com vacinas de febre amarela. Em 2012,
Simdes e colaboradores publicaram um trabalho no qual foram avaliadas a confiabilidade e a
acurécia dos testes de micro-PRNT50 e micro-PRNT90, desenvolvidos pelo Laboratério de
Tecnologia Viroldgica de Bio-Manguinhos/Fiocruz, em um grupo de 200 adultos, do sexo
masculino, imunizados com a vacina 17 DD. A diferenca entre o micro-PRNT 50 e 90
corresponde ao percentual (50 ou 90%, respectivamente) da reducdo do ndmero de placas
apos a diluicdo do soro em relac@o ao controle de virus. O titulo de anticorpos neutralizantes
detectados pelo PRNT50 ou PRNT90 é definido pela reciproca da diluicdo que reduziu o

namero de placas em 50% ou 90% em relagdo ao controle de virus, respectivamente. Para
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avaliacdo do desempenho de ambos os testes, foi utilizado como teste de referéncia 0 PRNT
em placas de 6 pocos.

No estudo de Simdes e colaboradores (2012), o micro-PRNT90 apresentou melhor
performance que o micro-PRNT 50, em termos de repetitividade (ICC variando de 0,78 a
0,79), reprodutibilidade - ICC 0,81 (0,77 a 0,85), sensibilidade (100%), especificidade
(94,7%) e acurécia global (95%). Foi também possivel determinar, por meio de uma curva
ROC (Receiver Operator Characteristic), que o valor de 2,9 Log10 mUI/mL (794mUl/mL
1:50) representa a melhor combinacéo entre sensibilidade e especificidade, tendo sido adotado

como ponto de corte para o referido teste.

Estudos de Imunogenicidade

Um estudo de imunogenicidade conduzido em adultos no Brasil, comparando as
vacinas de febre amarela 17D-204 e 17DD, demonstrou uma equivaléncia entre as vacinas,
com proporcdo de soroconversdo minima de 98% para aqueles individuos considerados
suscetiveis pré-vacinacdo (Camacho et al, 2004).

Ha evidéncias de que a resposta imune a vacina contra febre amarela nao é tao intensa
em lactentes quanto em criancas maiores e adultos. Em um estudo multicéntrico de
imunogenicidade (Grupo Colaborativo do Programa Nacional de Imunizagdes, 2003), a
vacina mostrou desempenho em criangas, inferior ao observado nos adultos: soroconversdo de
97% no grupo com idades de 10 anos ou mais, 94% nas criancas de 2 a 9 anos, 88% nas
criancas de 12 a 23 meses, 72% nas de 9-11 meses e 82% nas de 6-8 meses. Resultados
similares foram obtidos em um estudo de imunogenicidade no Peru (Belmusto-Worn et al,
2005) que mostrou proporc¢do de soroconversao apds vacinacdo com YF-VAX de 88,5% em
criangas de 18 a 36 meses e 92,3% no grupo etario de 9 a 18 meses e 92,3% no grupo etario
de 3 a 5 anos. Para a vacina de comparacao (Arilvax®), porém, a propor¢do de soroconversao
apos vacinacao foi maior e ndo pareceu influenciada pela idade: 95,8% no grupo com 9 a 18
meses e 96,6% no grupo etario de 5 a 10 anos. As mesmas vacinas imunizaram 99% dos
adultos nos EUA. Em estudo multicéntrico de imunogenicidade (Collaborative Group for
Studies with Yellow Fever, 2007) 83% das criancas vacinadas no primeiro ano de vida
mostraram duplicacdo dos titulos de anticorpos neutralizantes 30 dias ou mais apo6s a

vacinacao.
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Efeito Dose-Resposta da Vacina de Febre Amarela

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, o numero de particulas virais que
compdem a vacina deve ser de no minimo 1.000 MLDsp (dose letal média para 50% do lote
de camundongos testados) ou 3 logio Ul (Unidades Internacionais), ou o seu correspondente
em PFU (Unidades Formadoras de Placa) - cerca de 5.000 PFU. A razdo MLD 50/PFU varia
de vacina para vacina, em virtude de diferencas entre a sensibilidade dos ensaios utilizados e,
possivelmente, diferencas na viruléncia para camundongos, e a dose vacinal deve ser
preferencialmente informada em Unidades Internacionais (World Health Organization, 1998,
2008 e 2013b).

Em estudo de dose-resposta (Lopes et al, 1988), no qual voluntérios sadios de 18 a 47
anos (meédia 21,6 anos) foram vacinados com diferentes diluicbes do virus vacinal 17DD,
observou-se que vacinas com concentra¢fes maiores ou iguais a 200 PFU/dose apresentaram
elevada soroconversdo. Entretanto, esses dados devem ser considerados com reserva, em
funcdo do pequeno nimero de voluntérios estudados nos varios grupos e dos métodos
laboratoriais diferentes dos empregados atualmente.

Outros estudos, com pequeno numero de voluntarios, sugerem também que a dose
vacinal pode ser muito menor do que a utilizada atualmente (Monath et al, 2008). Alguns
estudos mostram, inclusive, que doses mais baixas podem induzir maior resposta de
anticorpos que doses mais altas, devido a um efeito de prozona ou a outros fatores associados
as doses mais altas, mas os resultados de varios estudos sdo contraditorios, com menores taxas
de soroconversao e titulos mais elevados com as doses menores (Fox e Penna 1943; Freestone
et al 1977; Lopes et al 1988).

Testes de poténcia com o produto final da vacina contra febre amarela de Bio-
Manguinhos/Fiocruz realizados em 2007 mostraram um valor médio para dose humana
(0,5mL) de 4,79 logio (61.660 PFU) / mL, com desvio padrdo de 0,13 logio (1,35). No teste de
termoestabilidade (14 dias a 37°C), o valor médio foi de 4,52 logio (33.113 PFU) / mL, com
desvio padrdo de 0,14 logio (1,38). Assim, a vacina contra FA de Bio-Manguinhos tem, antes
do teste de termoestabilidade, uma média de 12 vezes (de 7 a 24 vezes) mais particulas virais
do que o minimo estabelecido pela Organiza¢cdo Mundial de Saide (OMS). Apds o teste de
termoestabilidade, essa média € de 6,6 vezes mais particulas virais (de 2,3 a 12 vezes) do que
0 minimo preconizado pela OMS (Martins et al, 2013).

Com a ocorréncia de epizootias e a ampla disseminagédo de vetores, especialmente do

Aedes aegypti nas cidades, levando possivelmente & necessidade de vacinagdo de toda a
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populacédo brasileira e uma maior demanda por vacinas, o Ministério da Sadde do Brasil, em
2008, solicitou a Bio-Manguinhos/Fiocruz, a realizagéo de um estudo de dose-resposta com a
vacina contra febre amarela. Esse estudo deveria avaliar a imunogenicidade e seguranca em
formulagGes com menores concentragdes do virus vacinal (Martins et al, 2013).

Assim, em 2009, o Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos de Bio-Manguinhos
realizou o Estudo de dose-resposta da vacina contra febre amarela 17-DD produzida por
Bio-Manguinhos/Fiocruz, cujo objetivo era testar a hipdtese de que a vacina contra febre
amarela, atualmente utilizada pelo Programa Nacional de Imunizac@es, tem uma concentracao
de particulas virais muito acima da necesséria, e que vacinas com menores concentragdes -
respeitando o minimo recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude (World Health
Organization, 1998) - seriam igualmente imunogénicas e talvez menos reatogénicas em
adultos jovens. Dessa forma, seria possivel ampliar a capacidade produtiva de Bio-
Manguinhos para a vacina contra febre amarela, e consequentemente garantir um
fornecimento sustentado dessa vacina aos mercados nacional e internacional (Martins et al,
2013).

O Estudo de dose resposta da vacina contra febre amarela em adultos foi um estudo
randomizado e duplo-cego, realizado em adultos jovens saudaveis, recrutados em unidades
militares no Municipio do Rio de Janeiro/RJ, e 0 seu objetivo era saber se a vacina contra
febre amarela (VFA), usada em doses menores € tdo imunogénica e segura quanto a usada em
doses habituais. Nesse estudo, foi aplicada a vacina contra febre amarela tal como hoje ¢
formulada — chamada de vacina de referéncia - e em cinco concentracdes menores de
particulas virais — grupos experimentais (Martins et al, 2013).

Foram estudados 900 participantes de pesquisa, adultos jovens, do sexo masculino, 0s
quais foram divididos em seis grupos de 150 sujeitos cada um, que receberam a VFA em
doses decrescentes a partir de cerca de 60.000 PFU até cerca de 60 PFU, expressas em UI.
Foram avaliados a imunogenicidade, a partir da dosagem de anticorpos neutralizantes (em
coletas de sangue realizadas antes e cerca de 30 dias ap0s a vacinacao), a viremia pos-vacinal
(coletas de sangue entre trés a sete dias apds a vacinacao) e 0s eventos adversos pos-vacinais
(a partir de entrevista e exame médicos e realizacdo de exames bioquimicos), comparando-se
cada grupo experimental com o grupo da vacina de referéncia. Devido as informacgdes
inconsistentes relacionadas a possivel interferéncia dos anticorpos contra dengue com a
resposta imune a vacina de febre amarela, a sorologia para dengue (pré e p6s vacinal) foi

realizada para o estudo de possiveis interagdes. Cerca de dez meses apds a vacinagdo, com 0
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objetivo de avaliar a duragdo da imunidade em todos os grupos vacinados, foi feita nova
coleta de sangue para sorologia para febre amarela e dengue. Exames clinicos foram
realizados antes e apds a vacinagdo, e um caderno diario de eventos adversos foi preenchido
pelos voluntarios durante o periodo de estudo. Os seus resultados de imunogenicidade foram
apresentados para aqueles que eram suscetiveis a febre amarela antes da vacinagdo e aderiram
ao protocolo (N=749, Tabela 1). Observou-se que as doses em Ul equivalentes a 52.480 até
1.122 PFU induziram soroconversdo e niveis de anticorpos neutralizantes para febre amarela
similares, demonstrando nédo inferioridade das concentragdes a partir de 1.122 PFU (587 UlI)

em relacdo a vacina comercial (52.480 PFU ou 27.476 UlI).

Grupo Soroconvers3o
PFU/dose Ul/dose N3o Sim Total Proporc¢do IC 95%
52.480 27.476 3 128 131 0.977 0.935; 0.995
19.953 10.447 1 114 115 0.991 0.953; 1.000
5.754 3.013 3 129 132 0.977 0.935; 0.995
1.122 587 4 127 131 0.969 0.924; 0.992
302 158 14 108 122 0.885 0.815; 0.936
59 31 39 79 118 0.669 0.577;0.753

Soroconversdo: Mudanca do estado de soronegativo antes da vacinacdo para soropositivo ou aumento de pel
menos 4 vezes nos titulos.

Soropositividade: Titulo p6s-vacinal >2.7 log10 mUI/mL, aproximadamente < 1:20 em diluicao.

Tabela 1: Taxas de soroconversdo de acordo com a concentracdo de virus na vacina
contra febre amarela - Estudo de dose-resposta da vacina contra febre amarela 17-DD

produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz.

FONTE: Martins et al. 2013
A imunidade dos que soroconverteram para febre amarela foi mantida durante cerca

de 10 meses, exceto no grupo de menor dose (59 PFU ou 31 Ul). A analise da viremia nédo
mostrou relacdo estatisticamente significativa da dose vacinal com positividade ou
intensidade das mesmas. Houve alta soropositividade para dengue antes da vacinagdo contra
febre amarela, o que contribuiu para diminuir a frequéncia de viremia (isolamento viral). A
sorologia para dengue ndo teve influéncia relevante nos resultados da imunogenicidade,
exceto no grupo de menor dose (59 PFU), em que o Titulo Geométrico Médio (TGM) para
febre amarela foi menor naqueles voluntarios com sorologia para dengue pré-vacinal positiva.
A reatogenicidade foi baixa e ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos para os eventos adversos observados, exceto dor local, mais frequente no grupo de

referéncia (Martins et al. 2013).
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Como hé evidéncias de que a resposta imune a vacina contra febre amarela ndo é téo
intensa em lactentes quanto em criangas maiores e adultos (Belmusto-Worn et al, 2005;
Grupo Colaborativo do Programa Nacional de Imunizagdes, 2003), tornar-se-ia necessaria a
realizacdo de estudo semelhante em lactentes. Assim, em continuidade ao estudo de dose-
resposta da vacina contra febre amarela 17-DD produzida por Bio-Manguinhos/Fiocruz
realizado em adultos, foi proposto por esse mesmo Instituto um estudo de dose-resposta da
VFA em criangas com o objetivo de avaliar a possibilidade da sua aplicacdo em dose menor
do que a utilizada atualmente também nesta faixa etaria, com um aumento da disponibilidade
desta vacina a populagdo e possivel reducdo da reatogenicidade. Esse estudo confirmaria os
resultados do estudo de dose-resposta em adultos também na faixa etaria pediatrica,
permitindo o registro e a comercializagdo da nova formulag¢do da vacina em adultos e criangas
a partir de nove meses de idade, entretanto, por questdes de formulacdo das vacinas

experimentais, ainda ndo foi iniciado.

Imunidade celular conferida pela vacina contra febre amarela

Existem poucas evidéncias relativas a eficacia da vacina contra febre amarela mediada
por células imunes (Gotuzzo et al, 2013). Estudos incluindo uma analise da resposta de
células T CD8+ especificas para o virus a partir de peptideos, abrangendo todo o genoma
viral, foram realizados em individuos vacinados com a vacina contra febre amarela produzida
a partir da cepa 17D, e os seus resultados demonstraram que essa vacina induz uma ampla
resposta de células T CD8" tendo como alvo varios epitopos dentro de cada uma das proteinas
virais (Akondy et al, 2009).

A memoria imunologica ¢ a base da protecdo induzida pela vacina, e as células de
memoria T CDS8 + constituem um importante componente celular dessa imunidade. Estudos
de infecgdes virais tém demonstrado que as células T CD8 + de memoria causam protecao de
longa duragdo, pois a expansdo clonal antigeno-dirigida resulta em uma resposta antiviral
dinAmica mediada por células T CDS8", inicialmente, manifestada por uma depuragdo de
patogeno via moléculas citotoxicas e citocinas efetoras e, posteriormente, pela presenca de
uma pequena populagdo de células de memoria, as quais podem ser rapidamente recrutados
para neutralizar infecgdes subsequentes. A capacidade da vacina contra febre amarela, cepa
17D (VFA-17D) de infectar as células dendriticas e ativar multiplos Toll-Like receptors ¢é
fundamental para a geracao da resposta imune adaptativa robusta vista apds a vacinagao.
Como consequéncia, ¢ desenvolvida uma memodria imunologica que compreende a
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capacidade de produzir rapidamente anticorpos neutralizantes, assim como os efetores
celulares T CD8", que sdo provavelmente uteis para matar as células infectadas com o virus
que escapam a resposta humoral (Akondy et al, 2009).

Alguns trabalhos tém demonstrado o aumento de linfocitos T CD4+ e CD8+ nos
primeiros 14 dias apds a vacinagdo contra febre amarela, antes do inicio da producdo de
anticorpos neutralizantes, sugerindo uma ativacdo do sistema imune celular. Reinhardt e
colaboradores demonstraram um aumento de neopterina e beta2-microglobulina entre 2 e 6
dias apds a vacinacdo com a VFA-17D, como primeiros parametros de ativacdo imune, em
individuos primovacinados. Em paralelo a viremia, ocorreu um significativo aumento das
células T CD8 circulantes, com pico em torno do 5° dia pds vacinacéo (Reinhardt et al, 1998).
Numa coorte de 40 vacinados com VFA-17 D e acompanhados por um ano apds a vacinagao,
Gaucher e colaboradores demonstraram que imunizacdo com a VFA-17 D leva a uma
resposta imune integrada, com componentes de imunidade inata, incluindo o complemento, o
“inflammasome” ¢ interferons, além da imunidade adaptativa, com uma resposta das células T
precoce, seguida de uma rapida e varidvel resposta de céelulas B. Assim, o envolvimento
dessas células efetoras do sistema imune leva ao desenvolvimento de uma resposta imunitaria
ampla, polifuncional e persistente (Gaucher et al, 2008).

Pelos dados apresentados acima, é de grande de importancia a inclusdo do estudo da
imunidade celular no contexto de avaliacdo da imunogenicidade e eficacia a vacina contra
febre amarela. Apesar da ja conhecida eficacia vacinal no controle da febre amarela ao longo
de varias décadas, 0 mecanismo celular e molecular pelo qual a vacina contra febre amarela
induz uma imunidade amplificada ainda é pouco conhecido. Com esse proposito de ampliar
os estudos de imunidade celular em individuos adultos vacinados, alguns estudos tém sido
conduzidos no Brasil. No estudo comparativo de imunogenicidade entre as vacinas oriundas
das cepas 17-D e 17-DD, observou-se que ambas as vacinas induzem um misto de resposta
inflamatoria e regulada por citocinas, suportando a utilizagdo da vacina 17-DD nas rotinas de
imunizagdo (Campi-Azevedo et al. 2012). Como parte do estudo de dose-resposta de Martins
e Colaboradores (2013), foi realizada avaliacdo de imunidade celular, a partir da analise dos
marcadores séricos IFN-y e IL-10, a qual corroborou os resultados de imunidade humoral,
fornecendo evidéncias a possibilidade de uso da vacina contra febre em uma dose cerca de 10
vezes menor que a dose habitual (Campi-Azevedo et al, 2014). No Estudo de Duracéo da
Imunidade Pds-Vacinacdo contra Febre Amarela em Adultos (Collaborative Group for

Studies on Yellow Fever Vaccines, 2014), a analise do componente de imunidade celular
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demonstrou que os fenotipos de memoria especifica contra febre amarela aumentaram cerca
de 30 a 45 dias ap06s a vacinacao, em relacdo a avaliagdo pré-vacinal, porém, decresceram por
volta de 10 a 11 anos apds a vacinacdo, podendo levar a indicacdo de necessidade de
revacinacdo dentro desse periodo (Campi-Azevedo et al, 2015).

Diante desses achados e com as evidéncias que se tem da resposta imune a vacina
contra febre amarela néo téo intensa em criancas menores (Belmusto-Worn et al, 2005; Grupo
Colaborativo do Programa Nacional de Imunizagdes, 2003), torna-se fundamental a incluséo
de criancas nesses estudos, especialmente, os individuos vacinados nos dois primeiros anos de
vida, grupo etério que representa a maior parte dos primovacinados nas areas em que a vacina
é parte do calendario rotineiro de vacinagdo das criangas. A partir da obtencdo de evidéncias
do comportamento de médio e longo prazo do estado imune apds vacinacdo contra febre
amarela nesse grupo etario, torna-se possivel orientar as decisdes sobre necessidades de
revacinacéo e as oportunidades para fazé-lo.

O presente estudo de imunidade humoral € parte de um projeto maior de pesquisa que
estudou paralelamente, em amostras de sangue coletadas simultaneamente, o componente
celular da resposta imune em avaliacdo conduzida no Centro de Pesquisas René Rachou
(CPgRR) /Fiocruz. Nesse estudo de avaliagdo de imunidade celular, foi feita a caracterizacdo
imunofenotipica de marcadores de linfocitos T e B de memoria e a avaliagdo de citocinas
intracitoplasmaticas em linfocitos T citotoxicos, em criangas entre 9 e 23 meses de idade, com
a finalidade de avaliar a variacdo do estado imune para febre amarela em intervalos de tempo
apos a primovacinacgdo. Para essa avaliacdo, 800 criancas com idades entre 9 meses e 12 anos
e selecionadas em unidades de salde da Regido Metropolitana de Belo Horizonte, foram
divididos em seis grupos de acordo com o tempo de vacinagdo: cerca de 30 a 45 dias (grupo
de referéncia), um, dois, quatro, sete e dez anos ap0s a primovacinacao. Todos os individuos
incluidos nessa analise de imunidade celular, com exce¢do do primeiro grupo ou grupo de
referéncia, eram participantes do estudo “Duracdo da Imunidade Pés-vacinacdo contra Febre
Amarela em Criangas”. O grupo de referéncia, composto por individuos de 9 a 23 meses de
idade primovacinados ha 30-45 dias, foi obtido a partir do estudo “Clinico Randomizado,
Duplo-cego”, com duas Vacinas contra Febre Amarela das Subcepas 17DD e 17D-213/77 em
Criangas (Collaborative Group For Studies With Yellow Fever, 2007), realizado nas mesmas
unidades de satude em 2006, partindo do pressuposto que a vacina e 0s procedimentos de
imunizacdo ndo sofreram alteracGes significativas ao longo do tempo e que as diferencas

observadas no estado imune seriam atribuiveis ao tempo poOs vacinagdo. A analise de
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marcadores de memdria celular em linfécitos T CD4" demonstrou uma reducgdo do indice de
CD4" naive nos grupos de 4 e 7 anos apds a vacinagdo em comparagdo com 0 grupo de
referéncia (30 a 45 dias pds-vacinagédo) e no grupo 10 anos em relacdo ao grupo de referéncia
e ao grupo de um a dois anos ap6s a vacinacdo. Ja no indice de CD4" meméria central houve
uma diminuigdo nos grupos 4, 7 e 10 anos em relagcdo aos grupos 30-45 dias e um ano.
Também houve uma diminuicao significativa nos indices de CD4" memodria efetora no grupo
7 anos em comparacdo ao grupo de um ano pdés-vacinacdo. A andlise dos marcadores de
memodria imunoldgica celular em linfécitos T CD8* nédo apresentou diferencas significativas
entre os marcadores avaliados. A andlise de marcadores de memoria celular em linfécitos B
de criancas demonstrou um aumento dos indices de linfdcitos B naive nos grupos 1, 4, 7 e 10
anos pds-vacinacdo em comparacdo com o grupo 30-45 dias. Ndo houve diferencas
significativas no indice de linfécitos B memoria ndo classica. J& no indice de linfocitos B
memoria cléssica houve um aumento nos grupos 2, 4, 7 e 10 anos pos-vacinacdo em
comparagdo com o grupo 30-45 dias. Assim, demostrou-se nesse estudo que a vacinagdo
17DD induz um aumento das células T CD4" e linfécitos B de memdria um més pos-
primovacinacdo e que, de modo geral, esse aumento persiste até o 10° ano poOs-
primovacinacdo. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre diferentes tempos pos-
vacinais quanto a frequéncia de células TCD8" e a frequéncia de células CD8*Citocina*, em
relacdo a producdo de TNF-a*, IFN-y* e IL-5%. Com esses resultados de caracterizacao parcial
dos marcadores de superficie celular e intracelular de linfocitos T e B, induzida in vitro pelo
antigeno vacinal 17DD em criancas primovacinadas com idades entre 9 e 23 meses, 0S
pesquisadores do CPgRR levantaram a hipotese de que esses biomarcadores possam definir a
manutencdo da memoria, o que pode ser confirmado quando novas analises forem realizadas
em células TCD4" e LB. Assim, sugerem que mais estudos, incluindo a identificacdo de
novos biomarcadores, a inclusdo de um grupo de mais de 10 anos pos-primovacinacéo, e a
inclusdo de um grupo controle composto por criancas ndo vacinadas com amostras pareadas
pré e 30-45 dias apds a vacinacgdo, se facam necessarios a fim de buscar evidéncias sobre o
comportamento de longo prazo do estado imune ap0s vacinacdo, de modo a orientar as
decisdes quanto as necessidades de revacinagdo e as oportunidades para fazé-las (Rezende,
2014).
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Duracéo da Imunidade Conferida pela Vacina contra Febre Amarela

A duragéo da imunidade conferida pela vacina contra febre amarela tem sido alvo de
discussOes e revisdes. Segundo recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude de 2003,
além da vacinacao rotineira contra febre amarela em residentes e viajantes de areas com risco
de transmissdo da doenca a partir dos 9 meses de idade, estaria indicada também uma
revacinacdo desses individuos. Dessa forma, o Certificado Internacional de Vacinagéo contra
Febre Amarela seria valido apenas nos primeiros dez anos ap0s a vacinagdo primaria, sendo
requerida uma revacinacdo apos este periodo (Wilder-Smith et al. 2008). Entretanto, essa
recomendacéo de revacinacao tem sido questionada, pois alguns trabalhos tém indicado que a
protecdo conferida parece durar pelo menos 20 a 35 anos, podendo provavelmente perpetuar
por toda a vida (Gotuzzo et al, 2013).

Considerando os questionamentos relacionados a duracdo da imunidade conferida pela
vacina contra febre amarela e necessidade de revacinacdo, Gotuzzo e colaboradores (2013)
conduziram uma revisdo sistematica sobre a eficacia e duracdo da imunidade pela vacina
contra febre amarela em residentes de areas endémicas e viajantes. Nesse trabalho concluiram
gue a imunidade contra febre amarela pds-vacinal pode persistir por toda a vida e que, apesar
de uma queda de titulos de anticorpos ao longo do tempo, a manutencdo de coberturas de
vacinacao de cerca de 60 a 80% da populagéo sob risco pode prevenir a ocorréncia de surtos
nas areas afetadas.

Por consequéncia, em 2013, a recomendacdo de revacinacdo da Organizacdao Mundial
da Saude foi revista pelo Grupo Consultivo Estratégico de Especialistas (Strategic Advisory
Group of Experts - SAGE) em vacinas da Organizacdo Mundial da Salde, utilizando como
alicerces principais duas revisdes sistematicas, uma relativa a indicacéo de reforgos a cada dez
anos apds a vacinacdo inicial e outra sobre a seguranca da vacina quanto a ocorréncia de
eventos adversos graves pos-vacinais em idosos. Foram utilizados também dados de
vigilancia, os quais constataram que falhas vacinais sdo extremamente raras e que ndo ha
frequéncia maior de FA com um maior tempo apos a imunizacgdo. Dessa forma, a conclusao
do SAGE foi que uma dose da VFA seria suficiente para conferir imunidade sustentada, com
protecdo contra febre amarela ao longo da vida, de modo que ndo seria necessaria uma dose
de refor¢co. No entanto, sugeriu que a vigilancia em paises endémicos e ensaios clinicos
poderiam indicar grupos especiais 0s quais poderiam se beneficiar de uma segunda dose ou
dose de reforco da vacina de febre amarela, como os lactentes, por exemplo (World Health
Organization, 2013a; World Health Organization, 2013b).
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O Advisory Committee for Immunization Practices (ACIP), Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) também considera dose Unica da VFA como suficiente para protecdo
de longa duracdo e adequada para a grande maioria dos viajantes. Entretanto, recomenda
doses adicionais da vacina para profissionais de laboratorio que manipulem virus selvagem,
viajantes para areas com surtos ou Vviajantes com permanéncia prolongada em areas
endémicas (Stapleset al, 2015).

Como a evidéncia cientifica para recomendacdo ou contraindicacdo do reforco com a
VFA ainda € inconclusiva, o Collaborative Group for Studies with Yellow Fever, Brasil,
realizou um estudo para estimar a soropositividade e titulo medio geométrico em adultos com
diferentes tempos de vacinagdo, com o objetivo de fornecer dados para discussdo sobre a
necessidade e tempo de revacinacao.

Esse estudo, denominado Estudo de Duracdo da Imunidade Pds-Vacinagdo contra
Febre Amarela em Adultos (Collaborative Group for Studies on Yellow Fever Vaccines,
2014), foi um estudo transversal, multicéntrico, realizado em dois estados brasileiros, Rio de
Janeiro e Minas Gerais, nos quais foram selecionados 721 participantes de pesquisa, adultos,
de ambos os sexos, que haviam recebido uma Unica dose da vacina contra febre amarela em
algum momento de sua vida, com registro desta informacdo em caderneta de vacinagdo ou
registro médico. Foram excluidos do referido estudo aqueles individuos residentes ou que
tinham viajado para areas de risco para febre amarela, segundo o estabelecido pelo
Departamento de Vigilancia Epidemioldgica do Ministério da Salde, Brasil, com a finalidade
de evitar interferéncia no efeito booster nos niveis de anticorpos induzidos por uma dose da
vacina.

Para atender ao seu objetivo principal de comparar a taxa de soropositividade e 0s
titulos médios geométricos de anticorpos neutralizantes contra FA persistentes em adultos
primovacinados, esses anticorpos foram quantificados pelo método PRNTso, tendo 0s
seguintes pontos de corte para os resultados: (i) Sorologia positiva — titulos de anticorpos
neutralizantes maiores ou iguais a 2.9 logio mUI/mL ou a reciproca de dilui¢do 50; (ii)
Sorologia negativa — titulos menores que 2.5 logio mUI/mL ou reciproca de diluigdo menor
que 5; (iii) Sorologia indeterminada — titulos maiores ou iguais 2.5 e menores que 2.9 logio
mUI/mL ou reciproca de diluicdo maior que 5 e menor que 10. Testes sorologicos para
dengue (captura indireta de IgG por ELISA) também foram realizados, com o objetivo de
avaliar os efeitos dos anticorpos IgG contra dengue na resposta humoral & vacinagdo contra

febre amarela. Os participantes de pesquisa eram adultos jovens, de ambos 0s sexos,
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recrutados no servigo militar (unidades do exeército, Rio de Janeiro), entre trabalhadores da
Fiocruz (campus de Manguinhos, Rio de Janeiro) e entre usuarios de centros de salde do
municipio de Alfenas, Minas Gerais, e foram incluidos mediante entendimento e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, e avaliacdo dos critérios de elegibilidade.

Como tentativa de determinar o intervalo de tempo necessario para que a reposta
imunolégica pés-vacinal decline e indique a necessidade de revacinagdo, os participantes de
pesquisa foram agrupados arbitrariamente de acordo com 0 tempo ap0s a vacinagdo nas
seguintes categorias: 30 a 45 dias; 1 a 4 anos; 5 a 9 anos;10 anos; 12 ou mais anos. Nos
individuos avaliados de 30 a 45 dias ap0s a vacinagao, a presenca de anticorpos neutralizantes
foi avaliada também antes da vacinacéo, e a reposta imunoldgica neste grupo, recentemente
vacinado, foi considerada como padrdo de referéncia para a avaliacdo da variacdo dos niveis
de anticorpos ao longo do tempo. Dessa forma, para ser incluido no estudo, todos os
participantes deveriam ter recebido uma Unica dose da VFA pelo menos um ano antes,
documentada na sua caderneta de vacinacdo ou relatério médico ou nunca ter sido vacinado
antes, e ndo ter tido exposicao potencial a infeccdo natural para evitar interferéncia de efeito
booster nos titulos de anticorpos induzidos por uma dose.

O estudo incluiu 721 participantes de pesquisa, sendo 50,7% de unidades do Exército
situadas no municipio do Rio de Janeiro; 16,0% de trabalhadores da Fiocruz lotados no
campus de Manguinhos, Rio de Janeiro; 33,3% de usuérios de unidades de satde de Alfenas,
Minas Gerais. Desses, 691 (95.8%) atenderam a todos os critérios de elegibilidade e foram
incluidos na analise. Eram predominantemente do sexo masculino (73,4%), com idade entre
18 e 83 anos e tempo pds vacinacdao variando de 30 dias a 18 anos. Aqueles individuos
vacinados durante o estudo (grupo de referéncia) que apresentavam sorologia indeterminada
pré-vacinacdo foram excluidos da analise como forma de garantir que este grupo contivesse
apenas primovacinados, uma vez que ndo era possivel descartar vacinacdo prévia com estes
titulos intermediarios.

Cerca de 93% dos participantes de pesquisa do grupo de referéncia tornaram-se
soropositivos apds a vacinagdo (Tabela 2). Globalmente, a propor¢do de individuos
soropositivos foi de 86,2%, sem diferenca consideravel entre os vacinados no Rio de Janeiro
(86,3%) e em Alfenas, Minais Gerais (85,5%). Entretanto, o percentual de sujeitos com titulos
de anticorpos neutralizantes maiores que 2.9 logl0 mUI/mL (“soropositivos™) caiu
gradualmente entre 4 e 10-11 anos p6s vacinagdo. Porém, houve um inesperado aumento no

namero de individuos soropositivos no subgrupo vacinado ha 12 anos ou mais. A distribuigdo
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dos titulos de anticorpos, de acordo com o tempo decorrido apos a Unica vacinacgao, indicou
que o titulo mais elevado foi observado em individuos recém-vacinados (até 45 dias), com
uma reducdo acentuada cerca de 1 a 4 anos apés a vacinagdo, e um decréscimo mais discreto
apos 10-11 anos. Novamente, observou-se um inesperado e ligeiro aumento nos titulos de
anticorpos neutralizantes nos individuos vacinados ha 12 ou mais anos. De forma semelhante,
os titulos geométricos médios dos anticorpos neutralizantes declinaram consideravelmente até
10-11 anos apds vacinacgdo, voltando a aumentar para o grupo vacinado ha 12 anos ou mais
(Tabela 3; Figura 6).

Tempo desde a Titulos de anticorpos (logio mUl/mL)?
vacinagdo <2.50 2.50-2.89 >2.90 Total

N % N % N % N %
30 — 45 dias 3 2.4 5 4.0 117 93.6 125 100
1-4 anos 1 0.9 6 5.3 107 93.9 114 100
5-9 anos 5 6.0 9 10.8 69 83.1 83 100
10-11 anos 11 8.0 22 15.9 105 76.1 138 100
> 12 anos 11 5.8 17 8.9 163 85.3 191 100
Total 31 4.8 59 9.1 561 86.2 651 100

2 Titulos de anticorpos > 2.9 logio mUI/mL foram considerados como soropositivos.

Tabela 2: Titulo de anticorpos neutralizantes determinados pelo método de neutralizagéo por
reducdo de placa, de acordo com o tempo desde a vacinacao.

FONTE: Collaborative group for studies on yellow fever vaccines, 2014.

Tempo desde a

vacinacao TGM* LIF LS®

30-45 dias 125 8762.8 7042.6 10903.1
1-4 anos 114 3007.5 2535.7 3567.8
5-9 anos 83 2194.8 17254 2791.3
10-11 anos 138 1661.9 1362.4 2026.7
>12 anos 191 2123.1 1787.0 2522.5
Total 651 2824.6 2558.7 3118.1

a TGM: Titulo médio geométrico; ° LI: limite inferior do intervalo de confianca de 95%; ° UL.: limite superior de
intervalo de confianca de 95%.

Fonte: Collaborative group for studies on yellow fever vaccines, 2014.

Tabela 3: Titulos geométricos médios de anticorpos e seus intervalos de confianca de 95%

(mUl/mL).
47



4.0 Tempo@anos)@esdeENacinagaol
Ic<1
- } I1-4
I5-9
TE' 38 Iwumn
> I12+
S [ ]
é 364 T
o
i
) {
E, 344 *
<] L
AT
@ 32
£
(9}
© @
T 30+
(7]
O
&
8 28
S
=]
=
267
] I 1
18-30 n-55 60 +

Idadel
Fonte: Collaborative group for studies on yellow fever vaccines, 2014

Figura 6: Valores médios e intervalos de confianca de 95% para os titulos de anticorpos
neutralizantes (log10 mUI/mL) contra febre amarela de acordo com tempo desde a vacinagéo

e a idade.

Em consequéncia a todos esses estudos, 0 Ministério da Saude do Brasil reformulou as
recomendacdes sobre o esquema de revacinacdo do Brasil, que estdo descritas na segédo
1.2.1.Esquema Vacinal”.

Avaliacdo semelhante em criancas fora planejada pelo Collaborative Group for
Studies with Yellow Fever no estudo denominado “Dura¢do da Imunidade Pds-vacinacéo
contra Febre Amarela em Criangas”, realizado nos municipios de Contagem e Ribeirdo da
Neves, Minas Gerais, integrantes da Area com Recomendacdo de Vacinacdo (ARV) no
Brasil. Nesse projeto, entre os anos de 2010 e 2011, foram realizadas entrevistas e coletas de
sangue de 1195 criangas, com o objetivo de avaliar a variagdo do estado imune para febre
amarela de 1 més a 10 anos ap0s a primovacinagdo, em criangas vacinadas nos dois primeiros
anos de vida. Apds a coleta de dados, a distribuicdo dos tempos de vacinacéo foi classificada
em 6 categorias que mais se aproximaram dos tempos pds-vacinacdo inicialmente previstos
no protocolo do estudo: 30 a 45 dias (0 a 6 meses), 1 ano (7 a 18 meses), 2 anos (19 a 30

meses), 4 anos (31 a 72 meses), 7 anos (73 a 100 meses) e 10 anos (mais que 100 meses). Os
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niveis médios dos titulos de anticorpos foram inversamente proporcionais ao tempo de
vacinacdo, observando-se que a média geométrica dos titulos apés 9 anos de vacinagdo
correspondia a 60% do nivel observado até 6 meses ap6s (Tabela 4). Porém, para todas a
categorias de tempo poés-vacinacdo, foram mantidos os niveis de soropositividade, com
excecdo de uma crianga (Figura 6 e Figura 7). Apesar da reducdo nos niveis de anticorpos

relacionada ao tempo de vacinagao, quase todas as criangas eram soropositivas (Tabela 4).
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Figura 7: Distribuicdo dos titulos de anticorpos (miliunidades internacionais por mL)

segundo categorias de tempo de vacinacao contra febre amarela.
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Limites de 95% de
|dade . confianca Soropositividade
M Mediana da
(Meses) . N MGT | Lim. Inf. | Lim.
idade 0
%
Sup.
0-6 1,4 212 | 10581 10037 11154 100,0
7-18 13,4 194 | 8617 8079 9191 100,0
19-30 25,6 203 | 8362 7804 8958 99,5
31-72 51,1 205 | 6854 6404 7336 99,5
73 -100 84,9 195 | 7398 6932 7894 100,0
>100 120,5 179 | 6484 6058 6940 100,0

Tabela 4: Média e intervalo de 95% de confianca dos titulos de anticorpos (miliunidades
internacionais por mL) e proporc¢do de soropositividade, por tempo de vacinagdo contra febre

amarela.
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Figura 8: Titulos de anticorpos (logaritmo na base 10 dos titulos em miliunidades

internacionais por mL) contra febre amarela, segundo tempo de vacinacéo.
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E importante ressaltar, porém, que as analises descritas acima para criangas foram
realizadas em plasma heparinizado com o pressuposto de que revelariam 0s mesmos
resultados que o soro. Entretanto, uma verificagdo post hoc, comparando os resultados de
PRNT obtidos em soro, plasma heparinizado e plasma com EDTA revelou que os titulos
foram mais altos quando utilizado plasma heparinizado, e que a diferenca variava de forma
que ndo possibilitava a derivacdo de um fator de correcdo, para permitir a comparagdo com
dados de outros estudos que utilizaram soro. Dessa forma, as proporcdes de soroconversao
observadas pelo Collaborative Group for Studies with Yellow Fever na primeira avaliacdo em
criancas (Tabela 4) podem estar superestimadas, o que levou a realizagdo do presente estudo,
com nova andlise das mesmas amostras de plasma inicialmente coletadas, apds tratamento

com enzima de remocdo de heparina, de acordo com o descrito na se¢do de Métodos.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

e Avaliar a duracdo da imunidade para febre amarela em criangas de 9 meses a 12 anos de

idade, vacinadas nos dois primeiros anos de vida e que ndo foram revacinadas.

2.2. Objetivo primario

e Estimar e comparar a propor¢do de soropositividade e a média geométrica dos titulos
séricos de anticorpos neutralizantes contra febre amarela em criancas vacinadas
anteriormente (nos dois primeiros anos de vida) com Unica dose de vacina contra febre
amarela, com idade atual entre 9 meses a 12 anos, categorizadas segundo o tempo apos a

vacinacdo: 30 a 45 dias, 1 ano, 2 anos, 4 anos, 7 anos e 10 anos.

2.3. Objetivo secundario

e Comparar a proporcdo de soropositividade e a média geométrica dos titulos séricos de
anticorpos neutralizantes, com os resultados da analise de imunidade celular realizada pelo
CPgRR em amostras de sangue coletadas simultaneamente na mesma populacédo de estudo,

nos seguintes intervalos de tempo: (a) 30 a 45 dias ap6s a vacinacdo; (b) 1 ano apos

51



vacinacdo; (c) 2 anos apos vacinagdo; (d) 4 anos pds-vacinagao; (e) 7 anos apos vacinagao;

(f) 10 anos apds vacinagao.

3. METODO

3.1. Delineamento geral

Estudo seccional para analise do estado imune para febre amarela em grupos de
criancas vacinadas contra febre amarela nos dois primeiros anos de vida. Os grupos foram
definidos pelo intervalo de tempo decorrido entre a vacina¢do e 0 momento de captacdo para
este estudo. Em cada grupo foi estimada a propor¢do das criancas soropositivas e a média
geométrica dos titulos de anticorpos. Os dados foram obtidos do estudo “Duragdo da
Imunidade Poés-vacinagdo contra Febre Amarela em Criangas” — aqui chamado de “estudo
matriz” e seu complementar, denominado “Estudo Complementar da Duracdo da Imunidade
Pos-vacinagdo contra Febre Amarela em Criancas”. As analises de imunidade humoral foram
realizadas apds tratamento das amostras de plasma de ambas as fontes com Ecteola-
Celulose® visando a remocdo de heparina e minimizacdo dos efeitos dessa sobre os
resultados inicialmente observados no estudo matriz.

Os intervalos de tempo apo6s a aplicacdo da Unica dose da vacina de febre amarela

foram categorizados em grupos, 0s quais estdo descritos a seguir.

o Grupo 1 (referéncia): criancas primovacinadas ha 30 - 45 dias
o Grupo 2: criangas primovacinadas ha 1 ano

o Grupo 3: criangas primovacinadas ha 2 anos

o Grupo 4: criangas primovacinadas ha 4 anos

o Grupo 5: criangas primovacinadas ha 7 anos

o Grupo 6: criangas primovacinadas ha 10 anos

O grupo com 30-45 dias de vacinacao, representando a maxima intensidade esperada
da resposta imune induzida pela vacina, foi eleito como o grupo de referéncia para
comparagdo dos grupos vacinados ha 1, 2, 4, 7 e 10 anos neste estudo. Estes tempos foram
definidos arbitrariamente para orientar a captacdo de participantes de forma a obter uma
representacdo de varios grupos. Nao havendo limites biologicamente definidos para estas

categorias, os intervalos incluiram os tempos dispersos em torno do valor central tomado
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como referéncia. Como ndo sdo esperadas alteracBes bruscas de niveis de anticorpos, é
legitimo supor que o resultado de um teste sorolégico ap6s 5 meses de vacinagdo seja uma
aproximacdo aceitavel do nivel de anticorpos ap0s 2 meses, para fins de contrastes com
tempos de vacinacdo maiores.

No Estudo Matriz, a sorologia para febre amarela no grupo de referéncia foi realizada
somente apds a primovacinagdo contra febre amarela, assim como nos demais grupos de
tempo pés-vacinagdo. Entretanto, ao término da conducao do Estudo Matriz, foi identificada a
necessidade de realizacdo de um estudo complementar em criancas de 9 a 23 meses de idade,
com coletas de sangue pré-vacinacdo e cerca de 30 a 45 dias apds a vacinagdo, o qual foi
denominado de “Estudo Complementar da Duragao da Imunidade Pés-vacinagao contra Febre
Amarela em Criangas”. Os dados obtidos por esse estudo, também chamado aqui de “Estudo
Complementar 17, contribuiram para analise comparativa adicional dos dados relativos aos

demais tempos pos-vacinacao fornecidos pelo Estudo Matriz.

3.2. Populacéo-alvo

Criancas de 9 meses a 12 anos de idade residentes em areas onde a vacina contra febre
amarela comp@e o calendario basico de imunizagdes, que receberam a vacina na rotina das
unidades béasicas de imunizacdo nos dois primeiros anos de vida e ndo foram revacinadas. Os
participantes da presente pesquisa foram obtidos de duas fontes: do estudo matriz, conduzido
de janeiro de 2010 a julho de 2011, no qual foram incluidas criancas dos seis grupos de
pesquisa descritos na sessdo 3.1; e do estudo complementar que incluiu criangas com controle
de soroconversdo a partir de amostras pareadas pré e 30 a 45 dias pds-vacinacdo, a fim de
embasar o grupo de referéncia do presente estudo. Os locais de sele¢do dos participantes de
pesquisa foram os municipios de Ribeirdo das Neves e Contagem, pertencentes a regido
metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Estes municipios ja haviam
participado de estudos anteriores com a vacina contra febre amarela, por possuirem as
condi¢des propicias a realizacdo de estudos deste tipo (grande volume de vacinacdo de
lactentes e recursos humanos com disponibilidade e interesse em participar de projetos de

pesquisa).
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Critérios de elegibilidade

Foram elegiveis para o estudo matriz criancas de ambos 0s sexos, com idade entre 9
meses a 12 anos, primovacinadas contra febre amarela entre 9 e 23 meses de idade, com
tempo pos vacinacdo de cerca de 30 a 45 dias, 1 ano (intervalo de 12 a 15 meses), 2 anos
(intervalo de 24 a 27 meses), 4 anos (intervalo de 48 a 51 meses), 7 anos (intervalo de 84 a 87
meses) e 10 anos (intervalo de 120 a 123 meses), cujos responsaveis legais assinaram o termo
de consentimento. Os dados sobre data da vacinacdo foram obtidos a partir de registros nas
unidades de saude e confirmados com os responsaveis legais pelos participantes de pesquisa
no momento da entrevista de inclusdo. Algumas criangas haviam participado anteriormente de
um ensaio clinico randomizado com vacinas contra febre amarela, o qual também incluiu
individuos de 9 a 23 meses de idade e fora realizado em 2006, nas mesmas unidades de saude
(Collaborative Group For Studies With Yellow Fever, 2007). Entre os participantes desse
ensaio clinico, foram incluidas no estudo matriz aquelas criancas para as quais estavam
disponiveis as medidas de titulos de anticorpos contra febre amarela realizados apds a
vacinacdo e que apresentavam registro de soroconversdo pos-vacinacdo. No estudo
complementar, foram incluidas também criancas de 9 a 23 meses de idade, vacinados ha 30-
45 dias com controle de coletas de sangue pré e pés vacinais.

Ndo foram incluidas criancas com imunodepressdao permanente ou transitoria,
inclusive aquelas em tratamento com corticosterdides em doses acima 2 mg/kg de peso, e
aquelas com doencas autoimunes, imunodepressdo transitoria ou permanente, induzida por
doencas (neoplasias, AIDS etc.) ou pelo tratamento (drogas imunossupressoras, radioterapia
etc.). Uso de corticosteroides (p.ex., prednisona, dexametasona) por menos de 2 semanas, ou
de uso topico ou por inalacdo, ndo levaram a exclusdo do estudo, mas foram registrados no
questionario. Da mesma forma, ndo foram incluidas criancas com hemoglobinopatias e
criancas com antecedentes de transfusao de sangue ou de tratamento com soro hiperimune até
90 dias antes da coleta de sangue. Especificamente no “Estudo Complementar I” ao Estudo
Matriz também n&o foram incluidas criancas que tenham recebido outras vacinas no intervalo

de 30 dias antes ou depois da vacina contra febre amarela

3.3. Tamanho amostral

Para estimar a proporcdo de soropositividade esperada de 85% em criancas

(Collaborative Group For Studies With Yellow Fever, 2007), com limites de 95% de
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confianca e precisdo de 5 pontos percentuais para mais ou para menos (80% a 90%) seriam
necessarios aproximadamente 200 voluntarios em cada um dos grupos.

Com esse tamanho de amostra, uma propor¢do de 50% teria os limites de confianca de
43% e 57%. Supondo a proporcao de soroconversao de 85% no grupo de referéncia, ou seja,
de 30 a 45 dias de vacinagdo (Collaborative Group For Studies With Yellow Fever, 2007),
beta igual a 0,1 e alfa igual a 0,01 (para compensar analises multiplas), os 200 individuos em
cada grupo permitiriam detectar uma diferenca de pelo menos 20 pontos percentuais em
relacdo aos demais grupos. Hipoteticamente, se a propor¢cdo no grupo de referéncia for de

90%, a diferenga minima detectavel seria de 15 pontos percentuais.

3.4. Procedimentos do estudo

3.4.1. Recrutamento

Os potenciais participantes de pesquisa foram contatados e seus responsaveis
convidados a trazé-los a unidade de saude para sensibilizacdo sobre o estudo. O grupo de 10

anos de vacinacdo foi contatado antes de completar o tempo para revacinacao.

3.4.2. Incluséo

Um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) com os objetivos, métodos,
beneficios, riscos da pesquisa e indicacBes de como obter esclarecimentos adicionais foi
apresentado aos responsaveis legais pelas criancas durante o Estudo Matriz (Anexo 1) e 0
Estudo Complementar | (Anexo 2). Apds a concordancia com a participacdo no estudo e
assinatura do TCLE, uma verséo assinada foi entregue ao responsavel legal pelo participante.

3.4.3. Coleta de dados

Apos a inclusdo no Estudo Matriz e Complementar 1 foi aplicado um questionéario
(Anexos 3 e 4) para a coleta de dados: (i) gerais de identificacdo - nomes completos do
participante e da mae, data do nascimento, local de nascimento, endereco completo e telefone
para contato; (ii) antecedentes vacinais, com verificacdo das datas das ultimas doses no cartdo
de vacinagdo; (iii) problemas de saude atuais e uso de medicamentos; (iv) antecedentes

patoldgicos, inclusive eventos adversos apds vacina e soros hiperimunes (nome, dose,
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indicacdo, data do inicio e duracdo do uso) e de outras vacinas; (v) viagens realizadas apos a
aplicacdo da vacina contra febre amarela. O peso em gramas das criancas foi também medido
e registrado.

Para ambos os estudos, em seguida a entrevista, foram coletadas amostras de sangue
para avaliacdo dos desfechos de interesse do estudo, como as dosagens de anticorpos contra
febre amarela e analise de imunidade celular. Na oportunidade, foi oferecida aos participantes
do Estudo Matriz a realizacdo de dosagem de hemoglobina para diagnostico de anemia,
apenas como incentivo a participacdo, sem finalidade de pesquisa. No Estudo Complementar
I, foi agendada nova coleta de sangue para 30 dias apds a vacinacao, tolerando-se o intervalo

méaximo de 45 dias.

3.4.4. Coleta e processamento das amostras de sangue

No Estudo Matriz foram coletados cerca de 4 mL de sangue por puncdo venosa no
antebraco. No Estudo Complementar I, foram coletados 7mL (minimo 5 mL) de sangue total
imediatamente antes da vacinacdo e agendada nova coleta de sangue para 30 dias, tolerando-
se 0 intervalo maximo de 45 dias.

Em ambos os estudos, a coleta de sangue foi feita com tubos contendo o
anticoagulante heparina sodica, pois além de investigar a imunidade humoral, a partir da
dosagem de anticorpos neutralizantes, era essencial para os dois estudos investigar a
imunidade celular, com avalicdo do fendtipo de memdria e producédo de citocinas. Como para
a avaliacdo do componente celular € necessaria a obtencdo de plasma e o volume de sangue
coletado das criancas ndo poderia ser superior a 10mL, a equipe de pesquisadores daqueles
estudos optou pela coleta de sangue em tubo primario contendo anticoagulante. A escolha da
heparina sodica ocorreu por se tratar de um anticoagulante natural, ja encontrado in vivo, e
por ndo atuar como quelante de célcio, o que alteraria o processo de ativacdo celular, como
observado para os demais anticoagulantes (EDTA, CITRATO, CPDAL), permitindo a
realizacdo destes ensaios fenotipico-funcionais. Buscou-se assim a otimizacdo da coleta de
sangue de criangas pequenas evitando-se 0 excesso de volume de sangue.

Para avaliagdo da imunidade celular, as amostras de sangue em heparina foram
encaminhadas em temperatura ambiente ao Laboratério de Biomarcadores de Diagndstico e
Monitoragdo (LBDM/CPgRR-Fiocruz-MG), onde foram submetidas a processamento

preliminar de modo a separar as aliquotas para os diversos testes, com identificacdo das
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amostras por etiquetas autoadesivas contendo ndmeros que ndo permitiam ao laboratdrio
identificar o voluntario. Outra etiqueta com o mesmo numero foi afixada no questionario do
participante.

Para dosagem de anticorpos neutralizantes para febre amarela, as aliquotas de plasma
foram acondicionadas em criotubos etiquetados com cddigos numéricos, congeladas e
enviadas ao Laboratorio de Tecnologia Virologica de Bio-Manguinhos/Fiocruz (LATEV)
para realizacdo do PRNT. As titulacdes de anticorpos neutralizantes seriam realizadas em
plasma heparinizado com o pressuposto de que revelariam os mesmos resultados que o soro.
Entretanto, a partir de uma verificagcdo pos hoc, comparando os resultados do PRNT realizado
em soro, plasma heparinizado e plasma com EDTA, observou-se que os titulos foram mais
altos com o plasma heparinizado, e que a diferenca variava de forma a nao permitir a
derivacdo de um fator de correcdo para permitir a comparacdo com dados de outros estudos
que utilizaram soro. Assim, as proporc¢des de soroconversao observadas a partir da realizacao
do PRNT em plasma heparinizado poderiam estar superestimadas. Como medida de controle
dessa superestimativa, os pesquisadores do Estudo Matriz identificaram a necessidade de se
estabelecer um protocolo de remocdo de heparina do plasma previamente a realizacdo dos
testes de soroneutralizacdo para febre amarela. Optou-se, portanto, pelo tratamento do plasma
com Ecteola-Celulose® (Epichlorohydrin triethanolamine—celulose), uma resina de troca
anidnica capaz de remover heparina do plasma, mais comumente utilizada para permitir a

realizacdo de testes de coagulacdo em sangue heparinizado (Cumming et al, 1986).

Tratamento do plasma com Ecteola-Celulose®

A presenga de heparina em amostras de plasma interfere com muitos ensaios para
avaliacdo da coagulacdo. Dessa forma, varios métodos para neutralizagdo da heparina estéo
disponiveis. Alguns desses métodos correspondem a procedimentos de troca idnica, que nao
interferem com muitos testes de coagulacdo (Hoffmann e Meulendijk, 1980). A utilizacdo da
Ecteola-Celulose® é um desses métodos, no qual até cerca de 300 unidades de heparina
podem ser completamente adsorvidas de cada 1 mL de plasma. Quando amostras de plasma
heparinizado (de 0,1 a 1,0 unidades/mL) passam por colunas de ecteola, a heparina é
completamente removida e os resultados dos testes de coagulagdo sdo semelhantes aos testes

em amostras ndo heparinizadas (Thompson e Counts, 1976).
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De forma semelhante, cogitou-se a hipdtese de que o uso de heparina como
anticoagulante poderia influenciar nos resultados dos testes de soroneutralizagao para febre
amarela, e um protocolo de remocéo de heparina de amostras de plasma a serem utilizadas em
ensaios de soroneutralizacdo para febre amarela foi desenvolvido e validado pelo Centro de
Pesquisas René Rachou/Fiocruz e o Laboratério de Tecnologia Virologica de Bio-
Manguinhos/Fiocruz. Apds essa etapa, foi realizada nova titulagio de anticorpos
neutralizantes para febre amarela pelo ensaio PRNT, com o objetivo de avaliar os desfechos

de interesse do presente protocolo de pesquisa.

3.4.5. Protocolo de remocéao de heparina das amostras de plasma

Os ensaios-padrdo para deteccdo de anticorpos neutralizantes sdo realizados
empregando amostras de soro, obtidas de sangue coletado na auséncia de anticoagulante
(Niedrig et al. 1999). Entretanto, no Estudo Matriz, pelas razGes acima descritas, a dosagem
de anticorpos neutralizantes foi realizada em amostras de plasma obtidas pela coleta de
sangue em tubos contendo o anticoagulante heparina sédica, a qual, por ser capaz de se ligar a
particulas virais, pode alterar o perfil de soroneutralizacdo e interferir na deteccdo de
anticorpos neutralizantes. Assim, a avaliacdo dos niveis desses anticorpos pode ser alterada,
interferindo, consequentemente, na taxa de soropositividade contra febre amarela observada.
Estudos ja realizados demonstram que a presenca da heparina sddica em amostras de plasma
pode levar a ocorréncia de resultados falso-positivos ou elevar a magnitude da capacidade
bloqueadora da amostra bioldgica em ensaios de pesquisa de anticorpos neutralizantes (Van
den Besselaar & Meeuwisse-Braun, 1993; Bozzini et al. 1998; Zahn et al. 2005).

Com o objetivo de evitar a interferéncia da heparina sédica em ensaios de pesquisa
de anticorpos neutralizantes, alguns estudos tém sido desenvolvidos para estabelecer
protocolos de tratamento pré-analitico de amostras biol6gicas visando a investigacao
simultanea de componentes celulares e humorais em imunologia aplicada a vacinologia.
Dentre esses protocolos, estdo descritos o uso da heparinase para degradacdo da heparina
sodica e 0 uso de resina de celulose para a adsor¢éo da heparina sédica (Thompson & Counts,
1976; Van den Besselaar & Meeuwisse-Braun, 1993). Embora altamente eficaz na
degradacdo da heparina, 0 uso da heparinase é de elevado custo e pode gerar metabolitos
ainda capazes de exercer algum tipo de interferéncia em ensaios de pesquisa de anticorpos

neutralizantes. Por outro lado, a aplicacdo da resina de Ecteola-Celulose® (ECT) é um
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procedimento operacional de baixo custo e também eficaz, uma vez que adsorve o
anticoagulante, podendo remover de forma definitiva sua interferéncia nos ensaios.

Diante da necessidade de avaliar o impacto do anticoagulante heparina sédica nas
dosagens de anticorpos neutralizantes do Estudo Matriz, de modo a permitir a dosagem
correta dos niveis de anticorpos neutralizantes e a taxa de soropositividade contra febre
amarela, foi proposto por um grupo de pesquisadores do CPgRR/Fiocruz a elaboragédo de um
protocolo especifico de tratamento de amostras de plasma coletadas em heparina com
Ecteola-Celulose®. A proposta partiu do racional que o reagente Ecteola-Celulose® € capaz
de remover 90% ou mais da heparina sédica presente em amostras de plasma e um dos seus
objetivos especificos era estabelecer condi¢des padrdes de relagdo da quantidade de Ecteola-
Celulose® necessaria para esse fim - remoc¢do de no minimo 90% da heparina sddica presente
em amostras de plasma de individuos residentes em area com recomendacdo de vacinacao
contra febre amarela (Martins-Filho OA — no prelo). Esse protocolo, aprovado pelo Comité de
Etica do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) - parecer no Anexo 7 - foi desenvolvido
a partir de trés grupos de individuos, descritos a seguir. Os dois primeiros eram compostos
por amostras armazenadas no biorrepositorio do Grupo Integrado de Pesquisas em
Biomarcadores (GIPB) do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR) e o terceiro foi obtido
a partir do denominado “Estudo Complementar I”.

O primeiro grupo era constituido por 90 individuos saudaveis, de ambos 0s sexos,
com idade variando de 16 a 82 anos, e residentes em Bambui/MG, cidade situada em &rea
com recomendacao de vacinacgdo contra febre amarela. Foram 90 amostras de soro, obtidas de
sangue coletado na auséncia de anticoagulante, pareadas a 90 amostras de plasma, obtidas a
partir de sangue coletado em tubos com heparina sodica. Essas 90 amostras de plasma foram
empregadas para estabelecer as condicdes padrGes de relacdo da quantidade de Ecteola-
Celulose® necessaria para remover a heparina sodica. O procedimento de remoc¢do de
heparina sddica das amostras de plasmas foi realizado no Laboratorio de Biomarcadores de
Diagnostico e Monitoragdo do CPgRR, em Belo Horizonte. Em seguida, as 90 amostras de
soro, as 90 amostras de plasma contendo heparina e as 90 amostras de plasma tratadas com
Ecteola-Celulose®, denominadas de pseudo-soro, foram encaminhadas ao Laboratério de
Tecnologia Viroldgica de Bio- Manguinhos (LATEV) /Fiocruz, situado no Rio de Janeiro,
para a dosagem de anticorpos neutralizantes contra febre amarela por PRNT. Os niveis de
anticorpos neutralizantes e a taxa de soropositividade contra febre amarela foram comparados

nas amostras pareadas de soro, plasma contendo heparina e plasma tratado com Ecteola-
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Celulose® (ECT) chamado de pseudo-soro. As condigdes padrdes escolhidas foram aquelas
que permitiram que os niveis de anticorpos neutralizantes e a taxa de soroposividade das
amostras de pseudo-soro se aproximassem dos observados nas amostras de soro (amostra
adequada para 0s ensaios de PRNT).

O segundo grupo foi composto por amostras de criangas de ambos 0s sexos, com
idade variando de 9 meses a 11 anos, pertencentes ao proprio Estudo Matriz. Foram utilizadas
cerca de 1.200 amostras de plasma provenientes da coleta de sangue em tubos contendo o
anticoagulante heparina sodica. As 1.200 amostras de plasma foram tratadas com Ecteola-
Celulose®, nas condi¢des padroes estabelecidos pela analise do grupo anterior para remogéo
de heparina, no Laboratério de Biomarcadores de Diagnostico e Monitoragdo do CPgRR. Em
sequida, as 1.200 amostras de plasma contendo heparina e as 1.200 amostras de plasma
tratadas com Ecteola-Celulose®, denominadas de pseudo-soro, foram encaminhadas ao
LATEV/Bio-Manguinhos/Fiocruz no Rio de Janeiro para a dosagem de anticorpos
neutralizantes contra febre amarela pelo PRNT.

Finalmente, um terceiro grupo de amostras de plasma foi incluido na validacdo do
protocolo de remocdo de heparina do plasma com Ecteola-Celulose®, correspondendo as
amostras de plasma do Estudo Complementar | que também foram coletadas em tubo
contendo heparina sodica. Ap6s o estabelecimento das condi¢Ges padrdes pelos grupos
anteriores, essas amostras também foram tratadas com Ecteola-Celulose® e, por apresentarem
o0 controle de coletas pareadas pré e 30 a 45 dias apds a vacinacdo — tempo adequado para a
deteccdo de soroconversdo, contribuiram para a finalizacdo do protocolo em questédo,
incluindo a identificacdo de um novo ponto de corte para 0 PRNT quando realizado em
amostras de “pseudo-soro”.

Apds conclusdo do protocolo de remocao de heparina do plasma utilizando Ecteola-
Celulose®, o0s novos testes de PRNT realizados nas amostras de plasma do Estudo Matriz e
Estudo Complementar | permitiram avaliar os niveis de anticorpos neutralizantes e a taxa de

soropositividade contra febre amarela nos diversos grupos do presente estudo.

3.4.6. Teste Laboratorial - PRNT

Os titulos de anticorpos neutralizantes dos participantes de pesquisa foram
determinados pelo teste de neutralizagdo por redugdo de 50% das placas de lise (PRNT50),

conduzido no Laboratério de Tecnologia Viroldgica de Bio-Manguinhos/Fiocruz.
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A primeira etapa do teste consiste na diluigdo seriada dos soros (fator 2), em placas
de 96 orificios, iniciando-se em 1:5 até 1:640. Um soro padrdo proveniente de macaco
Rhesus, previamente calibrado frente a um soro de referéncia internacional da OMS e
vacinado (apresentando alto titulo de anticorpos neutralizantes para febre amarela) é utilizado
como controle positivo. Para a etapa seguinte de neutralizagdo, uma suspensdo viral — na
diluicdo ideal para que se obtenha uma média de 20-40 placas de lise por orificio
(determinada previamente) — é preparada para que, na proporcdo 1:1, seja adicionada em
todos os orificios da placa; isto é, todas as diluicdes dos soros recebem a mesma concentracao
viral. Ap6s 1 hora de neutralizagdo em estufa com 5% de CO2 a 37°C, uma suspensdo de
células Vero (preparada no momento do uso) é adicionada a cada orificio da placa para que
ocorra a adsorc¢do dos virus ndo neutralizados. Depois de um periodo de 3 horas de incubacéo
na estufa a 37°C e 5% de CO2, o sobrenadante é substituido por um meio semissélido (Meio
199 em carboximetilcelulose a 3%) e as placas s&o novamente incubadas na estufa por 6 dias.
Apbs esse periodo, as monocamadas sdo fixadas com formol a 5%, lavadas até a
completamente remocdo do meio semissolido e coradas com cristal violeta a 0,04%. A
contagem das placas de lise é realizada no analisador BioSpot (CTL Biospot®).

O titulo de anticorpos neutralizantes € definido como a reciproca da Ultima dilui¢do
do soro que reduz em 50% o numero de placas de lise em comparagdo ao controle viral. O
titulo foi determinado por regressao linear, por interpolacdo das diluicGes correspondentes ao
numero de placas de lise imediatamente acima e abaixo do end-point determinado — ponto
onde ha reducdo de 50% do nimero das placas de lise em relagdo ao nimero destas obtidas no
controle de virus.

O ponto de corte utilizado foi 1:10, definido durante a validacdo do método de
remocdo da heparina com Ecteola-Celulose®. A partir desse critério, 0s participantes de
pesquisa foram classificados em 3 grupos de acordo com os titulos de anticorpos obtidos ap6s
a vacinagdo: (i) soropositivos, titulos de anticorpos maiores ou iguais a 1:10 na reciproca da
diluicéo; (ii) indeterminados, titulos de anticorpos maiores ou iguais a 1:5 e menores que 1:10
na reciproca da diluig&o; (iii) soronegativos, titulos inferiores a 1:5 na reciproca da diluicao.

Os resultados de soropositividade contra febre amarela e os titulos médios
geométricos fornecidos por este teste de PRNT, realizado nas amostras de plasma do Estudo
Matriz e do Estudo Complementar I, tratadas com Ecteola-Celulose®, serdo utilizados nas

andlises de duragdo de imunidade do presente estudo.
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3.5. Analise dos Dados

Foram excluidos da andlise aqueles que ndo cumpriram as exigéncias contidas nos
protocolos dos estudos — Matriz e Complementar | — em relacdo a (i) idade de inclusdo fora
do intervalo de 9 meses a 12 anos para o Estudo Matriz e de 9 a 23 meses de idade para o
Estudo Complementar I; (ii) idade da primovacinagdo contra febre amarela inferior a 9 meses
e superior a 23 meses; (iii) critérios de elegibilidade clinica como doencas autoimunes;
imunodepressdo transitoria ou permanente induzida por doencas ou pelo tratamento;
hemoglobinopatias; antecedentes de transfusdo de sangue ou de tratamento com soro
hiperimune até 90 dias antes da coleta de sangue. Especificamente no estudo Complementar |,
no qual ocorreu vacinacdo contra febre amarela durante o estudo, foram excluidas criancas
que receberam alguma vacina no periodo de 30 dias antes ou depois da referida vacina. A
andlise estatistica foi realizada utilizando os programas estatisticos SPSS® (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois) e R (R Development Core Team 2008).

As variaveis do estudo estdo sumarizadas na Tabela 5. A variavel-resposta de interesse
é o titulo sérico de anticorpos neutralizantes, em reciproca da diluicdo e transformado em
logaritmos de base 10. A partir dos resultados dos titulos de anticorpos neutralizantes, 0s
participantes de pesquisa foram classificados de acordo com o seu estado soroldgico, em
“soropositivos”, “indeterminados” e “soronegativos”. A proporcdo de soropositividade e a
média dos titulos de anticorpos foram estimadas, com seus respectivos intervalos de 95% de
confianca, para cada grupo de tempo de vacinacdo. Foi calculada também a média geométrica
dos titulos de anticorpos neutralizantes contra febre amarela e, para esse fim, os titulos que
estavam abaixo do limiar de deteccdo do método (menor que “5” na reciproca da diluicdo)
foram arbitrados em “1:2,5” por ser o ponto médio entre os valores “0”¢ “5”. Em relagdo a
categoria aberta (sem limite superior definido, designada “maior que 640), optou-Se por
arbitrar o valor da diluicdo imediatamente acima, “1:1280”, de modo a distinguir os
resultados 640 e >640 (reciproca da diluicao).

Para a analise das diferencas na resposta imunologica entre 0s grupos de comparacao,
a principal variavel exploratoria de interesse é o tempo em meses apos a vacinagdo. O tempo
foi analisado como variavel continua e, posteriormente, classificado em categorias
estabelecidas de acordo com o verificado na distribui¢do dos tempos pos-vacinais de modo a
acomodar as variagcdes observadas nos voluntarios quanto aos grupos de tempo previstos no
protocolo do Estudo Matriz. Assim, as categorias aplicadas a variavel tempo apés a vacinagéo

foram: “0 a 6 meses” (aproximacdo da categoria de referéncia de 30 a 45 dias); “7 a 18
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meses” (aproximadamente um ano apds a vacinacdo), “19 a 30 meses” (aproximadamente
dois anos ap6s a vacinagdo), “31 a 72 meses” (aproximadamente quatro anos apos a
vacinacao), “73 a 100 meses” (aproximadamente sete anos ap0s a vacinacdo) e “acima de 100
meses” (aproximadamente dez anos apos a vacinacao). A flexibilizagcdo na categorizacao dos
tempos de vacinacdo considerou que os pontos de corte dessa varidvel continua foram
definidos pelo ponto de inflexdo da curva de distribui¢do, permitindo delimitar melhor

subgrupos mais homogéneos internamente.

Variavel Resposta

Titulo de anticorpos neutralizantes no soro 1. Continuo, em reciproca da diluigao e transformagao log 10
2. Categorica:

Soropositivo

Indeterminado

Soronegativo

Variaveis Exploratéria Principal

Tempo apos a vacinagao 1. Continua, em dias ou meses
2. Categorica:

0 a 6 meses

7 a 18 meses

19 a 30 meses

31 a 72 meses

73 a 100 meses

Acima de 100 meses

Co-variaveis

Idade Continua, em meses

Género Dicotomica masculino ou feminino

Antecedentes de vacinagao (aplicagdo de vacinas injetaveis de virus vivos atenuados

simultaneamente ou em até 30 dias antes da vacina contra febre amarela) Dicotgmica: sim, nio

Idade na dose mais recente das vacinas contra tuberculose, hepatite B, poliomielite,

DR . ) ! o Continua, em meses
difteria-tétano-pertussis, sarampo-rubéola-caxumba, rotavirus, e outras (especificadas)

Antecedentes de doengas graves (internagdo hospitalar, seqiielas, incapacidade) Dicotomica: sim, ndo
Co-morbidade (medicamentos utilizados a época da coleta de sangue) Dicotomica: sim, ndo
Antecedentes de viagens a areas de risco de transmissao de febre amarela Dicotémica: sim, nao

Tabela 5: Descricdo das variaveis do estudo.

O grupo de “0 a 6 meses apds a vacinacdo™ (aproximacdo do “Grupo 1 - 30 a 45 dias
de vacinacdo”) foi tomado como referéncia para comparagdo da propor¢do de soropositivos
nos demais grupos de tempo apds vacinagdo (aproximagdo dos grupos “27, “3”, “4” “5” e
“6”, ou seja, com tempo de vacinagdo de cerca de “17, “27, “4”, “7” e “10 anos”). A
significancia estatistica para as diferencas nas proporcoes de soropositividade entre os tempos
foi avaliada pelo teste qui-quadrado de Pearson.

A distribuicdo dos logaritmos (base 10) dos titulos de anticorpos foi comparada em

graficos box-plot. As médias geométricas dos titulos de anticorpos apds um ano e mais de
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vacinacdo foram comparadas a média geométrica dos titulos da categoria de 0 a 6 meses do
Estudo Matriz.

Para os dados obtidos a partir do Estudo Matriz, analise multivariada do estado
soroldgico foi usada para ajustar o efeito das covariaveis de interesse na associacdo entre
estado soroldgico e tempo de vacinagdo. A resposta imunolédgica a vacina contra febre
amarela (variavel resposta), indicada pelo logio dos titulos de anticorpos em reciproca da
diluicdo no modelo de regressdo multipla e pela soropositividade no modelo de regressao
logistica, foi avaliada em funcdo do tempo desde a primovacinacdo (variavel explicativa),
apresentado de forma continua e categdrica (0 a 6 meses; 7 a 18 meses; 19 a 30 meses; 31 a
72 meses; 73 a 100 meses; acima de 100 meses). As covariaveis incluidas no modelo foram
idade; género; aplicacdo de vacinas injetaveis de virus atenuados simultaneamente ou em até
30 dias antes da vacinacdo contra febre amarela; idade na dose mais recente das vacinas
contra tuberculose, hepatite B, poliomielite, difteria-tétano-pertussis, sarampo-caxumba-
rubéola, rotavirus e outras; antecedentes de doencas graves; comorbidades; antecedentes de
viagens a areas de risco de transmisséo de febre amarela (Tabela 5). Por “viagem para outras
areas de risco para febre amarela” entende-Se como viagens a outras areas com recomendacao
de vacinacdo desde a vacinagdo contra febre amarela e a avaliagdo da imunogenicidade do
presente estudo. Foram considerados como “antecedentes de doencas graves” aqueles agravos
a salde que levaram a hospitalizacdo por mais de um dia e/ou representaram risco de morte
iminente ou sequelas permanentes, segundo relato dos responsaveis pelos participantes de
pesquisa, na historia patolégica pregressa. Estava prevista a estratificacdo pelo estado
soroldgico para dengue no momento da coleta de sangue para avaliacdo de imunogenicidade a
febre amarela, no entanto, nao foi possivel realizar sorologia para dengue no Estudo Matriz.

Na analise de regressao linear multipla, a variavel resposta (titulos de anticorpos
contra febre amarela na reciproca da diluicdo) foi inserida em log 10 por ter sido a
transformacéo indicada como a de melhor desempenho para analise, por corrigir assimetrias
na distribuicdo dos dados sorologicos. Iniciou-se com um modelo completo, incluindo todas
as variaveis descritas no Quadro 1 do Apéndice 2. No entanto, algumas dessas variaveis
apresentavam muitos dados faltantes e ndo entraram na modelagem. A partir do modelo
inicial, chamado de Modelo 1, foram testados outros modelos até a selecdo do modelo final.
Todo o processo de modelagem, incluindo as saidas dos softwares, esta descrito no Apéndice
2.
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Anélise multivariada foi realizada também por regresséo logistica, considerando como
variavel resposta a presenca ou auséncia de soropositividade a vacina contra febre amarela, de
acordo com o tempo de avaliacdo apos a vacinacdo. As covariaveis consideradas nos modelos
foram as mesmas avaliadas por regressao linear maltipla e encontram-se descritas no Quadro
2 do Apéndice 2. Iniciou-se a modelagem com o modelo completo (Modelo 1), incluindo a
variavel explicativa categorica “tempo desde a vacinagdo” (categoria de referéncia foi o grupo
de vacinados ha 30-45 dias) e as covariaveis possiveis de insercdo no modelo.

Os resultados relativos a imunidade humoral foram comparados aos dados parciais de
imunidade celular, obtidos a partir de analises realizadas em amostras de sangue total
coletadas simultaneamente as amostras objeto do presente protocolo de pesquisa, na qual um
grupo de pesquisadores do CPqRR/Fiocruz avaliou o impacto do antigeno vacinal da febre
amarela (FA) 17DD na fenotipagem de marcadores de memoria imunoldgica celular e na

producdo de citocinas sollveis (Campi-Azevedo et al, 2015; Rezende, 2014).
3.6. Aspectos éticos

O protocolo do presente estudo foi elaborado em conformidade com a Resolucao 466
de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude sobre pesquisa envolvendo seres
humanos, e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Salde
Publica-Fiocruz (CAAE: 45946915.1.0000.5240) — Anexo 8. O protocolo de pesquisa do
Estudo Matriz “Duracdo da Imunidade P0Os-vacinagdo contra Febre Amarela em Criangas”
havia sido elaborado de acordo com a com a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude sobre pesquisa envolvendo seres humanos, e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Escola Nacional de Saude Publica-Fiocruz (CAAE: 0014.0.031.000-10) — Anexo
5. Os protocolos do “Estudo Complementar da Dura¢do da Imunidade Pos-vacinagdo contra
Febre Amarela em Criangas”, também chamado de “Estudo Complementar I’ € do processo
de remocédo da heparina com Ecteola-Celulose® foram elaborados em conformidade com a
Resolucdo 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Salde sobre pesquisa
envolvendo seres humanos e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do CPgRR
(CAAE: 25315213.6.0000.5091 e CAAE: 47136115.0.0000.5091, respectivamente) — Anexos
6e7.

No momento da inclusédo nos estudos Matriz e Complementar I, foram apresentados
termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE; Anexos 1 e 2) aos responsaveis legais

pelas criancas, contendo os objetivos, métodos, beneficios e riscos da pesquisa, alem de
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indicacBes de como obter esclarecimentos sobre os estudos. Apoés leitura, esclarecimentos e
assinatura daquelas que concordaram em participar, uma copia foi entregue ao responsavel
pelo participante de pesquisa. Os procedimentos do estudo envolviam coletas de sangue e de
dados pessoais, incluindo histérico de saude dos participantes de pesquisa, considerados de
baixo risco e explicitados no TCLE. O sigilo e confidencialidade dos dados foram e seréo

mantidos em todas as etapas da pesquisa.

4. RESULTADOS

A coleta de dados do Estudo Matriz - “Duracdo da Imunidade Pos-vacinacdo contra
Febre Amarela em Criangas” - ocorreu de agosto de 2010 a julho de 2011, nas unidades de
saude “Nacional” e “Petrolandia”, no municipio de Contagem, e “Expedito Monteiro
Assungdo” e “Alarico Modesto”, em Ribeirdo das Neves, todas localizadas no Estado de
Minas Gerais, Brasil (Tabela 6).

Foram incluidos 1195 participantes de pesquisa com idades entre 10 meses e 17 anos
7 meses. No entanto, considerando a proposta do Estudo Matriz de avaliar amostras de sangue
de criangas entre 9 meses e 12 anos de idade, 21 participantes da pesquisa do Estudo Matriz
foram excluidos da analise por apresentarem idade superior a 12 anos no momento da coleta
de sangue. Assim, estavam elegiveis para analise do presente estudo um total de 1174
criangas, que apresentavam entre 10 meses e 12 anos no momento da avaliacdo de
imunogenicidade pds-vacinal.

De forma semelhante, pelo protocolo do Estudo Matriz, deveriam ser analisadas
criancas que receberam vacina contra febre amarela nos primeiros dois anos de idade. Entre
0s 1195 participantes incluidos, ndo havia informagdo sobre data da vacinagdo contra febre
amarela em um deles, ndo sendo possivel, portanto, determinar a idade na vacinacdo contra
febre amarela — critério de elegibilidade para o estudo. Dentre os 1174 participantes de
pesquisa elegiveis quanto a idade para inclusdo no estudo, 36 haviam sido vacinadas com dois
anos ou mais de vida e foram excluidos da analise.

Nenhum participante de pesquisa foi excluido em fungdo dos outros critérios de
elegibilidade, como doencas autoimunes, imunodepressao transitdria ou permanente induzida
por doencas ou pelo tratamento, hemoglobinopatias, e antecedentes de transfusdo de sangue

ou tratamento com soro hiperimune até 90 dias antes da coleta de sangue
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Por conseguinte, o subconjunto sem violagdo do protocolo, cuja coorte de anélise é
apresentada no presente estudo, inclui 1138 participantes de pesquisa, 0s quais apresentavam
idade entre 9 meses e 12 anos no momento da avaliacdo de imunogenicidade e foram
primovacinados contra febre amarela nos primeiros 2 anos de vida (até 23 meses e 29 dias de
idade).

A coleta de dados do Estudo Complementar | ocorreu de marco a agosto de 2015 nas
unidades de basicas de saude ““ Expedito Monteiro Assunc¢do” e “Alarico Modesto” do
municipio de Ribeirdo das Neves-MG. Nessas unidadas, foram incluidas 62 crianca, de 9 a 23
meses de idade, ndo vacinadas contra febre amarela e elegiveis para o estudo, das quais 56

receberam a referida vacina no decorrer do Estudo Complementar I.

4.1. Distribuicéo dos participantes de pesquisa por unidades de satde

Houve uma distribuicdo equilibrada dos participantes de pesquisa do Estudo Matriz
entre as unidades de satde do estudo, tanto para o total de individuos incluidos quanto para
aqueles que cumpriram os critérios de elegibilidade definidos no protocolo do estudo (Tabela
6).

Unidade de Sadde (Municipio) Todos Incluidos Aderentes ao Protocolo
Numero % NUmero %
Alarico Modesto (Ribeirdo das Neves) 311 26,0 295 25,9
Expedito Monteiro Assunc¢do (Ribeirdo das Neves) 328 27,5 310 27,3
Petrolandia (Contagem) 273 22,8 262 23,0
Nacional (Contagem) 283 23,7 271 23,8
Total 1195 100,0 1138 100,0

Tabela 6: Distribuicdo dos voluntarios por unidade de saude de recrutamento — Estudo Matriz.
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O Estudo Complementar | foi conduzido em duas das unidades de salde do
municipio de Ribeirdo das Neves — MG, participantes do Estudo Matriz (Tabela 7), de margo

a agosto de 2015.

4.2. Dados Demogréficos

4.2.1. Idade

Idade no momento da coleta de sangue para avaliagdo da imunogenicidade a vacina contra

febre amarela

As idades dos participantes mostram uma configuracdo multimodal com modas
coerentes com os intervalos de vacinacdo definidos pelo estudo (Figura 9) e média e mediana

reduzidas ap0s as exclusées por violagdo do protocolo descritas acima (Tabela 7).

Participantes de Idade no dia da coleta de sangue (meses)

Pesquisa Ndimero Minimo Maximo Meédia Desvio-padrdo  Mediana
Todos Incluidos 1195 10 211 60,2 44,3 46,0
Aderentes ao Protocolo 1174 10 147 58,3 42,1 39,0

Tabela 7: Idade dos participantes de pesquisa no momento da incluséo, segundo adeséo ao

protocolo do estudo.
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Figura 9: Idade em meses dos participantes de pesquisa elegiveis no momento da incluséo no

estudo e coleta de sangue para avaliacdo de imunogenicidade.

No estudo conhecido como “Estudo Complementar 1, todos os participantes de
pesquisa atenderam ao previsto no protocolo do estudo quanto a varidvel idade de coleta de

sangue, ndo havendo segregacdo em diferentes coortes de analise.

Idade de vacinacéo contra febre amarela

A grande maioria das criangas foi vacinada no primeiro ano de vida (Figura 10)
sendo aproximadamente 95% dos aderentes ao protocolo vacinados antes dos 15 meses de
idade (Tabela 9). A mediana de idade de vacinacgdo contra febre amarela foi de 9 meses, idade

minima rotineiramente preconizada pelo PNI e OMS (Tabela 8; Figura 10).

Participantes de Idade no dia da vacinagéo contra febre amarela (meses)
Pesquisa Nimero Minimo Maximo Meédia Desvio-padrdo Mediana
Todos Incluidos 1194 0* 196 12,5 15,2 9,0
Aderentes ao Protocolo 1145 0** 23 10,0 2,4 9,0

* 20 dias — provavel erro de registro ou de digitacdo, sem possibilidade de confirmacdo.
**20 dias - provavel erro de registro ou de digitacdo, sem possibilidade de confirmac&o.

Tabela 8: Idade dos participantes de pesquisa no dia da vacinagdo contra febre amarela,

segundo adeséo ao protocolo do estudo.

Entre os participantes de pesquisa considerados como aderentes ao protocolo, ou
seja, primovacinados contra febre amarela nos primeiros dois anos de vida e com avaliacdo do
seu perfil imunoldgico entre 9 meses e 12 anos de idade, dois apresentavam informacéo de
vacinacao contra febre amarela aos 20 e 21 dias de vida. Em funcéo da baixa probabilidade de
ocorréncia desse erro programatico de vacinacgdo, consideramos a possibilidade de erro de

registro ou de digitacdo desse dado, o que ndo foi possivel de ser confirmado. Considerado
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esses dois registros como falhos e excluindo-os da analise de idade no momento da vacina
contra febre amarela, a idade minima observada foi de 123 dias, com média de 312 dias (10,4

meses) e mediana de 285 dias (9,5 meses).
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Figura 10: Idade em meses dos participantes de pesquisa elegiveis no momento da vacinacao

contra febre amarela.

Elegibilidade combinada em relacdo a idade de inclusdo no estudo para avaliacdo de

imunogenicidade a vacina contra febre amarela e idade da primovacinacao.

Dentre os 1174 participantes de pesquisa elegiveis quanto a idade para inclusdo no
estudo (Tabela 8), 36 haviam sido vacinadas contra febre amarela a partir do segundo ano de
vida e, portanto, foram excluidos da andlise do presente estudo. Assim, a coorte de analise,
apresentada a partir deste ponto, inclui 1138 participantes de pesquisa, com idade entre 9
meses e 12 anos no momento da avaliacdo de imunogenicidade, e primovacinados contra

febre amarela nos primeiros 2 anos de vida (até 23 meses e 29 dias de idade).

4.2.2. Género

Houve uma distribuicdo equilibrada por género entre o total de participantes de

pesquisa incluidos no Estudo Matriz e aqueles que cumpriram estritamente os critérios de
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elegibilidade (Tabela 9).

Participantes de Pesquisa Género NUmero %
Masculino 561 49,3

Aderentes ao Protcolo Feminino 577 507
Total 1138 100,0
Masculino 589 49,3

Todos os Incluidos Feminino 606 50,7
Total 1195 100,0

Tabela 9: Distribuicdo dos participantes de pesquisa quanto ao género.

Apobs andlise descritiva dos dados demogréaficos, os resultados referentes aos
desfechos de interesse do estudo serdo apresentados apenas para aqueles participantes de
pesquisa que cumpriram o protocolo do Estudo Matriz e consequentemente foram

considerados como elegiveis para analise do estudo.

4.3. Intervalo de tempo entre a vacinagdo contra febre amarela e a coleta de sangue

para avaliacdo de imunogenicidade.

Eleita como a varidvel explicativa de interesse maior para o estudo, ou seja,
potencialmente capaz de explicar a variacdo do estado imune ap6s vacinacdo (hipotese do
estudo), aferida pela proporcdo de soropositividade e média geométrica dos titulos de
anticorpos contra febre amarela, o intervalo de tempo entre a vacinagdo e coleta de sangue
para analise do estudo variou de 9 dias a 141 meses (11,8 anos), com média de 46,6 meses,

desvio padrdo de 40,5 e mediana de 28 meses.
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Ap0s andlise descritiva global, para todos os individuos elegiveis para analise, o
intervalo de tempo entre a vacinagdo contra febre amarela e a coleta de sangue foi distribuida

em categorias de tempo que melhor se adequam a curva de distribuicdo (Figura 9; Tabela 10).

Participantes Tempo apds a vacinagao
I
1 203 17,8  30a45dias 9 a 182 dias* 48,9** 25,0** 42,0%*
2 189 16,6 1 ano 7 a 18 meses 13,5 2,0 13,0
3 198 17,4 2 anos 19 a 30 meses 25,2 2,4 25,0
4 201 17,7 4 anos 31 a 72 meses 50,4 5,4 51,0
5 190 16,7 7 anos 73 a 100 meses 85,1 3,4 85,0
6 157 13,8 10 anos Acima de 100 meses 120,6 5,4 120,0

*Categoria apresentada nas demais tabelas como de "0 a 6 meses"; ** em dias.

Tabela 10: Distribuicdo dos participantes de pesquisa pelos grupos de tempo desde a
vacinacdo contra febre amarela, de acordo com o previsto no protocolo do Estudo

Matriz e o observado na anélise.

Na categoria de 30 a 45 dias foram incluidas as criancas de até 6 meses apos a
vacinacdo, o que pressupBe niveis de anticorpos proximos do maximo induzido pela
vacinacao (Tabela 10).

Menos de 60% dos participantes de pesquisa apresentavam tempo pos vacinagdo
dentro do previsto para esse grupo (30 a 45 dias). Em funcédo da variagdo no periodo em dias
entre a vacinacdo e a coleta de sangue esse grupo chamado de “O a 6 meses”, ndo foi
considerado como Unico grupo de referéncia nesta analise. Para fins de comparacdo em
termos de resposta imune a vacina contra febre amarela entre os diferentes tempos pés-
vacinacao, o subgrupo de participantes de pesquisa do Grupo 1 do Estudo Matriz, com tempo
pos-vacinacdo dentro do previsto pelo protocolo (30 e 45 dias) e as criangas incluidas no
“Estudo Complementar 1, foram considerados neste trabalho como grupos complementares
de referéncia.

A despeito da limitagdo dos dados do Estudo Complementar | terem sido obtidos em
momento diferente dos demais grupos do Estudo Matriz, porém, nas mesmas unidades de
salde e com critérios semelhantes de elegibilidade, ele foi considerado como um dos grupos
de referéncia do presente estudo por ser composto por criancas vacinadas ao longo do estudo,
com controle rigoroso dos tempos de coletas de sangue pareadas pré e pos-vacinagao e

possibilidade de deteccdo de soroconversao.
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4.4. Analise da Imunidade Humoral - PRNT

No Estudo Matriz, entre os 1138 participantes de pesquisa elegiveis para analise, foi
possivel realizar a retestagem por PRNT, apds tratamento das amostras de plasma com
Ecteola-Celulose®, em 824 criangas, para os quais havia material biolégico em quantidade
suficiente. Houve uma maior propor¢do de testes ndo realizados por indisponibilidade de
material biologico nas categorias de 19 a 72 meses apds a vacinagdo, porém, as perdas nao
representaram grande impacto na distribuicdo das covariaveis mais importantes no subgrupo
de 824 participantes analisados em relacdo ao total de 1138 aderentes ao protocolo do Estudo
Matriz (Apéndice 1).

As amostras do estudo complementar em criancas foram coletadas em condicdes
similares ao Estudo Matriz, incluindo a utilizacdo de tubo com heparina e tratamento do
plasma com Ecteola-Celulose®. Foram incluidas 56 criangas aderentes ao protocolo do
estudo, com idade entre 9 e 23 meses de idade, das quais quatro eram soropositivas pré-
vacinacdo. Entre os 54 participantes de pesquisa com sorologia pré-vacinal negativa, a
dosagem de anticorpos neutralizantes pelo PRNT apds tratamento do plasma com Ecteola-

Celulose® foi realizada em 32, que compde o grupo de referéncia do presente estudo.

4.4.1. Proporcao de soropositividade segundo tempo ap6s a vacinacado contra febre
amarela

Estudo Matriz

Entre os individuos incluidos no estudo matriz, a proporcao de soropositividade para o
grupo de referéncia foi de 86,7%, decrescendo progressivamente até o grupo de 73 a 100
meses apds a vacinacdo contra febre amarela, com ligeira elevacdo para o ultimo grupo
(vacinado ha mais de 100 meses), para o qual ndo se pode descartar a aplicacdo de uma
segunda dose da VVFA, pois uma revacinacdo pode n&o ter sido registrada em cartdo ou pode

ter sido omitida pelo responsavel pelo participante de pesquisa (Tabela 11).
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Tempo apoés a Soronegativo

Indeterminado

Soropositivo

vacinacao p-valor
NUmero % NUmero % Ndmero %
0 a 6 meses* 9 54 13 7,9 143 86,7
7 a 18 meses 13 9.3 20 14,3 107 76,4
19 a 30 meses 15 11,0 24 17,7 97 71,3 0.000
31 a 72 meses 28 23,0 22 18,0 72 59,0
73 a 100 meses 48 35,6 30 22,2 S7 42,2
Acima de 100 meses 36 28,6 32 25,4 58 46,0

Soronegativo: titulos inferiores a 1:5 na reciproca da diluigéo
Indeterminado: titulos maiores ou iguais a 1:5 e menores que 1:10 na reciproca da diluicéo
Soropositivo: titulos maiores ou iguais a 1:10 na reciproca da diluicdo

Tabela 11: Estado soroldgico aferido pelo titulo de anticorpos neutralizantes (PRNT), de

acordo com o tempo desde a vacinagao.

Entre os 165 individuos pertencentes ao grupo 1 (intervalo de 0 a 6 meses apds a

vacinacdo), que eram elegiveis pelo protocolo do estudo, 121 (73,3%) apresentaram o tempo

pos-vacinal de 30 a 45 dias, considerado como referéncia para anélise do Estudo Matriz. Entre

esses, a proporc¢édo de soropositividade de 87,6%.

Estudo Complementar |

Propor¢édo de soropositividade semelhante ao encontrado no grupo de referéncia do

Estudo Matriz (Grupo 1) foi observada no Estudo Complementar | (87,5%), ressaltando-se o

rigor do controle de soroconversdo, propiciado pelas amostras pareadas pré e pos vacinais,

previstas nesse ultimo estudo (Tabela 12).

Tempo apés a

o Estado Sorolégico NUmero %
vacinagao
Soronegativo 9,4
Indeterminado 3,1
30 a 45 dias .
Soropositivo 28 87,5
Total 32 100,0

Soronegativo: titulos inferiores a 1:5 na reciproca da diluicéo
Indeterminado: titulos maiores ou iguais a 1:5 e menores que 1:10 na reciproca da diluigéo

Soropositivo: titulos maiores ou iguais a 1:10 na reciproca da diluigao

Tabela 12: Estado sorolégico no periodo pds-vacinacdo imediato, aferido pelo titulo de

anticorpos neutralizantes (PRNT).
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4.4.2. Médias geomeétricas dos titulos de anticorpos segundo tempo de vacinacao.

Estudo Matriz

Em relacdo as médias geométricas dos titulos de anticorpos neutralizantes contra febre
amarela, em reciproca da diluicdo, obtidos pelo método do PRNT, observou-se uma queda
progressiva desde a categoria de referéncia (“0 a 6 meses”) até a categoria de 73 a 100 meses
apos a vacinagdo. Para os vacinados ha mais de 100 meses, o titulo médio geométrico € um
pouco maior que a categoria imediatamente anterior (Tabela 13). Conforme mencionado
anteriormente, este subgrupo etéario pode ter incluido individuos com titulos mais elevados
pela revacinagdo nédo detectada nos registros ou na entrevista.

Quanto a distribuicao dos titulos de anticorpos em log10 por categoria de tempo apés
a vacinacdo, observa-se uma menor concentragdo dos valores dos titulos a direita da linha do
ponto de corte para soropositividade (1,0 log10) e aumento correspondente no nimero de
individuos a esquerda do ponto de corte, representando uma reducdo da proporcao de
soropositivos a medida que aumenta o tempo apos a vacinagdo (Figura 11).

Tempo desde a

vacinacio NUmero TGM LI LS
0 a 6 meses 165 47,9 38,3 59,9
7 a 18 meses 140 33,2 25,9 42,5
19 a 30 meses 136 25,0 20,0 31,2
31 a 72 meses 122 14,8 11,6 19,1
73 a 100 meses 135 8,6 71 10,5
Superior a 100 meses 126 10,0 8,2 12,1
Total 824 20,2 18,3 22,3

TGM: Titulo médio geométrico
LI: limite inferior do intervalo de confianca de 95%
LS: limite superior de intervalo de confianga de 95%.

Tabela 13: Titulos geométricos medios de anticorpos e seus intervalos de confianga de 95%,
em reciproca da diluicdo, segundo o tempo apds a vacinacdo, na coorte que aderiu ao

protocolo do estudo.
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A linha vertical indica o ponto de corte para soropositividade: 1,0 log10 (10,0 na reciproca da diluicao).

Figura 11: Distribuicdo dos titulos de anticorpos (log10 da reciproca da diluicdo do PRNT),

por tempo apos a vacinagao.

Estudo Complementar |

Cerca de 30 a 45 dias ap0s a vacinacdo, a média geométrica dos titulos de anticorpos
contra febre amarela, em reciproca da dilui¢éo, obtidos pelo PRNT apds tratamento do plasma
com Ecteola-Celulose®, nas criangas vacinadas no Estudo Complementar | e sabidamente
soronegativas pre-vacinacao foi de 87,1 (IC 95%=44,5; 170,6), valor acima do observado
para o grupo de referéncia do Estudo Matriz (“0 a 6 meses” apds a vacinagio).

A Figura 12 representa o deslocamento dos titulos de anticorpos contra febre amarela
para a direita da linha de ponto de corte para soropositividade no periodo de 30 a 45 dias ap6s

a vacinagéo (B) em relac&o ao periodo pré-vacinal (A).
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Figura 12: Distribuicdo dos titulos de anticorpos (log10 da reciproca da diluicdo do PRNT),
nos tempos pré-vacinal e 30-45 dias ap6s vacinacgao, observado no Estudo Complementar I -
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4.4.3. Resumo da imunidade humoral segundo tempo apos a vacinagao

As Tabelas 14 e 15 e apresentam os valores de soropositividade e média geométrica
dos titulos de anticorpos contra febre amarela, em reciproca da diluicdo, por categoria de
tempo pos-vacinacgdo para o Estudo Matriz e para o Estudo Complementar I, respectivamente.
E possivel observar a semelhanca em relagdo a proporgéo de soropositividade entre os dois
grupos de referéncia deste estudo (Grupo 1 do Estudo Matriz e Estudo Complementar I), além
da reducéo da soropositividade e média geomeétrica dos titulos no Estudo Matriz a medida que
aumenta o tempo ap6s a vacinacdo. Chama atengdo o valor do TGM do Estudo
Complementar | consideravelmente maior que o do grupo de referéncia do Estudo Matriz, o
que pode ser explicado pela inclusdo apenas de individuos soronegativos pré-vacinagdo na

analise do primeiro.

Soropositividade Limites de 95% de
Grupos Tempo de§de a TGM* Confianca
vacinacgao
NUmero % Inferior Superior
1 0 a 6 meses** 143 86,7 47,9 38,3 59,9
2 7 a 18 meses 107 76,4 33,2 25,9 42,5
3 19 a 30 meses 97 71,9 24,4 19,6 30,3
4 31 a 72 meses 72 59 14,8 11,6 19,1
5 73 a 100 meses 57 42,2 8,6 7,1 10,6
6 Superior a 100 meses 58 46 9,9 8,1 12,0

*TGM: Titulo médio geométrico
**9 a 190 dias

Tabela 14: Soropositividade e titulo médio geométrico, por categoria de tempo apés a

vacinacao — Resumo Imunogenicidade - Estudo Matriz.
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Estudo Complementar I

. . . e . Limites de 95% de
Tempo apds a vacinagdo Soropositividade .
Confianga
Grupo TGM
Intervalo Intervalo Namero % Inferior  Superior
Estimado Observado 0 P
Estudo
30a45dias 30 a45dias 28 87,5 87,1 44,5 170,6

Complementar |

TGM: Titulo médio geométrico

Tabela 15: Soropositividade e titulo médio geométrico cerca de 30 a 45 dias apos a
vacinagdo, em criancas vacinadas entre 9 e 23 meses de idade — Estudo Complementar
l.

4.4.4. Analise Multivariada

Para os dados obtidos pelo Estudo Matriz, foi realizada analise multivariada com o
objetivo de avaliar a relagdo entre a resposta a vacina contra febre amarela aferida pelos
titulos de anticorpos neutralizantes (variavel resposta) e o tempo po6s-vacinagdo contra febre
amarela (variavel explicativa), considerando a presenca de covariaveis, estudadas a partir de
modelos de regressao linear maltipla e regresséo logistica. As saidas dos softwares utilizados

nessa analise estdo sumarizadas no Anexo 9.

4.4.4.1. Regressao Linear Multipla

A variadvel resposta (“titulos de anticorpos contra febre amarela na reciproca da
diluicdo”) foi inserida em log 10 por ter sido a transformacdo indicada como a de melhor
desempenho para andlise ao corrigir assimetrias observadas na distribuicdo dos dados
soroldgicos ao se utilizar os titulos em escala linear.

A variavel independente “tempo desde a vacina¢do”, considerada como varidvel
explicativa principal neste estudo, foi mantida em todo o processo de modelagem, descrito no
Apéndice 2.

A andlise exploratdria entre a variavel explicativa continua “tempo desde a vacina¢ao”
e a variavel dependente ou resposta em log10, demonstrou uma correlagéo significativa, com

coeficiente de correlagdo de Spearman de -0,415 (p-valor=0,000).
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Figura 13: Diagrama de dispersao dos titulos de anticorpos contra febre amarela (log10) e o

tempo apds a vacinacao.

A Figura 13 demonstra uma tendéncia de linearidade entre a duas variaveis continuas,
com imagem de cluster ao redor das categorias definidas para o tempo desde a vacinacéo
contra febre amarela e reducédo dos titulos de anticorpos a medida que aumenta o tempo desde
a vacinacdo em meses. Na analise bivariada observou-se uma associacdo significativa entre as
variaveis dependente e independente, porém, com um baixo coeficiente de determinagédo (R?=
0,16).

Ao considerar a varidvel explicativa principal em categorias de tempo desde a
vacinacdo, rejeitou-se a hipétese nula de igualdade entre as medidas dos titulos de anticorpos
e logl0 (ANOVA, p-valor=0,000) e a hipdtese de homogeneidade das variancias (Teste de
Levene, p-valor=0,012).

Na analise de regressdo linear maltipla, com a variavel dependendo em log10, em
funcdo do observado na Figura 13, foi mantida a variavel explicativa tempo desde a vacinagédo
contra febre amarela em categorias, com adicdo das covariaveis passiveis de modelagem, uma
a uma. O modelo final selecionado foi o denominado Modelo 6 (Apéndice 2), contendo

variavel explicativa categorica citada anteriormente e a covariavel antecedente de doengas,
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além das variaveis do tipo dummy citadas no Apéndice 2 (Modelo 6: y ~ tempVaxFA cat +
ante_dca_grave + dummy + dummy2). Os coeficientes obtidos pelo Modelo 6 estdo descritos
na Tabela 16.

Variaveis Coeficientes p-valor

0 a 6 meses - Referéncia

7 al8 meses -0,06890 0.0885
. 19 a 30 meses -0,07887 0.0548
Tempo desde a vacinacao
31 a 72 meses -0, 20632 1.58e-06
73 a 100 meses -0, 26066 1.74e-09
Acima de 100 meses -0,26872 2.59e-09
Nao - Referéncia
Antecedente de doenga grave .
Sim -0,06087 0.0507
Nao - Referéncia
Dummy .
Sim 0,92386 < 2e-16
Nao - Referéncia
Dummy 2 .
Sim 1,09632 < 2e-16

Tabela 16: Coeficientes de regressdo observados no modelo final da regresséo linear multipla.

O modelo final (Modelo 6) apresentou um poder de explicacdo de 70,39%, porém,
peristiram os problemas nos seus pressupostos, com erros nao aletadrios (p<2.2e-16, teste de
correlacdo de Pearson), ndo normalmente distribuidos (p-valor = 2.177e-07, teste de Shapiro-
Wilk) e com heterocedasticidade (p-valor = 6.627e-05 para o teste de homocedasticidade). A
modelagem ndo pode resolver algumas das limitacdes dos dados, como acurécia da variavel
resposta, distribuicdo dos tempos pés-vacinacdo em clusters em torno dos tempos pré-
definidos pelo protocolo do Estudo Matriz e a indisponibilidade de variaveis com potencial
para explicar as variacdes nos titulos. No entanto, mesmo assim, a correlacdo com a variavel

explicativa de maior interesse ndo pareceu ameagada por nenhuma covariavel.

4.4.4.2. Regresséo Logistica

A razdo de chances (OR) para a ocorréncia de soropositividade a vacina contra febre
amarela para cada a variavel explicativa e covariaveis elencadas para a regressdo logistica
(OR brutas) estdo descritas na Tabela 17.

Pela analise bivariada, considerando as ORs brutas, € possivel observar associacdo

estatisticamente significativa para a variavel explicativa “Tempo desde a vacinagdo” e
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significancia limitrofe para a covariavel “Viagem para outras areas de risco para FA” (limite

superior do intervalo de confianca de 95% para a razao de chances préximo a 1,0).

0,
Variaveis OR IC 95%
Inferior  Superior
0 a 6 meses - Referéncia
7 al8 meses 0,50 0,28 0,90
L 19 a 30 meses 0,38 0,21 0,69
Tempo desde a vacinacao
31 a 72 meses 0,22 0,13 0,39
73 a 100 meses 0,11 0,06 0,20
Acima de 100 meses 0,13 0,07 0,23
Masculino - Referéncia
Sexo
Feminino 0,97 0,73 1,29
Antecedente de doenca grave N&o - Referéncia
Sim 0,84 0,59 1,20
Comorbidade Nao - Referéncia
Sim 0,97 0,64 1,48
Viagem para outras areas de N&o - Referéncia
risco para FA Sim 0,70 0,51 0,97
Recebeu vacina viva nos 30 dias  N&o - Referéncia
antes da vacinacao Sim 0.79 0.46 137

A. Variaveis Categoricas

IC 95% PARA OR

Variéveis OR
Inferior  Superior
Tempo desde a vacinacéo 0,98 0,98 0,99
Idade na coleta de sangue 0,98 0,98 0,99
Idade na aplicacédo da vacina BCG 1,00 0,99 1,01
Idade na aplicagdo da vacina Hepatite B 1,00 1,00 1,01
Idade na aplicagéo da vacina Poliomielite 0,97 0,97 0,98
Idade na aplicacdo da vacina Tetravalente 0,99 0,98 1,00
Idade na aplicagdo da vacina TVV 0,98 0,98 0,99
Idade na aplicacdo da vacina MenC 0,98 0,97 1,00
Idade na aplicagdo da vacina Pneumo10 0,93 0,89 0,96
Idade na aplicacdo de outra vacina 1 1,00 1,00 1,00
Idade na aplicagdo de outra vacina 2 0,99 0,99 1,00
Idade na aplicacdo de outra vacina 3 1,00 0,98 1,02

B. Variaveis Continuas

Tabela 17: Razéo de Chances (Odds Ratio — OR) brutas para a variavel explicativa e todas as

covariaveis estudadas - categoricas (A) e continuas (B).
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Segundo o descrito no Apéndice 2, essas variaveis foram inseridas num modelo de
anélise multivariada por regresséo logistica, e 0 modelo selecionado pelo seu potencial para
explicar variagdes na variavel resposta binaria (auséncia ou presenca de soropositividade pds-
vacinal) foi aquele incluindo apenas a variavel explicativa “tempo desde a vacinacdo”, cujas
razdo de chances para cada uma de suas categorias estdo descritas na Tabela 18. A categoria
de referéncia para essa varidvel explicativa foi aquela composta por individuos recém-

vacinados (0 a 6 meses apds a vacinacao).

Variaveis explicativas categéricas OR Ic95% Tabel
Inferior Superior a 18:
0 a 6 meses - Referéncia 1,00 = = .
7 al8 meses 0,50 0,28 0,90 Razao
Tempo desde a 19 a 30 meses 0,38 0,21 0,69 de
vacinagio 31 a 72 meses 0,22 0,13 0,39 Chanc
73 a 100 meses 0,11 0,06 0,20
Acima de 100 meses 0,13 0,07 0,23 €s

(Odds Ratio — OR) variavel explicativa incluida no modelo final.

A andlise de razdo de chances (odds ratio) demonstrou uma reducdo da chance de
soropositividade contra febre amarela a medida que aumenta o tempo pds-vacinacéo,

especialmente até a categoria de 100 meses, ou seja, cerca de 8,3 anos apds a vacinagao.

4.5. Analise Comparativa entre Imunidade Humoral e Imunidade Celular

As analises de imunidade celular, desenvolvida por pesquisadores do CPgRR, e que
permitiriam a comparabilidade com os dados de imunidade humoral desta tese, ainda estdo
em curso. Nao foi possivel, portanto, realizar analise comparativa entre os dados de
imunidade humoral e celular como previsto no projeto de tese. No entanto, os dados parciais
disponiveis, citados na secdo Introducdo, serdo discutidos mais adiante em relacdo aos

achados de imunidade humoral.

5. DISCUSSAO

O conhecimento sobre a duracdo da imunidade contra febre amarela é fundamental

para a tomada de decisdo a respeito da necessidade de revacinagdo contra essa doenga e 0
melhor momento para fazé-la. Correlatos sorolégicos de protecdo para febre amarela ndo
83



estdo estabelecidos em humanos, porém, evidéncias de efetividade dos programas de
imunizacdo no controle da febre amarela sugerem que os individuos soropositivos apos a
vacinacdo estdo protegidos contra a doenca (Monath et al, 2008). Assim, soronegatividade
ndo significa auséncia de protecdo, no entanto, 0 aumento na ocorréncia de falhas primarias e
falhas secundérias séo plausiveis com a reducdo dos niveis de anticorpos.

No ano de 2013, a OMS retirou a recomendacdo de reforco da vacina contra febre
amarela a cada 10 anos, considerando como suficiente, em termos gerais, dose Unica da
vacina (World Health Organization, 2013b). Entretanto, essa decisdo sobre a retirada de doses
de reforgo da vacina contra febre amarela ainda é controversa e necessita de evidéncias
cientificas convincentes (Collaborative Group for Studies on Yellow Fever Vaccines, 2014).
No Brasil, alguns estudos foram planejados para esse fim e a retirada de reforco ainda nédo foi
adotada, de modo que o Programa Nacional de ImunizacGes recomenda uma dose de reforco
aos 4 anos, apos vacinagdo primaria aos 9 meses de idade.

O estudo de duragdo de imunidade em adultos conduzido no Brasil, com dados de
imunidade humoral, concluiu que a revacinacdo contra febre amarela para esse grupo nédo
seria apenas necessaria, como também deveria ser antecipada em funcdo da elevada
propor¢éo de individuos soronegativos e dos baixos titulos médios geométricos de anticorpos
neutralizantes contra febre amarela observados em torno de cinco anos ap6s a vacinagdo, com
queda progressiva até cerca de 10 a 11 anos, em comparacdo com individuos vacinados ha até
45 dias antes da avaliacdo (Collaborative Group for Studies on Yellow Fever Vaccines,
2014).

O presente estudo preencheu uma lacuna de informagéo sobre duragdo de imunidade
contra febre amarela em criancas vacinadas nos primeiros dois anos de vida, faixa etaria
etaria-alvo para vacinacdo rotineira em areas endémicas de acordo com a recomendacdo da
OMS (World Health Organization, 2013b). A soropositividade mais baixa em lactentes
recém-vacinados, comparada a observada em adultos, foi seguida de reducdo dos titulos de
anticorpos neutralizantes ao longo dos anos apds a vacinacdo, com redugdo substancial da
proporcdo de soropositividade contra febre amarela, assim como dos titulos médios
geométricos com a passagem do tempo ap6s a vacinacdo. A redugdo foi semelhante, porém
mais acentuada do que no estudo em adultos (Collaborative Group for Studies on Yellow
Fever Vaccines, 2014). A proporcdo de soropositividade foi inferior a 60% para o grupo de
vacinadas entre 31 e 72 meses atrds (mediana de 51 meses ou 4,25 anos) e inferior a 50%

naqueles individuos vacinados ha 73 a 100 meses antes da coleta de sangue (mediana de 85
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meses ou 7 anos). Para o grupo com mediana de tempo desde a vacinagdo de 120 meses (ou
10 anos) a proporcdo de soropositividade foi de 46%, ligeiramente superior ao grupo de
tempo imediatamente anterior, justificada possivelmente por uma segunda dose néo registrada
da vacina contra febre amarela, o que seria um critério de exclusdo para o presente estudo.

Resultado semelhante ao encontrado em relacéo as proporg¢des de soropositividade foi
observado na analise dos titulos médios geométricos que apresentaram reducéo progressiva na
analise comparativa dos sucessivos intervalos de tempo entre a primovacinacdo contra febre
amarela e a coleta de sangue para avaliagdo de imunogenicidade, chegando a uma queda de
aproximadamente 5 vezes nos titulos daquelas vacinados com cerca de 85 meses (7 anos) em
relacdo ao grupo de recém-vacinado (30 a 45 dias).

As analises bivariada e multivariada, com algumas limitacdes, demonstraram a
atuacdo do tempo entre a vacinacdo contra febre amarela e a coleta de sangue para avaliacao
de imunogenicidade, na explicacdo das alteracGes nos titulos de anticorpos contra febre
amarela.

Em relacdo a comparacdo com dados de imunidade celular em criancas, a despeito dos
resultados parciais apresentados por Rezende (2014) sugerirem necessidade de
complementacdo do estudo (como a identificacdo de novos biomarcadores, a inclusdo de um
grupo controle composto por criangas ndo vacinadas e de um grupo com mais de 10 anos de
vacinacdo para avaliacdo do comportamento da resposta imune a longo prazo), foi possivel
observar uma coeréncia em relacdo aos achados de duracdo de imunidade obtidos pela analise
de anticorpos neutralizantes. Segundo os autores houve uma reducdo dos indices de CD4*
naive, CD4" memoria central e CD4" memoria efetora especialmente no grupo 4-7 anos pos-
vacinacdo em relacdo ao grupo de referencia, de 30-45 dias ap0s a vacinagdo, e também em
comparagdo ao grupo de 1 a 2 anos apds a vacinacdo. Observacdo semelhante ocorreu para o
grupo 10 anos apds a vacinacdo em relacdo aos grupos de 30 a 45 dias e 1 a 2 anos apos a
vacinacdo. Esses dados coincidem com a reducdo da propor¢do de soropositividade e titulos
geométricos médios observados principalmente nos individuos vacinados ha 4 anos ou mais,
em comparacdo aos recem-vacinados (grupo de referéncia). Conclusdo semelhante, ndo foi
possivel observar em relagcdo aos marcadores de meméaria celular em linfocitos T CD8" e ao
perfil das suas citocinas (TNF-a*, IFN-y" e IL-5%), pois ndo houve diferenga significativa
entre 0s grupos investigados. Entretanto, € possivel que as analises complementares sugeridas

pelos autores venham colaborar para a elucidacdo dessas questdes.
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A coleta de sangue com heparina, demandada pela anélise paralela de imunidade
celular, representou uma limitacdo ao Estudo Matriz, em funcdo da incoeréncia encontrada
nos resultados iniciais de analise de imunidade humoral. Entendemos que essas limitagdes
foram resolvidas pelo protocolo de remocéo da heparina das amostras de plasma tratados com
Ecteola-Celulose® (Martins-Filho OA — no prelo), o qual propiciou nova analise do Estudo
Matriz e a obtencdo dos resultados aqui apresentados. A configuracdo de queda nos titulos
que havia sido mostrada nos dados gerados por plasma (Figura 8) é semelhante aquela
observada com os dados do “pseudo-soro”.

O procedimento de tratamento de plasma com uma enzima de troca para remocgao de
heparina levou a necessidade do estabelecimento de um novo ponto de corte para 0 PRNT
para febre amarela, diferente daquele utilizado nas andlises de Collaborative Group for
Studies on Yellow Fever Vaccines (2014) para os adultos. Esse novo ponto de corte foi
validado pelo estudo Complementar I, considerado por nés como “padrdo-ouro” por
apresentar coletas de sangue pré e pds-vacinais, com controle sobre o tempo entre elas e o
procedimento de vacinagdo, e cujas amostras de sangue seguiram oS mesmos procedimentos
de coleta e processamento. Ap6s aplicacdo do procedimento de remocgdo da heparina com
Ecteola-Celulose® (Martins-Filhno OA — no prelo) e realizagdo do PRNT - considerando o
ponto de corte para soropositividade de 10 na reciproca da diluicdo - para as criangas menores
de dois anos primovacinadas e soronegativas antes da vacinagdo (Estudo Complementar 1),
chegou-se a uma propor¢do de soropositividade de 87,5% cerca de 30 e 45 dias apos a
vacinacdo. Esse valor é semelhante ao que esta descrito na literatura para 0 mesmo grupo
etario. Em um estudo multicéntrico de imunogenicidade realizado no Brasil (Grupo
Colaborativo do Programa Nacional de Imunizagdes, 2003), observou-se uma proporgédo de
soroconversao de 88% nas criancas de 12 a 23 meses ap0s vacinagdo contra febre amarela.
Resultado semelhante foi observado em um estudo de imunogenicidade no Peru, que
demonstrou uma propor¢do de soroconversdo de 88,5% ap6s vacinacao contra febre amarela
(vacina 17D) em criancas de 9 a 18 meses de idade (Belmusto-Worn et al, 2005). Em outro
estudo multicéntrico de imunogenicidade conduzido no Brasil (Collaborative Group for
Studies with Yellow Fever, 2007) 83% das criancas vacinadas no primeiro ano de vida
mostraram duplicacdo dos titulos de anticorpos 30 dias ou mais apds a vacinagdo. Assim, em
fungdo das semelhangas entre as respostas a vacina contra febre amarela nos diferentes
estudos, na mesma faixa etéria, o resultado do Estudo Complementar | foi considerado como

importante para a validacdo do novo ponto de corte de soropositividade utilizado no presente
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estudo, como demanda do novo procedimento de remocdo de heparina por Ecteola-
Celulose®.

Além a coleta das amostras de plasma com heparina e necessidade do seu tratamento
com Ecteola-Celulose®, outras limitacdes do estudo sao: (i) diversas coortes foram
representadas no estudo seccional com o pressuposto de que as praticas de imunizacdo e a
imunogenicidade da vacina ndo sofreram variagdes significativas ao longo do tempo, o que
parece uma aproximacao aceitavel para a interpretacdo do padrdo de queda nos titulos; (ii) as
limitacBes na reprodutibilidade do método soroldgico (PRNT) sdo bem conhecidas e a
comparagdo com estudos anteriores ficou limitada por ndo termos os titulos em unidades
internacionais; (iii) por conveniéncia para obtengdo de amostra de criangas vacinadas, o
estudo foi realizado em area com recomendacao de vacinagdo de rotina contra febre amarela,
em funcdo do potencial presumido de ocorréncia de casos. Em relacdo a esse ultimo ponto,
com altas coberturas vacinais, a circulacdo de virus selvagem em primatas ndo humanos
dificilmente determinaria a ocorréncia de casos, mas poderia significar um “booster natural”
que confundiria os resultados sobre niveis de anticorpos pds-vacinacdo. No entanto, trata-se
de area urbana na regido metropolitana de Belo Horizonte, onde ja ndo ocorriam casos em
humanos por varias décadas antes da implantagdo da vacinacao de rotina, e em cuja regido a
vigilancia de epizootias no Estado de Minas Gerais ndo tem detectado febre amarela em
primatas ndo humanos (dados ndo publicados, Secretaria Estadual de Saude de Minas Gerais).

A despeito das limitacGes citadas, os resultados aqui apresentados sdo de grande
relevancia para preencher a lacuna de informacdo sobre a duracdo da imunidade contra febre
amarela em criangas. Como citado anteriormente, a vacina contra febre amarela apresenta
desempenho em criancas inferior ao observado para a adultos. Considerando a vacinagdo do
grupo etario de 9 a 12 meses de idade, incluida nos calendéarios rotineiros de imunizacdes,
como estratégia prioritaria pela OMS para o controle da febre amarela nas areas endémicas
para a doenga (World Health Organization, 2013b), especial atengdo deve ser dada a esse
grupo etario para a tomada de deciséo sobre a necessidade de revacinagdo. Segundo Hepburn
e colaboradores (2006), a duragcdo da imunidade estaria associada & magnitude dos titulos de
anticorpos pos-vacinais. Fox & Cabral (1943) j& haviam chamado a atencdo para respostas
menos intensas e de menor duracdo em criangas menores de 10 anos de idade, enquanto
Anderson & Gast-Galvis (1947) observaram proporcdes superiores a 90% de criangas acima
de 6 anos de idade e adultos com persisténcia de anticorpos neutralizantes até 5 anos apés a

vacinacdo. No entanto, esses estudos ndo abordaram especificamente a duragéo da imunidade
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em individuos vacinados nos dois primeiros anos de vida, que representa a maior parte dos
primovacinados em &reas em que a vacina € parte do calendario regular de vacinagdo na
infancia. O presente estudo abordou especificamente este grupo etario, buscando evidéncias
cientificas do comportamento de médio e longo prazo do estado imune apos vacinacdo contra
febre de modo a orientar as decisdes sobre necessidades de revacinacdo e as oportunidades
para fazé-lo.

6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram uma queda progressiva dos titulos de
anticorpos e reducéo da proporcdo de soropositividade ao longo do tempo pés-vacinacéao, de
forma semelhante ao ja descrito para adultos primovacinados, destacando-se a queda precoce,
partir dos 31 meses pds-vacinacgdo. Isso reforca ndo sé a necessidade de revacinacdo das
criancas residentes em area de risco para febre amarela, primovacinadas entre 9 e 23 meses,
como também questiona o intervalo de 10 anos anteriormente preconizado pelo OMS para a
dose de reforgo.

Considerando a ampliacdo das areas com recomendacdo de vacinagdo contra febre
amarela em funcdo das epizootias, os elevados indices de infestacdo urbana do vetor Aedes
aegypti, a facilidade de deslocamento entre as areas, e elevada letalidade da doenca, os dados
aqui apresentados chamam a atencdo para o potencial impacto negativo em salde publica da
auséncia da dose de reforco da vacina contra febre amarela em criangas. Adicionalmente,
indicam que a revacinacdo deve ser recomendada em um intervalo inferior a 10 anos apos a
primovacinacdo, idealmente, até 4 anos ap0s a dose inicial aplicada nos primeiros dois anos

de vida.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Estudo Matriz)
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Duragdo da Imunidade Pds-vacinacao contra Febre Amarela em Criangas

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Fiocruz/Ministério da Saude — Secretaria Estadual de Saude-MG

Pesquisador Responsavel: Dr. Luiz Antonio Bastos Camacho

Este documento procura dar ao Sr. (a Sra.) informacGes e pedir a participacdo do seu

filho(a) nesta pesquisa patrocinada pelo Ministério da Salde e Secretaria Estadual de Saude
de Minas Gerais com 0 objetivo de analisar a persisténcia da protecdo pela vacina contra a
febre amarela. Por favor, leia as explicagdes abaixo e peca 0s esclarecimentos que quiser a
equipe da pesquisa. Se preferir, consulte também outros médicos e pessoas de sua confianca
antes de decidir sobre a participacdo na pesquisa.
A vacina contra febre amarela tem seguranca e eficacia comprovadas pelo controle da doenca
nas regides onde tem sido aplicada. Os dados sobre a vacina em adultos indicam que a
protecdo é prolongada, mas em criancas ainda h& pouca informacgdo. Esta pesquisa € para
saber sobre a duracdo da imunidade pela vacina contra a febre amarela quando ela é aplicada
em criangcas com menos de 2 anos de idade. Neste tipo de pesquisa, se fazem exames e
observagdes nos vacinados para medir a quantidade de anticorpos contra a febre amarela no
sangue comparando grupos com diferentes tempos de vacinacao.

A pesquisa estad sendo feita em unidades de salde e escolas de varios Estados do
Brasil onde a vacina ja é feita de rotina. NGs estamos convidando para participar da pesquisa
um grupo de criancas que tomaram a vacina contra febre amarela nos postos de satde quando
tinham menos de dois anos de idade. Para participar nds pedimos as pessoas para (1) trazer o
cartdo de vacinacao da crianga; (2) responder a algumas perguntas sobre a satde do seu filho;
e (3) fazer um exame de sangue para medir os anticorpos. A comparagdo da quantidade de
anticorpos contra a febre amarela no sangue em diferentes tempos depois da vacinacéo
permite confirmar a protecdo dada pela vacina. N&o serdo administradas vacinas ou remédios
nesta pesquisa, mas os resultados dos exames poderdo indicar necessidade de reforco da
vacina contra febre amarela.

O exame de sangue pode produzir um certo incbmodo, mas ndo representa risco
importante para a satde. Os resultados dos exames de sangue feitos durante a pesquisa serdo
informados por escrito ao Sr.(Sra.) e uma nova dose de vacina sera oferecida aos que nao
tiverem anticorpos contra febre amarela no sangue. O tempo total de duracdo da sua
participacdo do estudo € de aproximadamente dois meses, com apenas um retorno ao centro
de salde para fins da pesquisa.

Sua colaboragdo nesta pesquisa € muito importante, mas é uma escolha somente sua, e ndo faz
parte do atendimento ou das atividades na escola da crianca. Vocé pode se recusar a participar
ou interromper sua participagdo nesta pesquisa a qualquer momento, sem precisar dar
explicacOes, e sem que isso o prejudique no trabalho, no atendimento ou em vacinagfes no
futuro. Todas as informacdes sobre os participantes neste estudo sdo confidenciais. N&o serdo
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divulgados nomes dos participantes em nenhuma hipotese, e os resultados da pesquisa sO
serdo apresentados em conjunto, sem revelar a identidade dos participantes. As amostras de
sangue coletadas neste estudo serdo utilizadas exclusivamente para 0s exames previstos neste
projeto de pesquisa (anticorpos contra febre amarela e dengue).

Nos locais de vacinacao havera um responsavel pelo estudo para esclarecer duvidas. Se
preferir, pode contactar o Dr. , telefones
(22a62de 8has 17 h) ou o Dr. , telefones :

o Dr. Luiz Antonio B. Camacho , telefone (21) 2598 2630, ou 0 Comité de Etica em Pesquisa
da Escola Nacional de Salde Publica - CEP / ENSP :

Rua Leopoldo Bulhdes, 1.480, sala 314, Manguinhos. Rio de Janeiro-RJ. CEP. 21041-210
Tel./ Fax : (21) 2598-2863 (horério de atendimento ao publico do CEP/ENSP :14h — 17h).
Endereco eletrnico : cep@ensp.fiocruz.br ; http://www.ensp.fiocruz.br/etica.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco institucional do
pesquisador principal e do Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Satde Publica
— Fiocruz, onde este estudo foi analisado e aprovado e onde vocé podera tirar suas davidas
sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento.

Declaro estar ciente das informacdes deste Termo de Consentimento, entendendo que
poderei pedir esclarecimentos a qualquer tempo. Declaro dar meu consentimento para a
participacdo de meu filho nesta pesquisa, estando ciente de que uma outra copia deste termo
permanecera arquivada pelos organizadores da pesquisa.

Participante:
Endereco:

: de de 2010.
Assinatura do responsavel. Assinatura do responsavel pela pesquisa no posto de vacinagao
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Estudo Complementar em Criancas)
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Ezmdo Complememtar dy Duracio da Immeidede Péc-vacinacie contra Febre Amarels em Criamcasz

TErso DE CosmEsTENTO LIVRE E ESCLARECTING

FIOCRTUE Ninistério da Smde — Secwtra Fradual de Seade-bl

Posguisador Easponsanegl: Dr. Olindo Assis Martns-Filhe

Erto docemanto procura dar 20 3. (2 5. informacies ¢ podir a participagio do sen Slhofz) no pesquiza
paocinads pelo Mimdshirno da Seads & Secwizmia Fsfadml de Saide de Mines Garais com o ohjetvo de analisar 2
pemistencia da protecio pala vacha comma A fehre amomly. Por fver, lein as coplicagBes abaizo o peca o
ssclarecimenios Qo quiser 4 equipe da pesguiza 5o prefer, consuli fambdm outros meedicos @ pessoas de sz
onfiang amies die decidir sotos a particpacio m pesqmiza

A vaciza comtra fohre amorels tem segeranca & eficAcia comprmadss pelo conirole dy dosnca nas regifes
onds tezn sido aplicada. Os dades sobms a vacina em adalins indicam que 2 protecdc & prolongada, mas e criancas
sindy ha pouca informsgdn. Fst pesquisa & pare szhar sobre a dimacio da immidade pela wacdma conire a Sshre
armarchy qeande ala & aplicada em oiincas com pemos de 1 anos da idade. Meats tipe da pesquisa, e Brom oxames
& observagies nos vacinados pam medir 3 quantidads de anticorpos conma a febre aorela no sanges conzparando
Erapos com difaremies mepos de vacmacto

Mo svbmos comvidandn para participar dy pesquiza nm grepo de 60 crisscas com idade menor qoe T amos
atandidas nos postos do wands. Evta crancan sacdo mvaliadss no perteds pré-vacial @ zo pariodo 3(-45 dias pos-
primmaciacie confa fulre amakls. Par participer nos pedimos a5 pesscas pama (1) traser o crtdo de vacnacio
da crizmca; (I) msponder a algames pargumias schre a sande do sem filho; @ (3] f2ror um exame & sangue para mesdi
o anibcorpos. A cooparacio da quaztidade de anScorpes oz 2 fobtme amarsla Do sazgoe em difcrunies tezmpon
depods da vacinagdn parmite confirear a protecio dads pela vacka. Mo sardo sdministades vacines oo remedios
05T peLquiza, o of rednltados dos exames podacic dicar necewidade de meforge da vacina cozma febre
armrsh

0 axame de sangne pode produrir em carto inctmodo, mas nio reprewen riwce importnte pars & sads.
O resalbtadon dios sxames de sangue fSftos doamte 3 pesquisa serde informmdes por sadito a0 S.(5m) & wma nova
dose de vaciny s oftrecida 20w qoe mde Hverem anficorpos comra febre amemla no samges. O tempo ol de
thmagie da sua participacis do satads & do aprorimadamante doiu messs, cons apanas wm retome A cexa de samde
para fims da pasquisa.

fua colshoragin nos peugmisa & i poronte Eas @ 1ma esmln somens vm, o nie far pars do
atandimento ou das atividades na cucoby de oianga. Veod pode e reomar a participar o imemomper
patcipacdo mesf pesquiz:l a gualgser meomento, tem prectar dar caplicagBes, & s que o o prejudigee mo
tmbalho, no rendimenio ow e vacinaghes o fofmro. Todas as informacies sobre 05 participanies nest esmde @o
coxfidenciziz. Mo wecio diulgades nomos dos participaniss em nenberm hipotess, @ o remlmdos da peaguisa 5o
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serdin apresantados e comjimin, sem revalar & denfidade dos paticipantes. As amosmas de wmngme colede nev
etedo sacio wiliadas eechsivamento pars os exames previsios nevie projen de peuquisa (asticorpos conima fobms
armargla).

Mos locis de vacinacio haverd um mspomavel pelo esmde para escleecor divvidas. 5o prefurdr, pode
ronactr o D - teledome {a & de Bhan 17T h) on o D

. Teladnmas '

o Dr. Obindo Assiy Moarting-Filhe , telafone (31) 3349 7784, on o Comitd ds Fica em Peogeisa do Canro de
Posqnisas Rand Bacheon :
Av. Angnste de Lir, 1.715, Barro Prom, Belo Horivente, MG, CEP. 30.150-002 Tal: (31) 3345-7700, Fax: (31)
3295-31135.

Vorod recebard mma copia desin mrmo onds consta o elefons @ o endereco instmciona] do pesqusader
principal & do Coriid de Etica am Pequisa do Cantro ds Pesgeisas Rand Bachou — FIOCRUZ, mnds esie astado fod
malsado & aprowado o cnde vood podera tirar wms dividas sobme o projeio o ma partopago, agora ou 3 glbgeer
momeni.

Daclame wmor cienie des informscher devte Temmo de Consentento, emiendendo qoe podared padir
snclamcimening a qeabgear mmpe. Decluro dar men consentimento para a participacio de men flhe st pasgeiu,
svindo cienie de que wea oo copia dese oo permenscera anquinads pelos crganiradoms da petgmne

Participamie

Endareo:

& da 200___

flocall

ASSINATURA DN BERPONSA FET

ASTINATURA P BESPONTIVEL PELA PESJUTE N0 POSTO OF FdCIaCdo
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ANEXO 3

Formulario de Coleta de Dados

(Estudo Matriz)

103



Formulario de Coleta de Dados

Questionario

PREENCHER EM LETRA DE FORMA, POR FAVOR.
Neste questionario, as instruges para os entrevistadores estdo em retangulos sombreados
ou em letras pequenas, e NAO devem ser lidas para os entrevistados.

Data daentrevista: _ / / . Entrevistador:

dia mes ano

Local da
entrevista:

1. Qual o nome completo da crianga vacinada?

Nome e sobrenome do participante no estudo (sem abreviaturas)

2. Qual 0 nome completo da mée da crianca ?

Nome da mae do participante, sem abreviatura

3-a. Numero de identificagdo do participante nesta
pesquisa Cole aqui a etiqueta de
identificacao

3-b. Data da coleta de sangue / /

3-c. Data da vacinacéo contra febre amarela
no cartdo de vacina I R S

4. Qual o enderego completo (para correspondéncia) ?
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[Quadra, conjunto, rua, nimero da casa, apt. ]

[ Bairro, CEP ] [Ponto de referéncia]

5. Qual o telefone para contato?
(de casa, trabalho, vizinho, parente etc.) Telefone para contato

Ao formular as perguntas, referir o nome da crian¢a para evitar confuséo

6. Marcar com circulo o SEXO da crianca Masculino ...... 1
Feminino ...... 2

7. Qual aidade da crianca [do participante] ?
[ATENCAO: idade em meses em idade (anos/meses)
criangas com menos de 2(dois) anos]

8. Qual a data do nascimento da crianga [do participante]? _  / /
dia més ano

9. Depois da vacinacgao contra febre amarela, a crianca residiu ou viajou para outros

municipios ?
Sim ........ 1
Nao ........ 2
Né&o sabe ... 9

[Em caso afirmativo, quais?
[indicar nome dos municipios/estados, ano de cada uma das viagens e duracéo de cada

estadia]
10.

Municipio/estado onde residiu ou viajou | Mé&s e ano Duracéo da estadia ou tempo de

residéncia

Antecedentes vacinais e patoldgicos
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Agora eu vou lhe fazer perguntas sobre a salde da crianca que sdo importantes para analisar 0s
resultados desta vacina.

Peca para ver o Cartéo de Vacinacdo da crianca e preencha os itens abaixo copiando do cartéo.

11.a. Tomou BCG ? Sim ... 1
Nao ........ 2
Indeterminado ........ 9
[Em caso afirmativo, verificar cicatriz vacinal|
Sim ......... 1
11. b. Cicatriz de BCG Néo ........ 2
Indeterminado ........ 9
11. c. Data da vacinagdo BCG (ou idade em que tomou a
vacina) [ou data da Ultima aplicagéo, caso tenha tomado mais de
uma vez] Y Y
12. a. Tomou vacina contra polio (paralisia infantil) ? Sim ... 1
Nao ........ 2
Indeterminado ........ 9
[Em caso afirmativo)|
12. b. Data da ultima dose da vacina contra poliomielite (ou
idade em que tomou a dose mais recente) Y Y
13. a. Tomou vacina DTP-Hib (Tetravalente) ? Sim ... 1
Nao ........ 2
Indeterminado ........ 9
[Em caso afirmativo)|
13. b. Data da ultima dose de DTP-Hib (ou idade em que
tomou a dose mais recente) Y Y
14. a. Tomou vacina triplice viral (sarampo, rubéola e caxumba) ?
Sim ... 1
Nao ........ 2
Indeterminado ........ 9
[Em caso afirmativo)|
14. b. Data da ultima dose (ou idade em que tomou a
dose mais recente) Y S
15. a. Tomou vacina contra hepatite B? Sim ......... 1
Nao ........ 2
Indeterminado ........ 9
[Em caso afirmativo|
15. b. Data da ultima dose da vacina contra hepatite B (ou
idade em que tomou a dose mais recente) Y S
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16. a. Tomou vacina contra pneumococos (conjugada 10-valente)?

Sim ......... 1
Nao ........ 2
Indeterminado ........ 9

[Em caso afirmativo)

16. b. Data da ultima dose vacina contra pneumococos (ou
idade em que tomou a dose mais recente) / /

17. a. Tomou vacina contra meningite meningococica conjugada
do sorogrupo C?

Sim ......... 1
Nao ........
Indeterminado ........ 9

[Em caso afirmativo)|

16. b. Data da ultima dose vacina contra meningite C (ou
idade em que tomou a dose mais recente) / /

17.a. Tomou alguma outra vacina ? [por exemplo, pneumocdcica polissacaridica,
meningocdécica A e C contra raiva, varicela etc.]

Sim ... 1
Nao ........ 2
Indeterminado ........ 9

[Em caso afirmativo)|
Quais ?
17.b.

nome da outra vacina

17.c. Data da ultima dose (ou idade em que tomou a
dose mais recente) / /

15.7.

nome da outra vacina

17.e. Data da ultima dose (ou idade em que tomou a
dose mais recente) / /

17 1.

nome da outra vacina

17. g. Data da ultima dose (ou idade em que tomou a
altima dose) / /

A crianca ja tomou SORO anti-tetanico, anti-rabico, algum outro tipo de soro hiperimune ou
transfusdo de sangue?
Sim ... 1
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Né&o sabe .. 9

[Em caso afirmativo] Qual o mais recente ?

18.B.

nome do soro

18.c. Data da ultima dose (ou idade em que tomou a / /

dose mais recente)
18.d. Motivo (diagndstico) para aplicacdo do soro
ou da transfuséo

19. A crianga esté fazendo tratamento ou tem algum problema de satde no momento?

Sim ......... 1
Nao ........ 2
Nao sabe .. 9

Em caso afirmativo)|

Quais ? Ha quanto tempo?
Problemas de salde atuais Data de Remédios e outros tratamentos
inicio atualmente

Observacdes relevantes sobre problemas de satde atuais:

20. A crianga j& esteve internada em hospital alguma vez na vida?

Sim .......... 1
Nao ......... 2
Né&o sabe .. 9

21. Qual o motivo da internagdo? Qual hospital ou enfermaria?
Quando foi? Quanto tempo ficou internado ? [Preencher quadro abaixo ]

Problema que levou a internacéo Hospital ou clinica onde | Meés e ano, ou Dias de
foi internado idade na internacéo
internacao
A
B
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E

Outras observacdes relevantes, como incapacidade ou limitacdes em conseqiiéncia de
problemas de salde que a crianca j& apresentou:
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ANEXO 4

Formulario de Coleta de Dados

(Estudo Complementar I)
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u ESTUDO COMPLEMENTAR DA DURAGAOD DA IMUNIDADE POS-VACINAGAD [ ]
CONTRA FEBRE AMARELA EM CRIANGAS

Ehqueta e cadasin u“hﬂ!nm:m

ABDADAGE M

Assinouo TCLE? O Gm O Mo pascaviste | | | T 1/ T TT1
I [ 11

DADOS PESSDAIS . ) Dty i Mascimenin:
seme QFeminne DRssadm M 11 L1

Fioime o0 parthcipante | 5em abnesdatunas);

Erderego do parbcipante:

e C
[(TT1T1T1] |HHlIlIlIIIIIIIIIIIIIJIJI

i | Poste e
FRESE% Pal il

AN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
casde [ [ [ [ [ TTTTTTTTTTTTTTITTITTT] estess []]

CEF D0 Fesicencial Cehular:

LI d-tit) e d-c i) ce b=t 1|
Home da mée da crianca (sem abreviaturas), il representante legal? O 5 O Nao
s cla

LTS

speioo: [ [ [ [ I [T T T I ITTTT]
o0 [ | ]| resioensiac| 1 11 1-L 1111 coa 1111 1-[TT1]

Quiros contatos, £ representante legal™ (1 5m [ Mko

o do
oorlai;

speec | | | | I 1 L1111 T paentesescl | | [ | 1 1 [ 1|
ooo: [ [ ] mesaencia: [ T T T ]-[TTT1 consar [ | | 0 [ |- 1 11]

—— coton [T ] owman semenimenne: [ ]/ [T/ [T L]
W oreesene o[ ] e[ ][]/ [T []] wesessss W

B T
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H ESTUDO COMPLEMENTAR DA DURAGAO DA IMUNIDADE POS-VACINAGAD ]

CONTRA FEORE AMARELA EM CRIANCAS i

Esquetn oe cadastr Unidade de sasde: |||

QUESTIONARIO DE INCLUSAD NA PESOUIRA (QIF)
1 - 0 responsdvel assinou o TCLE?
Osm [N
2 - A GrANGE Dem iKR0E EIrE § MESEs & 23 eses & 29 dias?
0O &m [Nao
3 - A crianca esta em dia com o calerdand vacinal preconizace peho PRI [Programa Mecional de imunizaghes)?
O Gim O haa
4 - & principio, & crianca era disponibilidace para parthcpar 00 eSTuo duranie 2 meses?
Qsm QO Nae

| Olrs - Case alguisma das respsisias BCima Seia “WAD" | nld Pl Fu e

5 - Ja recebey vacina febre amanea”™

0 Sim 0 Mbo

6 - & efiang a estd participance oe sutro estucds ou pesquisa?

OSm O~

7 - A erianga receteu vacing do PHI ou cutras nes uiimes 30 dias? (e compeants a2 wacinacio)
OSm 0O MNao

8- A orianga esty ou teve temperatura axilar mabor ou iqual a 37 550 nos oo ires das T

Osim  [Okao

# - & crianga recetey fransfusde de Sangue, usou imunogiobulings ou o Piperimane nos itines 90 dias?
Osm O ndo

10 - A crianga j apresentolu Sangramentos anormais apes injesies?

Osm OMao

11 - ATianGa Usa o Lsol cories ides e Go5es imuneSsUpreSsonas (e o gual a Tmghaidia de
Prednisona por mais de 14 dids) o usoy euires imunessupressones e Wiimes § meses? (00 Lsg oe
COMCONE PO MENcs 08 2 SEMands. W0 e au Dor NSspio, o Nocam sxcissn. Regisiar na Acha oe
afsenanies complemantanes)

m S w T

12 - Acrianca & alkrgica a owe. enifromicing, kanamicina cu tem historia de chogue anafilaticn. a=ma. urlicaria
o ITTAS M e AR MGICAT A5 Vatinacies anterionssT

O&m Ohéa

13 - A crianca fez uso de injecies anfialergicas com antigenes [vacinas antialiergicas) nos URimes 14 dias?
Osm [Jnao

14 - A eriana e quakquer sutra afect 30 que, na epinido oo pesquisaio possa ek na analise dos
O6M QCMNAE e S orste o Aoha de Shesvacons complemensmes)

| Obrs_: Case alguma das resposias das quesbdes 53 14 seja "S- . ngie mChar ra pesqQusad. ]

codige[ | | ome[ [ | /[ [ J/[ [ [ ]| sessazesas

. Bievinada pot:
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u ESTUDO COMPLEMENTAR DA DURAGAO DA IMUNIDADE POS-VAGINAGAD ]
CONTRA FEBRE AMARELA EM CRIANCAS -

Efgusta 08 casastro Unidade de saude: ED

AR IM HNA PES F

15 - & enanca residiu ou viajou para fora do Brasil?

0 o

[0 5in. & paces SEIW registan de cases &8 heore amansa

0O Sim. em pais COM regisin de tasos de febne amansia Em caso de dihida, Consutar Socemento Do)

Prais e residial ou viajou Estato| Més & Ano WM
IllIJJIIIllIIJJIIlILJ_JI_I_I."l_uI_J_IE.'::'E.':
(I I I Il ialrrolcos g8x 2=
T IO O /O 00 gar oo
16 - A CTIaNGa Mesiciu ol Wiajolu. para sutros Unicipios de Brasi?

0 Néo
O Sir em menicipeo SEM regisin de casos de febre amansa
0 sirm, em manici g COM regising 0 oasos 0f 1ebie aTasa B= case aF duvidd fonuitsr Socumenlo raoer

CUFos MUNICIPO NG (E5adiu 0L Vidou Estado | M3 & Ao M_W
(T rocoo/rn |0 5= 8=
(TTTI IOl g g5 oo
L L] IJllllfllllllgfj:‘E,'”:
17 = & crianga & elegivel para o estudo?

Oam O nko
Prepne bits par WED oemanviaia: | [ /0 L [0 0D L 1 |
[ L — Y T I O N O I O (R TSRS
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| ESTUDO COMPLEMENTAR DA DURAGAD DA IMUNIDADE POS-VACINAGAD [ |
CONTRA FERRE AMARELA EM CRIANCAS

Esqueta de canast Unidade ge saide: [ | |

pesoamsat] | | | | |gamas

Preencher o5 oS ahaion COpianc oo cartie de vacinag io.

e cia viacina Vacinag io Diafa da uitirma dese S SIM. weriacar e
Osm [QO%e Tem ciatnz da BOG?
e O Imeesmningon EEpEEgEEE Il:lﬁmﬂhinl:lrnu-mmu:
OSm 0O nén
POLICY T — LII/LLI/LL T T |gwe ovoe o noeseminess
. O%m 0O mén
DTPHEMID Peresaientel | oo Lot
O sim O an
ote O inceteminane |/ LL I/ 1L 1 [ ]
ipli iral {caramps 0O Sim (m =1
. gty D T/ [/ 1T
[ - &6
O Sim O Haa
PTieurococs Cen OSm O Nao
Peumsstse e 0 | e | 1/ /T
L : OSm [ %o
Benngecsaa G € |onewemime |LLIALT AT T
O sim 0O n&a
A
Hepatie D e | (I C/ 1
T e raen | D5 00| ) )/ T
. Vo 0 NGt nado
Agqurna outra? ;
i RO i -idca . - Espectiques
menrgsccs 4. e | Osm onae | [T/ [T/ 1 1]
e
mm.“;:m'“im‘"."“ Osm oOnda [ ] /] (/LT 11|
WanCELE

it @ recebeu 4 valing Fete Amarela?
OSm [Qh&o [ ko sane

e o exseciime as 11/ 11/ T 1T1]
e I o | owes ansisns: [ [ ]/ [ ]/ 1]
B reisaseper _ cesee[ [ | e[ [ /[T ]/[CTTT] L
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= = =

] ESTUDO COMPLEMENTAR DA DURAGAD DA IMUNIDADE POS-VACINAGAQ [ |

GONTHA F AMARELA EM

Unigace de saide: || |

ANTECEDENTES PATOLOGICOS
1 - & onianga fez abgurr tratamenio prolengads ou teve algum O e Enportanis”™ | Doengas
SLI-MTLNSS. ASTOJOMNA0AES, A0gas MUNGISLVES SHEa3, rlm.m i
Osm Onbo O b0 sabe 8 g gescreva abaial
Probdermd 5) de sasce atualiis)® Dt 5) e imicio

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE|EEEERIEEEE
IHII[HIIIIIIIIIIIIIIH]II'[IHII!IIIII
I]]II[[[IIIIIIIIIIIIII]]]II'[IHlIf’IllIl

ENEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEN AN EEEEEE

[CEaS g YU TEAC TN BREENETET 3 ROAD O MSRCAMEAS OB virds? e lfiir] SO0 SAObS M AF SN
e regeTar Al O SDSENICEES COmplEmEnares) :

2+ A oriangs i edede inbemaco em hospital alguma vez na vida?™
O&sim [ONeo [Jkéo@a0e (S S8 descreva ataino

Prodieras) qUe KVOUIATAM) &5) interma ioibes) Datafs) daes) intemac bosbesy [ DMEI0E

|||||||||||||||||||I\IIHIIIH[[[I LT

HEEEGEEEE mEEE

T/ IOl (T
| || oo

[ CRs  e tE mwmmﬁﬂmemﬂm B SR e L GRS Jia O Sl S [
SOELERO BT lﬂhdtubmuf-ﬁﬂrmrrmﬂ:_l
3 - A GG E i R 2000 ANl eTANGD, ANE-TADICH, SRUNY GUIS D 08 5600 Fafsiiiune o Wansiusio ae

DEIT'-.DhiI [ Mo sabe (S S0 eapecifque abaia)
Oumomamsvecente: | | | [ | [ [ | T T T T T T T 110 VP11

e [T)/[C]/CTTT] setivee [ [ [ [ [T T IT LTI

4 - B TG S e DOAS COnc§es oo Saloe?

O&m [N

5. B cTianG a & siegrdel ™

O Sim O NS

Procnchisie per- ceaige:[ | | o[ | |/ /T ]
B wvsmsspec _ ceaige:[ | | o[ [ | [T /[T ]| ®eavassssz [l
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[ | ESTUDD COMPLEMENTAR DA mm@ DA, INDLI M WA TE Pfﬁ-\rw‘ .

CONTRA FEERE AMARELA EM GRIANGAS

Unidede de saisde: [ | |

FICHA DE COLETA DE SANGUE

O COLETA PRE VACINACAD

O COLETA POS VACINACAD patapavacsacho:| | |/ | J/[ [ | [ |
t-Demoacoeta | [ J/[ [ I/[ T T T ]
urmesD da ooleta
2-tora da Cotetn:[ [ 1o [ T Juin
a-m“rnu:ED_D-
4 - Doorreyw alguma intercorrenoia durante ou apos o procedimenio”
5 [ NAD s s 4 ra 5
5 - Coletado por: WD:[
B mevisssper _  cesge[ [ | e[ [ /[T ]J/[TT]] rewssase |
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| ESTUDD COMPLEMENTAR DA DUHAEEII DA IMUMICADE Ffﬂ-‘h‘hﬁlﬂﬂﬂ_ [ |
COMTRA FEBRE AMAREL A EM CRIAMCAS

Efiqueta 08 canasto - e sanae:
Damcavacine: | | |/ [ [/ | [ ]|
AVALIACAD PARA COLETA POS VACINACAD

Mo Periodo Nire 4 Jose 08 Vacing conird Febre Amarela, & hoge, o 0ld 0 coletd g Sangue pos vacinal 3 crianga;

1 - Ftoebeu Abgama outra vaoina ou oo hi perimane?
Okde OSm (Se S0 gsiaine na fana e obsenanies complemenianes),

7 - Desensoiveu quacing o iImUnOSSEpnessao permanentes ou iransiona”
OMin [COSMm Skl seoihe a i oo sbasnacies compemenars)

3 - Reesidiu ou Viajl para oRTos MUNSCIpNGS Ol para fora oo pais?

OMée [OSm
S BIM_presraier ¢ quatra abaig:

Pais 0 MUNICIDIoS DIe NESii ol Vigjow Ectade|  Mes e Ano hﬁm ke
O oo/ [ 85 B-
I | | o g 8 2
I |/ ot 8= 8=

4 - Tieve akpEva inbercorercia Mmedhca Mo perioio ™
OrMed [0 Sem (S5 S0 2Etane ra L 08 AOSEEES EOFEASTIE T ).

5 - Fiag uso e akgurm messcamenbo?
Onio OSm (S¢S seencher icha o8 medcasening),

Preenchideper: ___ ceage[ | | oaadaisita| | |/ | J/[ [ ] ]|
B pevissseper __ cesgec[ [ | o[ [ J/[ T /[T T T ] esersorrar i
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ERqueta o8 cacasim

I I T i
O Coniaio 1 O Conale 2 O Extra

PeHa DE DBSERYACOES COMPLEMENTARES

FrrerFad o per

ceage [ | | ceanvisna:| | [/ | /1 | ||
B revisssepsr _ cislge[ | | oew| [ |/ [ |/ [ [ ]| seesszeses i
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[ ] E_UDQE-IJH_PLE!EH“R A DURA:

DA DURAGAD DA IMUNIDADE
ONTRA FEBRE AMARELA EM CRIANGAS

OGormenGia:
OCortato 1 [ Contatcl [ Exira

IMUNIDADE POS-VACINAGAD ]

Unidade de saioe: | [ |

I} - P
I[I]IIII[I]I[I]I[I CO/CO O] COeCoe I
Cabegeria: Via acrministraca:

O Antamrgoss [ arpe==eneas L] ey e i kBB 1S [m = 1] [ e A R T
0O ansemicos O Mll::ﬂ! O Carticaes O raveresa [ Suboutanea
O antef® iffames O &nikao 3o [n] A SRNES .
O Durws (espeoficar abami e Ew Eml

Inalatmn Tagia
NSNS EEEEENEEEEEEEEEEE 0 cmilmiea

2. Mo oo Imesdicanmenio:

[TTTTTTITTITTTITTITITTIT]

e [Firm:
(T[T OO a1y

0O Anzaergoss O Anpeesoes [ Erorcodiatadenss O Sral O Irerarrsssir
S l.nt_-'m'-nl: g i O comnsmes O eeravenasd O Sabourmnes
AnzEv amanra At o O articaraisanies .
O O (e3pectcas abans) Snrlh-l S:‘“m
Ialanina ]
HNEEEEEEEREEEE DR NN NN R y=re—
3. o cho mecbcamenio. [ - - Fam.
(TTTTITITTITITTTITT T [ e O
Cabegeria- Via acrministrada:
O anizaie rges [ Areee=re 3ces 1 Brancsoiamasenss [m= ] [ irarsss s
E EnEETmicD s gmlm O Carichides O weavencsa O subosEnea
AniETlamamng Aridms sy ] &nvee orviu Sovantes 0
0] Oumes (especnicar anave E“"J Em“"
a TegLa
I A A A I I e
presnchide par cidige:[ ] oataamviman:[ ]/ [ ]/ L 1]
B cecaen casige: [ ] ma[ [ /[T ] /[T ][] =wwsaeers i
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Elicueta oe cacasio Unidade de sauce: || |

FICHA DE ENCERRAMENTD DA F‘lﬂﬂﬂﬂ'l_.l"‘i.ﬂ HNO ESTUDO

1 - CHAl & feT (b EeieE TR0 00 [ari pante no e
O Conchaico O SC0rn com o prolosio

O Sl i £0rm SE-yin 08 DNOimGniD |[eeerser questio )

O Emcluico [preencher a questao £)

2 - Necessia de revading: 3o pelo PHI neste modmento?
Osm DOMas [0 MNao se apikca

B - Ol ol e chesvis de prosocol o™

O \Visita fora da j@nela previsia no projocoio

O ViU 08 amosia diesme O PReisid Mo prolosoio

Cowe | [ JITITTTTTTIITPTITTTIIIRTITTITIRTTT 1]
& - Tl o reoties da enclusaoT

[ Evento acverso grave

O DesizEncia do nesponsivel da chianga apos 4 assinatum oo Ierma de consentimento IRTe € escaneciio

[0 Pesrda ro acompannarnents

O Ce=pinguesing de profcon

O Por aoer;a |oEscrever abainn)

O Dulrs Rebes [oescrever abaig)

[ Ml preseracies 1 Ol RIS SMENG 08 Sepniicacs

D srin S0 G0 Car.

Preenchigoper: _______ Cadige:| | | oatasavisiac| | |/ [ [/ [ | | |

B s _ osaige:[ [ ] e[ ][]/ [T ] aseveessen i
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ANEXO 5

Parecer Comité de Etica da Escola Nacional de Saude
Publica

(Estudo Matriz)
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Ministério da Saide . ‘( .
FIOCRUZ T

NSP

Fundacao Oswaldo Cruz
Escola Nacional de SaGde Publica Sergio Arouca
Comité de Etica em Pesquisa

Rio de Janeiro, 26 de fevereiro de 2010.

O Comité de Etica em Pesquisa da Escola Nacional de Saiide Publica Sergio Arouca —
CEP/ENSP, constituido nos Termos da Resolugdo CNS n° 196/96 e, devidamente registrado
na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, recebeu, analisou e emitiu parecer
sobre a documentagdo referente ao Protocolo de Pesquisa, conforme abaixo, discriminado:

PROTOCOLO DE PESQUISA CEP/ENSP - N° 13/10
CAAE: 0014.0.031.000-10

Titulo do Projeto: “Duragdo da Imunidade Pés-vacinagdo contra Febre Amarela em
Criangas”

Classificaciio no Fluxegrama: Grupo 111

Pesquisador Responsivel: Luiz Antonio Bastos Camacho

Instituigiio onde se realizara: Escola Nacional de Saide Pablica Sérgio
Arouca/FIOCRUZ/ENSP

Data de recebimento ne CEP-ENSP: 18 / 01 /2010
Data de apreciagio: 10/02 /2010
Parecer do CEP/ENSP: Aprovado.

Ressaltamos que o pesquisador responsével por este Protocolo de Pesquisa devera
apresentar a este Comité de Etica um relatorio das atividades desenvolvidas no periodo de 12
meses a contar da data de sua aprovagao (item VII13.d., da resolugiio CNS/MS N° 196/96) de
acordo com o modelo disponivel na pagina do CEP/ENSP na internet.

Esclarecemos, que o CEP/ENSP devera ser informado de quaisquer fatos relevantes
(incluindo mudangas de método) que alterem o curso normal do estudo, devendo o
pesquisador justificar caso 0 mesmo venha a ser interrompido.
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ANEXO 6

Parecer Comité de Etica da Escola Nacional de Satde
Publica

(Estudo Complementar 1)
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CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGCAO &, "'“mm = o
OSWALDO CRUZ/ CPQRR/

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo Complamentar da Duragio da Imunidade Pas-vacinagio contra Febre Amarela

am Criangas
Pesquisador: Martinz-Filho O&
Area Temidtica:
Versdo: 2

CAAE: 25315213.6.0000.5091
Ingtitulgdo Proponente: Centro de Pesquisas René RachowFundacao Oswaldo Cruzf CPgHARS
Patrocinador Principal: Secretaria de Vigilancia em Sadde

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 961 889
Data da Relatoria: 23022015

Apresentacio do Projeto:

A F.A 6 uma arbovirose de evolugde aguda, de amplo espectro clinice que inclul formas levas com
sintomatclogla febril inespecifica de Iniclo =0bito & formas graves com letalidade superior a 30%
(Vasconcelos, 2003). E uma das doencas-alva o Regulamento Sanitaro Internacional sujeitas 4 notficagao
internacional (WHD, 2005).

Mo Brasil, a malor parte dos cascs ocorrd @m homens adultcs com ocupagdes profissionals ou em
atividades de lazer e twrismo em regides de floresta, gue 0% explem ao conlato com mosquitos
infectados{MS, 2005).

Emibora nao se registrem casos de F.A, urbana no Brasil desde 1942, a coorréncia de epldemias da F. A.
siivestre nas regltes Sul @ Sudeste @ a abunddncia do mesquito "Acdes segypll” em Zonas urbanas
praximas de zonas enzodticas lem sido considerado uma ameaga de re-urbanizagio. NMac ha tratamento
azpecifico @ a vacing constitul @ melnor forma de controle da doenga. Vacinas antiamarilicas estic
disponivels desde a década de 1930 e as gue esifo em uso atualmente s8o de virus vivos atenuados,
produzidos pelo sistema de lote semente que limita o ndmero de passagens do vins, diminuinds o nsco de
mutagies.

Asg vacinas contra F.AL existentes sdo conslderadas allamenie Imunogénicas e sequras para a Imunizagas
de residenies de &reas endémicas ou ameagadas, bem como de turisias, aivos de

Enderego:  Avenikda Auguesiode Lima, 1715

Balrro: Harm Freio CEP: 30150002
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Taletane: 5133857485 Fa: (3133857825 Esmall: capsh-cporri@cpgm fiocnz, br

Pigyrui 00 i 08
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CENTRO DE PESQUISAS
RENE RACHOU/FUNDAGAO ° ““““"m S
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infecgo em seu reterno para areas sueceptivels. Esta & uma recomendagdo do

Programa Macional de Imunizagio do MS do Brasil e OMS(M.5., 2005:Camachc et al. 2008).

Embora correlatos soraldgicos de prolecio ndo estejam disponivels, as evidéncias de efetividade dos
programas de Imunizagio no conirole da F.A. sugerem gue os Individucs scropositives apds a vacinagac
estejam protegidos contra a doenga (Monath,2008).

Em esiudo multicéntrico de imunogenicidade (Collaborative Group For Studies With Yellow Fever, 2007), a
vacina mostrou desempeanno em criangas inferior ac observado nos adullos: sofooonversas de 973% no
grupo com idades de 10 anos cu maks, 94% nas criangas de 2 a 9 anos, BB nas criangas de 12 a 23
meses, 72% nas criangas de 9 a 11 meses ¢ B23% nas criancas de 6 a 8 meses.

A duragao da imunidade induzida pela vacina parece ser longa @ a OMS recomenda reforgo a cada dez
angs, mas o2 dados que apolam esta recomendagdo sS40 limitados.

Poland @ col{1981) observaram persisténcia de anticorpos neutralizantes em 78,4% de veteranos de guera
Com vacinagio presumida ha 30 anos cu mals @ em 18,2% dos veleranos conslderados ndoc vacinades.
Miedrieg e col{1993) demcnstraram que a proporgac de individuos com anticorpos neutralizantes caiu de
4% no primairo ano para 74,5% apds 10 anos, indicande gue a duragao da imunidade parece assoclada
aos nivels de anticorpos pds-vacinagac.Em um estudo realizado com criangas, Fox & Cabral
(1243jchamaram a atengdo para respostas menos intensas @ de menor duragdo em crlangas abaixo de 10
ance comparadas acs adultes. JA Anderzon & Gast-Galvis (1947 cbeervaram altags (=80%) proporgles de
criangas acima de 6 anos de idade @ adullcs com persisténcia de anticonpos neutralizantes até 5 ancs apis
a vacinagio. Confudo, cs dados dos estudos descrites anterlormente nfo abordaram especificamente a
duragio da imunidade em Individuos vacinados nos dols primeiros ancs de vida e a necessidade da re-
vacinagao apés 10 anos da primovacinagao

antiamarilica.

Objetivo da Pesquisa:

Hipdtese:

Criangas primovacinadas apresentarfio perfil de membria celular (fendlipe celular de memdria e padrio de
citocinas) compativel com nivels de anticorpos neutralizantes assoclados 4 eficacia vacinal.

Objetva Priméario:

Engerego:  Avanda Augusio de Lima, 1715
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Consolidar aspectos da resposta imune numaoral (anticorpas neutralizantes) & celular (pardmetras fendotipioo-
funcionais de células T e B de memdna), por melo de investigagdo longitudinal complementar em crangas
de 8 a 23 meses de idade ndo vacinadas e 30-45 dias apds prmovacinagao.

Objetivo Secundario:

1. Estimar e comparar a proporgio de positividade e a média geométrica dos tilules plasmaticos da
anticorpos neutralizantes contra lebre amarela imediatamenta antes @ 30-45 dias apds primovacinagac
cantra febre amarela, em criangas de 9 a 23 mesaes de idade sem antecedentas de vacinagio contra febre
amarala.

2. Avaliar, por caracterizagao imunotenctipica, a frequéncia de lintdcitos T e B de memana, Induzida in vitro
pelo antigeno vacinal 1700 imediatamente antes & 30-45 dias apds primovacinagio contra febre amarela,
em criangas de 3 a 23 meses de idade sem

antecedentes de vacinagdo contra febre amarela.

3. Quantificar, por caracierizagac funcional citocinas Intraciioplasmaticas delinfdcitos T CDB+, induzidas “in
vitro" pelo antigeno vacinal 1700 Imediatamente antes @ 30-45 dias apds primovacinagdoe contra fabra
amarela, em criangas de 9 a 23 meses de idade sem antecedentes de vacinagao contra febre amarala.

Avallagio dos Riscos e Beneficlos:

Cntério de Inclusdo: Serdo elegivels para o estudo ag criangas de 9 a 23 meses de (dade, de ambos o3
SEX0s, Que serdo vacinadas contra febre amarela, cujos pals ou responsdvels assinarem o termo de
consentimenta.

Critério de Exclusao:Nao serio incluidas criangas gue receberem outras vacinas no intervale de 30 dias
antes ou depols da wacina contra febre amarela, gue apresentem

imunodepressao permanente ou trangitdra, inclugive aguelas em tratamento com corticosterdlides em doses
acima de 2 mg/ka de pesc, e aguelas com doencas auto-imunes, Imunodepressdo transitéria cu
permanante, induzida por doengas (neoplasias, AIDS, etc) ou pelo trataments (drogas IMURcSSUDrassoras,
radioterapla, etc). Usc de corticosterdldes (p.ex., prednisona, dexametasona) por mencs de 2 semanas, ou
de use 1Gpico cu por inalagdo, n&o indicam exclusido do estudo, mas deverdo ser regisirados no guestionaric
constante no Anexo |l ¢o projeto apresentado. Também ndo serdo incluidas criangas com
hemoaglcbinopatias e criangas com antecedentes de transfusie de sangue ou de tratamento com soro
hiperimune até 30 dias antes da colela de sangue.

Riscos:

Emdgrafn: Avenida Agusss de Lima, 1715
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Por se tratar de frabalho envolvendo coleta de sangue, as criangas estardo expostas ao risco de hematoma
no local da pungao. A escolha de profissionals bem treinados pode diminulr a ocorméncia de efeltos. O uso
de luvas @ materials estéreis descanavels evitard a ocoméncia de possivels conmtaminagies associadas ao
procedimanto.

O rizco de confaminagsoc por material bioldgico durante o trangporte serd evilado com o uso de calxas de
fransporte adeguadas.

Beneficios:

0= participantes poderdc se beneficiar com o resultado da pesquisa uma vez que esse lipo de abordagem
poderd contribulr para melhor compreansao dos macanismos Imuncibglcos associados ao procediments da
vacinago contra F.A, A pesquisa poderd estabelecer proposigbes futuras para o calendério de iImunizagao,
junto a0 Ministario da Sadde.

Comentirios e Conslderagdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo de coorte ndo contralade com andlises imunaldgicas pareadas antes & apds vacinagas
cantra a F.A. Para tal, serde necessarias 60 amosiras pareadas(50 amosiras no perfodo pré-vacinal e 60
amastras no pericdo 30-45 dias pds-primovacinagio) de

criangas de ambos 05 58x0s com idade enfre 9 @ 23 meses, residentes em dreas onde a vacina contra F.A.
compde o calendéric basico de imunizagtes e que receberao a vacina

na rotina das unidades basicas de Imunizagao, nos dols primelros anos de vida.

Em 2009, o protocaole “Duraglo da Imunidade Pds-vacinagio contra Febre Amarela em Criangas” fol
submetido @ aprovado pelc Comité de Etica em Pesquisa (CEP/ENSP - Wo 13/10).

Maquels momenta, ¢ objetivo era avaliar a variagao do estado imune para fabre amarala de |

més a 10 anos apds a vacinagdo, em criangas vacinadas nos dels primelros ancs de vida. No emtanto,
apesar de terem sido coletadas amostras de aproximadamente 1.400 criangas, segregadas sequndo o
tempo de pés-vacinagdo: 30-45 dias, 1, 2, 4, 7 e 10 anos, ndo foram coletadas amostras de criangas no
periodo pré-vacinal, também denominadas amostras de cirangas nao vacinadas (MV). Em um protocolo
posterior “Curagdo da Imunidade pds vacinal antiamarilica em adultos®, os autores thveram a oportunidade
de avallzar em estude pareado amostras de indviduos ndo vacinados (MVie com re-avallagio 30-45 dias
apbs primovacinagde. Meste estudo ficcu evidente gue dos 21 blomarcadores de memdria avaliados, 19
blomarcadores foram seleclonados coma possivels Indicadores de proteglo acs 30-45 dias apds
primovacinagio (exceto CO4 de memdria central @ LB+IL-10+4). Essa solegdo prévia permitiv a monitoragao
mals sagura de biomarcadores no contexto da duraglo da imunidade antiamarilica, sendo possivel
comparar a frequéncla desses blomarcadares, conslderados “referéncia” nos diterentes periodos

Endarago: Avanida Augusio de Lima, 1715
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pés-vacinagds em relagac ao periodo 30-45 diag. Dessa forma, hé necessidade da inclusdo de um arupo
referéncla de crangas ndo vacinadas (NV), pareado a um grupo com 30-45 dias pos-primovacinaglo, para
selecdo de

possivels indicaderes de protecao em criangas. Esses blomarcadores serdo empregados em estuco
comparative com os demals perfodos pds vacinagho |4 analisados em criangas duranie a primeira fase em
estudo financiado pele Minlsiério da Saide.

0= resultados do estudo poderio subsidiar o3 protocolos sobre a vacinagio e declsfes téonicas do PN

Conslderagdes sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

O TCLE esta redigide de torma correta e de 1acil compreensao a ser assinado pelo responsavel da
crianga.Constam as informagdes necessarias que podem esclarecer o objetivo da pesguisa, seus riscos @
sous baneficios.

Recomendacbes:

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Os autores apresentam justificativas para a emenda ao projeto iniclalmente apresentado e aprovado pelo
CEP-Bene Rachou, que sc apresentados a sequir:

1-A emenda fol necessdria principalmente porgque fol allerade o nomerno de participantes na pesquisa (de
100 para 60 criangas). Além dizse, a coleta de amostras para o estudo serd

redlizada apenas no municiplo de Ribeirdo das Neves e nao mais em Comtagem e Aibeirao das Meves,
QOutros questionarios @ lormularios toram incluidos. & equipe do projeto fol ampliada e ajustes no projeto
foram feitos para seguir a formatagio do Protocolo de Pesguisa. 2-As alleragles realizadas no projeto
original estac destacadas em amarelo no Protocolo de Pesguisa anexado ao projeto @ apresentado na
Platatorma.

Essas alleragdes ndo apresentam implicagbes implicagbes &ticas,

Situagéio do Parecer:

Aprovada

MNecessita Apreciagio da CONEP:
gD

Conslderagdes Finalg a critério do CEP:
Apds submissio e andlise critericea do protocaolo em questao, constamos que ¢ estuds atende

Engarego:  Avanda Augusis de Lima, 1715

Balrro: Harra Preto CEP: 301504002
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aos azpectos fundamentals da Resolugde 466/2012 do Conszelho Macional de Sadde, sobre Diretrizes e
Mormas Aegulamentadoras de Pesquizas Envelvenda Seres Humanos. Dlante do exposta, ¢ Comité de
Etca do CPqQARFIOCRUZ Minas, de acordo com as atrbuigfes & ele concedidas pela Leqgislacio vigente,
maniiesia-se pela aprovacio da Emenda do projeto de pesquisa propesio. Firma-ge diante deste documento
a necessidade de serem apresantados os relatdris semestrale e final, bem come a notificagio de eventos
adverses, de emendas ou modificagdes no protcealo para apreciagao do CEP.

BELO HORIZONTE, 24 de Feverairo de 2015

Assimado por:

Maftale Katz
(Coordenadar)
Enderagn:  Avankda Auguso de Lima, 1715
Balrro: Harm Prets CEP: ap 1g0-a02
UF: M5 Municipio: BELO RORIZONTE
Telelone:  (31)3345-TA25 Fane: {31 3385-7325 E-mall: copsh-cparr@epgr. focnz by
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao dos nivels de anticorpos neutralizantes e a taxa de soropositividade
antiamarilica am plazma contendd heparina

Pezsquisador: Maminz-Flino O&

Area Temdtica:

Versdo: 2

CAAE: 47136115.0.0000.2091

Institulgdo Proponente: Cantro de Pesquisas Rend RachowFundagio Oswaloo Cruzd CPgRAS
Patrocinador Principal: FUNDACAD OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1.248.195

Apresentacio do Projeto:

Esie projelo visa estabalecer um profocolo especilice para uso de amosiras de plasma, oblidas de sangua
coletado em heparina sbdica, na avallagio dos nivels de anticorpas neutralizanies contra o virug da lebre
amarela bem como na taxa de soropositividade antiamarilica. Isto & relevante j& que a hepanna pode
imerferir nos nivels destes anticorpos (resultados falsc-positivas). Para tal, a metodologla proposta emeaive
utitizar um reagenta { Celulose-Ecteola) que & capaz de remover cerca de 0% da heparina presente em
amosiras de plasma. Isto val permitir utilizar plasmas heparinizades para a dosagem cometa de anticorpos
neutralizanies antiamarilicos. Para tal, o projeto envoive 1290 amosiras (90 de Bambul @ 1200 de BH, areas
com coberura de vacinagao anti-amarilica) as quals encontram-se armazenadas no blorrepositéng do
Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores (GIPB) do Centro de Pesquisas Renéd Rachou (CPgRA).
A metedologla proposta envolve (i) estabelecer condigdes padrdes para remogio de S0% ou mals da
heparing sodica presente em amostras de plasma, empregando Celulose-Ectecla (ECT) e (|i) comparar a
resposta de anticorpos neutralizantes contra lebre amarela de amostras de plasma, oblidas de sangue
coletado em heparina sédica o tratadas com ECT, imediatamente antes da primovacinagac ¢ 30-45 dias, 1,
2,5, 7 e 10 anos apds primovacinagio (plasmas de criangas de 9 a 23 meses). Acredita-se que ¢ conjunto
de iMormagoes do estudo subsidiarde o Ministéro da Sadde na

Enderego:  Avanida Augusio da Lima, 1715

Balrra: Harma Fredo CEP: 3p.150-008
UF: MG Municipio: BELO RORIFONTE
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detinigio do calendéric de imunizagdes do Brasll, garantindo a manutengio da revacinagdo aos 10 anos de
idade ou aderindo a nova recomendagdo da Organizagdo Mundial da Sadde, gue implicaria em uma Unica
dose contra febre amarela sem Indicagio de revacinaglo,

Objetivo da Pesquisa:

O ghjetivo principal da pasquisa sera o de slabalecer um pratocolo especilice para uso de amosiras de
plazma, oblidas de sangue ccletado em heparina s8dica, na avaliagao dos nivels de anticorpos
neutralizantes & a taxa de soropositividade antiamarilica.

Avallagdo dos Riscos ¢ Baneficlos:

Riscos:

Considerades reduzidos |4 que se pretende trabalnar com amosiras de plasma congeladas (nenhuma nova
coleta e=td sendo apresentada). MESTA WEASAD BEVISADA, A EQUIPE ENVOLVIDA ESCLARECEU
QUE VAl GARANTIR O BIGILO EM RELACAD a identidade dos envaolvidos).

Benaficios:

0= dados obtidos serfo imponantes para subsidiar o Ministério da Salde na definigdo do calendério de
imunizagdes do Brasll, garantings & manutengio da revacinacde acs 10 anos de idade ou adesindo a nova
recomendagan da Organizagao Mundial da Salde, que implicaria em uma dnica oose contra febre amarela
sem indicagdo de revacinagao.

Comentirios e Conslderagdes sobre a Pesqulsa:

A proposta apresentada pelo proponente & relevante, [& que visa validar resultades prévies da equipe sobre
a duragdc da resposta imune induzida contra a febre amarela. 0% esclarecimentos solicitados - em relagio
acs riscos @ a0 blorepositéro - foram respondidos. Portante, pode e considerar aprovado ¢ projeto.

Consideractes sobre 08 Termos de apresentagio obrigatéria:

Este projeto envolve amostras de plasma de individuos gue encontrame-se armazenadas no blorepositdrio
do Grupe Integraco de Pesquisas em Blomarcadores (GIPB) do Centro de Pesquisas René Rachou
(CPgAR). Os pesquizadores solicitam a dispensa do TCLE Ja que o grups ndo tem mals como rasirear uma
vEz que estes individuos ou j& vieram a dbito efou pela Impossibilidade de localizagao dos mesmos ou de
sous familiares.

Recomendagtes:

Aprovar, Todas as pendéncias foram esclarecidas. Particularmente com a Inclusfo de um

Engeregn:  Avanda Auguesio de Lima, 1775

Balrra: Harm Prein CEP: 300150008
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ragulamento que estaboloce as normas de funclonamento @ de armazenamento dos materials biolbgicos
coletados no &mbito do projeto de pesguisa.

Conclustes ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:

Aprovar, pendéncias rescividas.

Conslderagtes Finals a critério do CEP:

Apds submissao e andlise criteriosa do protocolo em questao, constalameos que ¢ estudo atende aos
aspecies fundamenials da Resclugdo 466/2012 do Consalho Macional de Sadde, sobre Diretrizes ¢ Normas
Fegulamentadoras de Pesquisas Envolvenco Seres Humanos. Diante

do exposto, o Comité de Etica do CPqARFIOCRUZ Minas, de acordo com as atribulgies & ele concadidas
pela Legislagio vigente, manifesta-se pela aprovagio do projeio de pesguisa proposte. Firma-se diante
deste documento a necessidade de serem apresentados os relatdrios anuals e final, bem como a notificacso
de eventes adversos, de emendas ou modificagdes no protocolo para apreclagio do CEP.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixe relacienados:

Tipo Documanto Arguivo Postagem Autar Shuacao
Informagtes Basicas| PE_INFORMACOES _BASICAS DO P | 14082015 Acaito
do Projetig 430, pdf QR 28 53
Outros Blorreposiorio, Projete.Olindo. Avallacan. | 140872015 Aceito

Nivais Bidoc QR27:4
Projeto Detalnade /¢ | PROTOCOLO DE 14/08/2015 Aceito
Brochura PESQUISA.Qlndo. Assis. Avallzcao. Nivell  0B.25.25
| |mvesiigador = A1.docy
Informagdes Basicas| PB_INFO Flm@:] ES BASICAS DO_P 10072015 Aceite
do Projeto 430, pdf 132231
TCLE / Termos ce | TCLE.docx 10072015 Aceitg
Asgentimento 13:48:20
Justiticativa de
Outros Biorrepasiorio. Projetc.Olindo. Avallacan. | 10072015 Aceito
doc 134811
Projeta Detalnade ¢ | PROTOCOLO DE 10072015 Aceite
Brochura PESQUISA.Olindoc.Assls. Avalizcao. Nivel]l  13:47.35
| 21 0ador £.00CK
Falha de Hosto Falha. Hosto.Ayvaliacso. Mveals. pdl 10072015 Aceitg
13:44:03

Enderegn:  Avanida Augusiode Lima, 1714

Bairro: Barra Preto CEP: 3p150-008
UF: MG Municipio: BELD HORIZONTE
Teletone: (3133857825 Fane:  {31)3345-TA%5 E-mall: capsh-cporr&cpgm focnz be
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Situagéio do Parecer:

Aprovaca

MNecessita Apreciagio da CONEP:
W0

BELO HORIZONTE, 29 de Setembro de 2015

Assinado por:
Maftale Katz
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Thtulo da Pesquisa: Duragio da imunidade pds-vacinagio contra lebre amarela em criangas - estudo
complementar sobre imunidade humaoral.

Pesquisador: Tatiana Guimaraes de Moronha

Area Temdtica:

Versao: 1

CAAE: 45946915.1.0000.5240

Ingtiwicédo Proponente: Escola Nacional de Sadde Plblica Serglo Arcuca

Patrocinador Principal: COMS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICD E TECHNOLOGIZO
Financiamento Préprio
FUNDACAD NACIONAL DE SAUDE - FUNASA

DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 1.152.643
Data da Relatorla: 01072015

Apresentacio do Projeto:

Trata-s¢ de um Projeto de Doutorado em Sadde Plblica da Escola Nacional de Salde Poblica Sergio
Arouca, da aluna Tatiana Guimaraes de MNoronha com arlentagdo de Lulz Antonio Bastos Camacha,
qualificade em 05 de fevereiro de 2015. O periodo de coleta de dados & entre julho a agosto de 2015, sendo
a apresentacao da tese para 2015, O orgamento do projeto & de RS18.584,00 com financlaments do CNPg
€ Funasa.

Sequndo & proponents @ste estuco & UM acrescimo ao estudo marz “Estuda de Duragao da Imunidade Pas
-“Vacinagdo contra Febre Amarela em Criangas”. Este projeto preve um procedimento laboratorial adiclonal
para avaliagdo do componente humoral da imunidade“tratamento o plasma com Ectecla Celulose”™ nas
amgsatras |d coletadas e andlise adicional dog dados.”

Objetivo da Pesquisa:

A proponente descreve como objethos:

Objetiva Geral:

“Avallar a duraglo da imunidade para febre amarela em crlangas de 3 mesaes a 12 ancs de (dade,

Enderago:  Fua Leopoide Bulhdes, 1480 - Tarmas

Balrra: Manguinhas CEP: 041210
UF: Hl l.lunln::ipln: RO DE JANEIRO
Teletone: (217598763 Faw:  {21)@508-7363 E-mall: cap@arspficong br
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vacinadas nos dols prmeiros anos de vida, o classiflicadas sogundo o tempo pésvacinagio nas sequintos

categorias: (a) 30 a 45 dias; (b) 1 ano apée vacinagio, (c) 2 anos apbe vacinagae, (d) 4 anos pée-vacinagio;

(@) 7 anos apds vacinagdo; (1) 10 anos apds vacinacso. Estimar @ comparar a proporgdo oo soropositividade
e a média geométrica dos titulos séricos de anticorpos neutralizantes contra febre amarela em criangas
vacinadas anteriormenta (nos dols primelros anos de vida) cam Onica dose de vacina contra febre amarela,
com idade atual entre 9 meses a 12 anos, categorzadas de acordo com o tempo poeprimovacinagio em: (a)
30 a 45 dias apds vacinagdo; (b) 1 ano apés vacinagio; (o) 2 anos apds vacinagio; (d) 4 anos pos-
vacinaglo: (o) 7 anos apos vacinagdo: (1) 10 anos apbs vacinagdo.”

Objetivo Especifico:

“Comparar a proporgic de soropositividade @ a média geométrica dos titules séricos de anticorpos
neufralizanies, com os resuliados da analize de imunidade celular realizada pelo CPgGM em amostras de
sangue coletadas simultaneamente na mesma populagio de estudo, nos seguintes Intervalos de tempo: (a)
30 a 45 dias apés a vacinagao; (b) 1 ano apds vacinagao: (c) 2 anos apds vacinagio; (d) 4 anos pos-
vacinagio; (e) 7 anos apds vacinagio; (f) 10 anog apds vacinagio.- Analisar a exposigio ac wirus da
dengue e sua correlagdo com 0g resullados dos testes sorcldgicos para lebre amarela.”

Avallagéo dos Riscos e Beneliclos:

A proponente descrave:

Beneficios: "0 beneficio direto para os pariicipanies da pesquisa serd a verificag2o da Imunidade conira
febra amarela, que exige exames especials @ nao disponivels no SUS. Os resultados dos exames de
sangue feites durante a pesquisa serdo informados ao sujelto de pesquisa, por escrito, @ uma nova dose de
vacina seri recomendada ace que ndo tiverem anticorpos confra febre amarala detectadoes.”

Fiscos: “0 presente projeio de pesguisa corresponde A infrodugde de um procedimento laboratorial ndc
previsto no profocole do estudo orlginal, sem coleta de Informacgdes adicionals, seja através de questionérics
ou coleta de matenal bioldgico. Sera feita refestagem laboratorial das amosiras de sangue coletadas
anteriormente, sem riscos adicionals Aaqueles contemplades no projeto de pesquisa criginal.”

Enderego:  Fua Leopoido Bulhdes, 1480 - Téman

Balrro:  Manguinhos CEP: 21.041-210
UF: Rl III.JI'III:i'pll;i: RID DE JANEIRD
Teletone: 2105082363 Fane:  {21)2598-2363 E-mall: cap@ansp fioons b
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Comentirios e Consideragdes sobre a Pesqulza:
O protocolo de pesquisa apresentado possul 0s elementos necessarios i apreciagao ética.

Conslderagtes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria;
A proponente apreseniou os seguintes documentes:
Folha de Hosto

Faormulario de encaminhamenic do projeto
PB_informagdes  basicas_ do_ projets

Projeto matriz aprovado pelc CEP/ENSF em 26lev2010
Projeto de doutorado de Tatiana Morcnha

Parecer CEF/ENSP de 26lev2010

Cronograma

Orzamento

Termg de autcrizagio para acesso ao banco de dados
Termo de compromisso de utilizagio dos dados

Recomendagbes:

Mo PB_Inlormagdes_Baskcas encontra-se a informagéo de formacic de blomepeositro, perém o TCLE do
estudo matriz continha a Iinformagao de gue as amestras senam utilizadas somente para of testes
previstos®. Assim, aoc término do esiudo as mesmas devem ser descartadas.

Conclustes ou Pendénclas e Lista de Inadequagbes:
O projeto acrescenta um procedimento laboratorial, gue complementa as analises do projeto mainz,

Este projeto & um sub-projeto, pois ndo altera objetivos @ ndo 1em Impacto &os participantes, Os objetivos o

meiodologla descritos sfo o3 do projein mairiz. Apesar do cronograma no PB estar com inicio 02 de julho, no
CTONDGFama anexo es1d por mes enfatizando gue o projeto inicla apés aprovagao oo CEP.

Situagiio do Parecer:
Aprovaco

Endgrego:  Fua Leopoide Bulhdes, 1480 - Térmao

Balrro: Manguinhas CEP: 21041210
UF: HJ Hul‘llﬂ'plnl A DE JANEIRD
Telptone: |21)7598-2363 Fax: {212598-2363 E-mall; capSansp.ficongor
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Confinuacho do Pancoe: 1,152,843

Mecessita Apreciagio da CONEP:
ME0

Conslderagtes Finals a critério do CEP:

* Em atendimenta 3¢ subltem 1119 da Resolugan CHNS n® 466/2012, cabe ao pesguisador responsdvel pelo
presente estudo elaborar e apresentar relatério final °f...] apds o encerramenio da pesquisa, telalizando seus
resultados”. O relaténe deve ser enviado ao CEP pela Platalorma Brasil em forma de “notficagan”. O
modele de relatério que deve ser seguido se encontra disponivel em www.ensp.liccruz.brietica,

* Qualquer necessidade de modificagio no curso do projeto devera ser submetida & apreciagio do CEP,
comc emenda. Deve-se aguardar parecer faverdvel do CEP antes de eletuar a modificagas.

* Justificar fundamentadamente, perante o CEP, casoe haja interrupgdo do prejeto ou a ndo publicagio dos
resultados.

RIO DE JANEIRD, 17 da Julnho de 2015

Assinado por:

Carla Lourengo Tavares de Andrade
(Coordenador)

Enderego: Fua Leopoido Bulhdes. 1480 - Tames

Balrroz  Manguinhos CEP: 21041210

UF: Hl llul'lll:i'plnl RO DE JANEIRD

Telefone: (21250982363 Faez  {21)2598-2363 E-mall; cep®ansp fioon or
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Idade no dia da coleta de sangue (meses)

Participantes de Pesguisa

Nuamero Minimo Maximo Média D&W'.O' Mediana
padrao
Aderentes ao protocolo estudo matriz 1138 10 147 56,5 41,3 37
Testados apés Ecteola (Pseudo-sor o) 824 10 147 56,7 42,3 37

Tabela 19: Distribuicdo por idade de todos os participantes de pesquisa que aderiram ao

protocolo do estudo matriz e do subgrupo para os quais havia amostra biologica suficiente

para analise do presente estudo.

Participantes de Pesquisa Género Nuamero %
Masculino 561 49,3

Aderentes ao protocolo estudo matriz Feminino 577 50,7
Total 1138 100,0
Masculino 408 49,5

Testados ap6s Ecteola (Pseudo-soro)  Feminino 416 50,5
Total 824 100,0

Tabela 20: Distribuicdo por género de todos os participantes de pesquisa que aderiram ao

protocolo do estudo matriz e do subgrupo para os quais havia amostra biol6gica suficiente

para analise do presente estudo.

Viagem para area

- . . o
Participantes de Pesquisa derisco Numero %
Nao 782 68,7
~ Sim 305 26,8
Aderentes ao protocolo estudo matriz
Sem informagao 51 4,5
Total 1138 100,0
Nio 560 68,0
Sim 223 27,1
Testados apés Ecteola (Pseudo-sor o)
Sem informagio 41 5,0
Total 824 100,0

Tabela 21: Distribuicdo dos participantes de pesquisa que aderiram ao protocolo do estudo
matriz e do subgrupo para os quais havia amostra bioldgica suficiente para analise do presente

estudo, segundo informacé&o de viagem para outras areas de risco para febre amarela.
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Tempo apGsa vacinagao em meses

Participantes de Pesguisa Desvio-

Numero Minimo M aximo Média = Mediana
padrdo
Adergntesao protocolo estudo 1138 0 141 466 405 28,0
matriz
Testados apés Ecteola (Pseudo-sor o) 824 0 141 46,7 42,1 27,0

Tabela 22: Distribuicdo dos participantes de pesquisa que aderiram ao protocolo do estudo
matriz e do subgrupo para os quais havia amostra bioldgica suficiente para analise do presente

estudo, segundo tempo apos vacinagdo contra febre amarela em meses.

Participantesde Categorias detempo

Pesquisa apoésavacinagao Numero %
0-6 meses 203 17,8
7-18 mese 189 16,6
Aderentes a0 19-30 meses 198 17,4
protocolo estudo 31-72 meses 201 17,7
matriz 73-100 meses 190 16,4
> 100 meses 157 13,8
Total 1138 100,0
0-6 meses 165 20,0
7-18 mese 140 17,0
Testados apés 19-30 meses 136 16,5
Ecteola (Pseudo- 31-72 meses 122 14,8
soro) 73-100 meses 135 16,4
> 100 meses 126 15,3
Total 824 100,0

Tabela 23: Distribuicdo dos participantes de pesquisa que aderiram ao protocolo do estudo
matriz e do subgrupo para os quais havia amostra biol6gica suficiente para analise do presente

estudo, segundo categorias de tempo desde a vacinagdo contra febre amarela.

) . Soronegativo Indeterminado Soropositivo Teste ndo realizado
Tempo apos a vacinagdo Numero % Numero % Numero % Numero %
0 a 6 meses 9 4,4 13 6,4 143 70,5 38 18,7
7 a 18 meses 13 6,9 20 10,6 107 56,6 49 25,9
19 a 30 meses 15 7,6 24 121 97 49,0 62 31,3
31a72 meses 28 13,9 22 11,0 72 35,8 79 39,3
73 a 100 meses 48 25,3 30 15,8 57 30,0 55 28,9
Superior a 100 meses 36 22,9 32 20,4 58 36,9 31 19,8

Tabela 24: Status sorologicos dos participantes de pesquisa por tempo desde a vacinagéo
contra febre amarela, incluindo aqueles sem informacgdo por indisponibilidade de material

bioldgico para andlise do presente estudo (“Teste ndo realizado™).
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REGRESSAO LINEAR MULTIPLA

Dicionarios das Variaveis Incluidas no Estudo

Variaveis

Descricdo das Variaveis

Resposta

“reteste” ou “log_teste2”

Titulo de anticorpos contra febre amarela em reciproca da

diluicdo (“reteste) ou em Logio (“log_teste2”)

Explicativa
“tempo_meses_Col VFA” ou

“tempVaxFA_cat”

Intervalo de tempo desde a vacinagdo (continua

“tempo_meses_Col VFA” ou categobrica =

“tempVaxFA cat”)

Covariavel 1

“idade_meses_coleta”

Idade em meses no momento da coleta de sangue (continua)

Covariavel 2 Género (masculino ou feminino)

“sex0”

Covariavel 3 Idade em meses na dose mais recente da vacina contra
“idade-BCG” tuberculose (continua)

Covariavel 4 Idade em meses na dose mais recente da vacina contra

“idade-hepB”

hepatite B (continua)

Covariavel 5

“idade-pdlio”

Idade em meses na dose mais recente da vacina contra

poliomielite (continua)

Covariavel 6

“idade-tetra”

Idade em meses na dose mais recente da vacina tetravalente

(continua)

Covariavel 7 Idade em meses na dose mais recente da vacina contra
“idade-tv” sarampo-caxumba-rubéola (continua)
Covariavel 8 Idade em meses na dose mais recente da vacina contra

“idade-menC”

meningo C (continua)

Covariavel 9

“idade-pneul0”

Idade em meses na dose mais recente da vacina

Pneumocdcica (continua)

Covariavel 10

“idade-ouvacl”

Idade em meses na dose mais recente de outras vacinas

relatadas (continua)

Covariavel 11

“idade-ouvac2”

Idade em meses na dose mais recente de outras vacinas

relatadas (continua)

Covariavel 12

“idade-ouvac3”

Idade em meses na dose mais recente de outras vacinas

relatadas (continua)

Covariavel 13

“ante_dga grave”

Antecedentes de doencas graves (sim ou néo)

Covariavel 12

“Comorbidade”

Comorbidades (sim ou ndo)

Covariavel 13

2

“viagemareariscofa

Antecedentes de viagens a areas de risco de transmissdo de

febre amarela (sim ou néo)

Covariavel 14

Aplicacdo de vacinas injetadveis de virus atenuado
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“vacinaviva_30dias” simultaneamente ou em até 30 dias antes da vacinacédo

contra febre amarela (sim ou n&o)

Quadro 2: Dicionério de variaveis para os modelos de regressao linear multipla.

Modelo 1 — Modelo Completo:

Modelo 1: y ~ tempo meses Col VFA + idade meses coleta + sexo + idade BCG + id
ade hepB + idade polio + idade tetra + ante dca grave + Comorbidade + viagemar
eariscofa + vacinaviva 30dias)

Residuos:
Min 10 Median 30 Max
-1.37817 -0.44308 -0.00566 0.40299 1.90667

Coeficientes:

Estimate Std. Error t value Pr(>]|t])
(Intercepto) 1.5212179 0.0975494 15.594 <2e-16 ***
tempo meses Col VFA -0.0184251 0.0097303 -1.894 0.0586
idade meses coleta 0.0129207 0.0095935 1.347 0.1784
sexo2 0.0080825 0.0416108 0.194 0.8460
idade BCG -0.0003197 0.0006098 -0.524 0.6002
idade hepB -0.0001489 0.0002368 -0.629 0.5297
idade polio -0.0028319 0.0016249 -1.743 0.0818
idade tetra 0.0027524 0.0016692 1.649 0.0996
ante dca gravel -0.0462830 0.0538963 -0.859 0.3907
Comorbidadel -0.0100851 0.0628252 -0.161 0.8725
viagemareariscofal -0.0246424 0.0482842 -0.510 0.6099
viagemareariscofa9 -0.1431318 0.1020495 -1.403 0.1le611
vacinaviva 30diasl -0.0775852 0.0818041 -0.948 0.3432

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 *.” 0.1 * ' 1

Residual standard error: 0.5867 on 787 degrees of freedom

(4 observations deleted due to missingness)
Multiple R-squared: 0.1768, Adjusted R-squared: 0.1643
F-statistic: 14.09 on 12 and 787 DF, p-value: < 2.2e-16

Verificou-se que a maioria das variaveis nao é significativa e 0 modelo possui um
poder de explicacdo baixo (16,43%). Foi feita, entdo, a retirada das variaveis nao
significativas do modelo, uma a uma, com a ordem de saida dada pelos seus p-valores (p-
valor de 0,10 como referencia inicial). As varidveis permanentes, significativas foram

incluidas no Modelo 2, descrito a seguir.
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Modelo 2 — Modelo reduzido, com as variaveis significativas provenientes do Modelo 1.

Modelo 2: y ~ dados$tempo meses Col VFA + dados$idade polio

Residuals:
Min 10 Median 30 Max
-1.21609 -0.45499 0.00448 0.40916 1.88788

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) 1.6354829 0.0375358 43.57 < 2e-16 **x*
dadosS$tempo meses Col VFA -0.0049213 0.0008398 -5.86 6.76e-09 ***
dados$idade polio -0.0031839 0.0015998 -1.99 0.0469 *
Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*' 0.05 ‘.” 0.1 v’ 1

Residual standard error: 0.5863 on 801 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.1653, Adjusted R-squared: 0.1632
F-statistic: 79.31 on 2 and 801 DF, p-value: < 2.2e-16

Residuos do modelo
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Figura 14: Andlise de residuos do Modelo 2

146



Histogram of residuos
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Figura 15: Distribuicdo dos residuos - Modelo 2

No Modelo 2, as varidveis “tempo meses Col VFA” e “idade polio” foram
significativas, e 0 seu aumento esta associado a reducdo da variavel resposta. Entretanto, esse
modelo permanece com um baixo poder de explicacdo (16,32%) e ndo atende aos
pressupostos de normalidade dos erros (p-valor = 3.78e-05, Teste de Shapiro), os residuos ndo
sdo aleatérios (p-valor < 2.2e-16, Teste de Correlacdo de Pearson) e possui problemas de
heterocedasticidade (p-valor = 0.00041).

Como foi observada uma quebra estrutural da varidvel resposta, que muda
abruptamente de comportamento no ponto equivalente a 0,5 da variavel “log_teste2” (Figura
15), além das variaveis do Modelo 1, foi acrescentada uma variavel dummy, chamada de

“Dummy 1", com o objetivo de captar os casos em que o “log_teste2” foi inferior a 0,5.

Variavel Resposta - Regressdo Mdultipla

15 20 25 3.0
1

Varidvel Resposta

1.0

0 200 400 600 800

Index

Figura 16: Distribuicdo da variavel resposta em log 10.
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Assim, chegou-se ao Modelo 3, que contemplou 3 varidveis que se apresentaram como

significativas apos a inclusio da variavel “Dummy 17,

Modelo 3 — Composto por variaveis selecionadas a partir do Modelo 1, com acréscimo da

varidvel dummy, chamada “Dummy1”

Modelo 3: y ~ tempo meses Col VFA + idade polio + ante dca grave + dummy)

Residuos:
Min 10 Median 3Q Max
-0.91522 -0.32543 -0.02203 0.24672 1.66608

Coeficientes:

Estimate Std. Error t wvalue Pr(>|t])
(Intercepto) 1.7044598 0.0300044 56.807 < 2e-16 ***
tempo meses Col VFA -0.0028533 0.0006585 -4.333 1.66e-05 ***

idade polio -0.0022554 0.0012432 -1.814 0.0700
ante dca gravel -0.0731673 0.0403354 -1.814 0.0701
dummy -0.9998785 0.0435200 -22.975 < 2e-16 ***

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 '*’ 0.05 .” 0.1 * " 1

Residual standard error: 0.4553 on 799 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.4978, Adjusted R-squared: 0.4953
F-statistic: 198 on 4 and 799 DF, p-value: < 2.2e-16
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Figura 17: Distribuicdo de Residuos — Modelo 3
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Histogram of residuos
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Figura 18: Histograma de Residuos - Modelo 3

Com a introdugcdo da variavel “dummyl”, as trés varidveis do Modelo 3
“tempo_meses Col VFA”, “idade polio” e a variavel “ante_dg¢a grave” foram significativas
e demonstraram uma relacdo inversa com a variavel dependente. Ou seja, 0 aumento das
variaveis continuas (“tempo_meses_Col VFA” e “idade polio”), assim como a presenga de

antecedente de doenca grave, levam a uma reducdo da variavel resposta.

O poder de explicacdo do Modelo 3 (49,53%) foi maior que o do Modelo 2, porém,
também nao atendeu aos pressupostos de normalidade dos erros (p-valor = 7.426e-11, teste de
Shapiro-Wilk), os residuos ndo sdo aleatérios (p-valor < 2.2e-16, teste de correlacdo de
Pearson) e possui problemas de heterocedasticidade (p-value < 2.2e-16 para o teste de

homocedasticidade).

Assim, partiu-se para o Modelo 4, mantendo a variavel “dummy1”, com retirada de
alguns valores atipicos, com o objetivo de verificar se esses casos estdo contribuindo para o
modelo ndo atender aos pressupostos. Para tal, foram desconsiderados 11 casos com titulos de

anticorpos acima de 1280 na reciproca da diluicao.
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Modelo 4 — Composto por variaveis selecionadas a partir do Modelo 1, com acréscimo da

2

variavel dummy, chamada “Dummy1” e remog¢ao de valores atipicos da varidvel “reteste”.

Modelo 4:y ~ tempo meses Col VFA + idade polio + ante dca grave + dummy

Residuos:
Min 10 Median 30 Max
-0.86982 -0.30494 -0.01378 0.25423 1.34726

Coeficientes:

Estimate Std. Error t value Pr(>]|t])
(Intercepto) 1.657074 0.027943 59.301 < 2e-1l6 ***
tempo meses Col VFA -0.002543 0.000607 -4.189 3.12e-05 **=*
idade polio -0.002028 0.001147 -1.768 0.0775
ante dca gravel -0.071508 0.0373%2 -1.912 0.0562
dummy -0.983654 0.040098 -24.531 < 2e-16 ***

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 Y’ 1

Residual standard error: 0.4193 on 787 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.523¢, Adjusted R-squared: 0.5212
F-statistic: 216.3 on 4 and 787 DF, p-value: < 2.2e-16

Residuos do modelo
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Figura 19: Distribuicdo de Residuos — Modelo 4
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Histogram of residuos
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Figura 20: Histograma de Residuos - Modelo 4

No Modelo 4, novamente as variaveis “tempo _meses Col VFA”, “idade polio” e
“ante_d¢a_ gravel” foram significativas, de modo que o seu aumento ou ocorréncia (no caso
especifico do antecedente de doenca-grave) levaram a reducdo da variavel resposta. Houve
um pequeno aumento do poder de explicacdo (52,12%) em relacdo aos modelos anteriores,
entretanto, 0 modelo permaneceu sem atender aos pressupostos de aleatoriedade dos erros (<
2.2e-16, teste de correlacdo de Pearson), normalidade (p-valor = 1.367e-06, teste de Shapiro-
Wilk) e homocedasticidade (p-value = 2.791e-08 para o teste de homocedasticidade).

Em seguida, foram acrescentadas a modelagem duas varidveis do tipo dummy:
“dummy1”, para os casos em que o “log_teste2” era menor que 0,5; “dummy2”’para os casos
em que o “log_teste2” maior ou igual a 2,2. Isso se justifica pela quebra estrutural da varidvel

resposta que muda de comportamento nesses dois pontos (Figura 16).
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Modelo 5 — Variaveis significativas identificadas anteriores mais duas variaveis do tipo
dummy.

Modelo 5: y ~ tempo meses Col VFA + ante d¢a grave + dummy + dummy2

Residuos:
Min 10 Median 30 Max
-0.73847 -0.24831 -0.01793 0.22208 0.92730

Coeficientes:

Estimate Std. Error t value Pr(>]|t])
(Intercepto) 1.5058250 0.0204930 73.480 < 2e-16 **xx*
tempo meses Col VFA -0.0023350 0.0003177 -7.350 4.91e-13 ***
ante dca gravel -0.0669831 0.0309782 -2.162 0.0309 *
dummy -0.9344158 0.0335332 -27.865 < 2e-16 ***
dummy2 1.1032264 0.0465813 23.684 < 2e-16 x*x*

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 *.” 0.1 Y’ 1

Residual standard error: 0.3497 on 799 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.7037, Adjusted R-squared: 0.7023
F-statistic: 474.5 on 4 and 799 DF, p-value: < 2.2e-16

No modelo 5, as variaveis significativas foram apenas “tempo _meses Col VFA” e
“ante_dca gravel”, demonstrando que que o aumento do intervalo de tempo entre a
vacinacdo e avaliacdo de imunogenicidade, assim como a ocorréncia de antecedente de
doenca grave, levam a uma reducdo do valor da variavel resposta, ou seja, da transformacéo
logaritmica do titulo de anticorpos poés-vacinagcdo contra febre amarela em reciproca da
diluicdo. Com a introdugdo das variaveis do tipo “dummy” no modelo, houve um aumento
consideravel no seu poder de explicacdo do modelo (70,23%). Entretanto, persistem 0s
problemas com 0s seus pressupostos, pois 0s erros ndao sdo aleatérios (< 2.2e-16, teste de
correlagdo de Pearson) e normalmente distribuidos (p-valor = 2.231e-07, teste de Shapiro-

Wilk), além da heterocedasticidade (p-valor = 0.00013 para o teste de homocedasticidade).

Em seguida, realizou-se a modelagem considerando a variavel explicativa tempo

desde a vacinacgéo contra febre amarela como categérica, no chamado Modelo 6.
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MODELO 6 — Variavel explicativa que era de tempo continua pela categorica e mantiveram-

se as dummies.

Modelo 6: Y ~ tempVaxFA_cat + ante_dca_grave + dummy + dummy2)

Residuos:
Min 10 Median 30 Max
-0.76421 -0.25363 -0.00403 0.24801 0.95731

Coeficientes:

Estimate Std. Error t value Pr(>]|t])
(Intercepto) 1.53421 0.02887 53.147 < 2e-16 ***
tempVaxFA catl -0.06890 0.04041 -1.705 0.0885
tempVaxFA cat2 -0.07887 0.04101 -1.923 0.0548 .
tempVaxFA cat3 -0.20632 0.04266 -4.837 1.58e-06 ***
tempVaxFA cat4 -0.26066 0.04279 -6.092 1.74e-09 ***
tempVaxFA cat5 -0.26872 0.04461 -6.024 2.59e-09 ***
ante dca gravel -0.06087 0.03110 -1.957 0.0507 .
dummy -0.92386 0.03371 -27.403 < 2e-16 ***
dummy2 1.09632 0.04681 23.423 < 2e-16 ***

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.” 0.1 Y’ 1

Residual standard error: 0.3488 on 795 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.7069, Adjusted R-squared: 0.7039
F-statistic: 239.7 on 8 and 795 DF, p-value: < 2.2e-16
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Figura 21: Distribuicdo de Residuos - Modelo 6.

800

153



180
|

Histogram of residuos

Frequency

05

T T \
0.0 05 1.0

residuos

Figura 22: Histograma de Residuos - Modelo 6

REGRESSAO LOGISTICA

Variaveis

Descricao das Variaveis

Resposta

“soropositividade reteste 10”

Soropositividade a vacina contra febre amarela (sim ou ndo)

“soropositividade reteste 10”

Explicativa
“tempo_meses_Col VFA” ou

“tempVaxFA cat”

Intervalo de tempo desde a vacinacdo (continua -

“tempo_meses_Col VFA” ou categdrica -

“tempVaxFA_cat”)

Covariavel 1

Idade em meses no momento da coleta de sangue (continua)
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“idade _meses_coleta”

Covariavel 2

Género (masculino ou feminino)

“SCXO”

Covariavel 3 Idade em meses na dose mais recente da vacina contra
“idade-BCG” tuberculose (continua)

Covariavel 4 Idade em meses na dose mais recente da vacina contra
“idade-hepB” hepatite B (continua)

Covariavel 5 Idade em meses na dose mais recente da vacina contra

“idade-pdlio”

poliomielite (continua)

Covariavel 6

“idade-tetra”

Idade em meses na dose mais recente da vacina tetravalente

(continua)

Covariavel 7 Idade em meses na dose mais recente da vacina contra
“idade-tv” sarampo-caxumba-rubéola (continua)
Covariavel 8 Idade em meses na dose mais recente da vacina contra

“idade-menC”

meningo C (continua)

Covariavel 9

“idade-pneul0”

Idade em meses na dose mais recente da vacina

Pneumocdcica (continua)

Covariavel 10

“idade-ouvacl”

Idade em meses na dose mais recente de outras vacinas

relatadas (continua)

Covariavel 11

“idade-ouvac2”

Idade em meses na dose mais recente de outras vacinas

relatadas (continua)

Covariavel 12

“idade-ouvac3”

Idade em meses na dose mais recente de outras vacinas

relatadas (continua)

Covariavel 13

“ante_dca_grave”

Antecedentes de doengas graves (sim ou néo)

Covariavel 14

“Comorbidade”

Comorbidades (sim ou néo)

Covariavel 15

“viagemareariscofa”

Antecedentes de viagens a areas de risco de transmissdo de

febre amarela (sim ou nédo)

Covariavel 16

“vacinaviva_30dias”

Aplicacdo de vacinas injetdveis de virus atenuado
simultaneamente ou em até 30 dias antes da vacinacdo

contra febre amarela (sim ou néo)

Quadro 3: Dicionario de variaveis para os modelos de regressao logistica.
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Modelo 1- Modelo completo.

Deviance Residuos:
Min 10 Median 30
-2.0688 -1.0651 0.5475 0.8192

Coeficientes:

(Intercepto) 1.
(tempVaxFA cat, ref = "0")1 -0.
(tempVaxFA cat, ref = "0")2 -1.
(tempVaxFA cat, ref = "0")3 -2.
(tempVaxFA cat, ref = "0")4 -3.
(tempVaxFA cat, ref = "0")5 -4,
idade meses coleta 0.
sexo?2 -0.
idade BCG -0.
idade hepB 0.
idade polio -0.
idade tetra 0.
(ante_dca grave, ref = "0")1 -0.
(Comorbidade, ref = "0")1 -0.
(viagemareariscofa, ref = "0")1 -0.
(viagemareariscofa, ref = "0")9 -0.
(vacinaviva 30dias, ref = "0")1 -0.

Signif. codes: 0 ‘***7 (0.001 ‘**’/

(Dispersion parameter for binomial

Null deviance: 1034.67 on 799
Residual deviance: 923.31 on 783

Max
1.6299

Estimate Std. Error z value Pr(>|z]|)
3.4e-07

7137082
9166831
3555872
4776609
9225230
6448238
0213016
1328925
0037193
0049425
0006334
0009143
0493588
0872681
0475405
7599901
0596435

0.01 “*/

0.

O O OO OO OO OO NREREFP OO

family taken to be 1)

degrees of freedom

degrees of freedom

(4 observations deleted due to missingness)

AIC: 957.31

Number of Fisher Scoring iteration

s: 7

\

3360166 5.
.3858369 -2.
.5590194 -2.
.0250696 -2.
.7123459 -2.
.3989465 -1.
.0200612 1.
.1606286 -0.
.0038493 -0.
.0086934 0.
.0070422 -0.
.0059104 0.
.2035364 -0.
.2438351 -0.
.1820205 -0.
.3716698 -2.
.3203087 -0.
.05 .7 0.1

100
376
425
417
291
936
062
827
966
569
090
155
243
358
261
045
186

4

1

O O OO O O OO OO OO oo oo

.0175
.0153
.0156
.0220
.0528
.2883
.4081
.3339
.5697
.9283
L8771
.8084
L7204
.7940
.0409
.8523
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DEVIANCE

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr (>Chi)

NULL 799 1034.67
(tempVaxFA cat, ref = "0") 5 101.653 794 933.02 <2e-16 ***
idade meses coleta 1 0.951 793 932.07 0.3296
sexo 1 0.581 792 931.49 0.4461
idade BCG 1 2.098 791 929.39 0.1475
idade hepB 1 1.448 790 927.94 0.2288
idade polio 1 0.007 789 927.93 0.9327
idade tetra 1 0.009 788 927.92 0.9238
(ante dca grave, ref = "0") 1 0.067 787 927.86 0.7965
(Comorbidade, ref = "0") 1 0.201 786 927.66 0.6536
(viagemareariscofa, ref = "0") 2 4.313 784 923.34 0.1157
(vacinaviva 30dias, ref = "O0") 1 0.035 783 923.31 0.8525

Signif. codes: 0 ‘***/ (0.001 ‘**’ 0.01 '*’ 0.05 *.” 0.1 Y ' 1

O modelo completo apresenta muitas varidveis ndo significativas e problemas de
multicolinearidade, evidenciados valores muito elevados de VIF. Assim, seguiu-se com a
retirada das variaveis ndo significativas do modelo, uma a uma, com ordem de saida dada
pelos seus p-valores (superiores a 0,10). Se pelo menos uma categoria fosse significativa, a

variavel deveria permanecer no modelo.

MODELO 2 - Variaveis significativas identificadas a partir do Modelo 1

VIF

GVIF Df GVIF~(1/(2*Df))
(tempVaxFA cat, ref = "0") 1.041353 5 1.004060
(viagemareariscofa, ref = "0") 1.041353 2 1.010182
DEVIANCE

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr (>Chi)

NULL 803 1041.84
(tempVaxFA cat, ref = "0") 5 100.247 798 941.59 < 2e-16 ***
(viagemareariscofa, ref = "0") 2 5.184 796 936.40 0.07487
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Deviance Residuos:
Min 10 Median 30 Max
-2.0131 -1.0801 0.5317 0.8259 1.6468

Coeficientes:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z]|)
Intercepto) 1.88493 0.23043 8.180 2.84e-16 ***

(

(tempVaxFA cat, ref = "0")1 -0.65553 0.30618 -2.141 0.03227 *
(tempVaxFA cat, ref = "0")2 -0.92301 0.29948 -3.082 0.00206 **
(tempVaxFA cat, ref = "0")3 -1.45260 0.29817 -4.872 1.11e-06 ***
(tempVaxFA cat, ref = "0")4 -2.11825 0.29072 -7.286 3.19e-13 ***
(tempVaxFA cat, ref = "0")5 -2.05035 0.30567 -6.708 1.98e-11 ***
(viagemareariscofa, ref = "0")1 -0.06172 0.17974 -0.343 0.73130
(viagemareariscofa, ref = "0")9 -0.82464 0.36611 -2.252 0.02429 *

Signif. codes: 0 ‘***/ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 *.” 0.1 " 1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 1041.8 on 803 degrees of freedom
Residual deviance: 936.4 on 796 degrees of freedom

AIC: 952.4

Number of Fisher Scoring iterations: 4

Calculo de Razéo de Chances (Odds Ratio — OR)

MODELO 1 - COMPLETO

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) 95% C.l.for EXP(B)
Lower Upper

tempVaxFA_cat 13,207 5 0,022
tempVaxFA_cat(1) -0,941 0,395 5,675 1 0,017 0,39 0,18 0,846
tempVaxFA_cat(2) -1,493 0,568 6,918 1 0,009 0,225 0,074 0,684
tempVaxFA_cat(3) -2,71 1,043 6,748 1 0,009 0,067 0,009 0,514
tempVaxFA_cat(4) -4,213 1,744 5,833 1 0,016 0,015 0 0,452
tempVaxFA_cat(5) -4,957 2,445 4,111 1 0,043 0,007 0 0,847
sexo(1) -0,112 0,165 0,459 1 0,498 0,894 0,647 1,235
idade_hepB 0,005 0,009 0,352 1 0,553 1,005 0,988 1,023
idade_polio 0,001 0,007 0,005 1 0,942 1,001 0,986 1,015
idade_tetra 0,001 0,006 0,036 1 0,849 1,001 0,989 1,013
ante_dca_grave(1) -0,01 0,209 0,002 1 0,962 0,99 0,657 1,491
Comorbidade(1) -0,165 0,251 0,43 1 0,512 0,848 0,518 1,388
viagemareariscofa(1) -0,049 0,182 0,072 1 0,789 0,952 0,666 1,362
vacinaviva_30dias(1) -0,002 0,336 0 1 0,995 0,998 0,516 1,929
idade_meses_coleta 0,023 0,02 1,307 1 0,253 1,024 0,983 1,066
idade_BCG -0,004 0,004 0,936 1 0,333 0,996 0,989 1,004
Constant 1,699 0,344 24,372 1 0 5,468
a Variable(s) entered on step 1: tempVaxFA_cat, sexo, idade_hepB, idade_polio, idade_tetra, ante_dc¢a_grave,
Comorbidade, viagemareariscofa, vacinaviva_30dias, idade_meses_coleta, idade_BCG.

158



MODELO 2 - FINAL

tempVaxFA_cat

tempVaxFA_cat(1)
tempVaxFA_cat(2)
tempVaxFA_cat(3)
tempVaxFA_cat(4)
tempVaxFA_cat(5)

Constant

-0,695
-0,961
-1,507
-2,185
-2,031

1,872

S.E.

0,303
0,297
0,294
0,288
0,291
0,229

Wald

87,996
5,252
10,44
26,31

57,676

48,871

66,803

a Variable(s) entered on step 1: tempVaxFA_cat.

df

Sig.

L I L4

0,022
0,001

o O ©o

Exp(B)

0,499
0,383
0,222
0,112
0,131

6,5

95% C.l.for EXP(B)

Lower

0,275
0,214
0,125
0,064
0,074

Upper

0,904
0,685
0,394
0,198
0,232
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