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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Artur Silva Vidal Capéo

Os virus influenza ocasionam 290 a 650 mil mortes mundialmente durante suas
epidemias anuais, sendo assim de especial relevancia para a saude publica. A sua
alta taxa de mutacéo faz com que seja necessario reformular anualmente a vacina.
Apesar da vacinagdo ser a melhor ferramenta para o seu controle, apresenta
variacOes de eficacia, com grandes diferencas entre temporadas e entre estirpes e
com a possibilidade de ndo concordancia entre estirpes vacinais e circulantes. Além
disso, a literatura apresenta indicios de respostas reduzidas em certas populacdes de
risco, como idosos e obesos, bem como em individuos previamente vacinados contra
a influenza. Considerando estes fatores, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a resposta de voluntarios a vacina trivalente inativada anti-influenza nas
temporadas de 2018, 2019 e 2020 no Brasil, observando-se a influéncia que a idade,
obesidade e imunidade prévia podem ter na resposta vacinal. Para tal, foram
realizados ensaios de inibicdo da hemaglutinacdo, avaliando-se os titulos de
anticorpos ao longo dos anos, e procurando-se comparar as populacdes de jovens
versus idosos, eutroficos versus obesos e avaliando-se a influéncia da imunidade
prévia na resposta vacinal, bem como avaliando a resposta frente a estirpes vacinais
de anos anteriores e estirpes circulantes representativas. A partir dos titulos de
inibicdo de hemaglutinacdo, foram avaliadas as métricas de soroprotecdo e
soroconversao. Observamos que a vacina foi capaz de induzir altos niveis de
soroprotecdo pdés-vacinais (>84%), apesar da soroconversdo baixa em comparacdo
com a literatura (13-43%). A vacina foi capaz de induzir protecao cruzada tanto para
estirpes componentes anteriores da vacina e estirpes circulantes representativas,
novamente com altos indices de soroprotecdo. Em 2018, foi observada uma resposta
mais intensa para o componente anterior do que o componente vacinal de H3N2. A
protecdo induzida pela vacina perdurou durante a temporada de influenza, mas
realcou a necessidade de vacinagao anual. A analise de titulos contra o componente
de H3N2 de 2018 em uma outra coorte, da USP, apontaram padrdes semelhantes aos
observados na coorte original. O acompanhamento dos voluntarios sugeriu alta
efichcia vacinal. Identificamos que as populagbes obesas, idosas, previamente
vacinadas e soroprotegidas previamente a vacinacdo apresentam uma resposta
parcialmente reduzida para alguns componentes vacinais. Os mecanismos
responsaveis por estas variacdes na resposta precisam ser estudados, determinando-
se 0 seu impacto na resposta vacinal, devendo a avaliacdo da vacina ser continua
para permitir o seu aprimoramento.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Artur Silva Vidal Capéo

Influenza viruses are responsible for 290 to 650 thousand deaths worldwide
during their annual epidemics, thus representing an important public health concern.
Due to their high mutation rates, the vaccine needs to be reformulated each year.
Vaccination is considered to be the best tool available for influenza control, but there
are still variations in its efficacy, with large differences between seasons and strains,
with the possibility of miss-match between vaccine and circulating strains. In the
literature, there is evidence of reduced efficacy in certain at-risk populations, such as
the elderly or obese, as well as previously vaccinated individuals. Based on those
factors, the objective of this study was to evaluate the response to the inactivated
trivalent influenza vaccine in the 2018, 2019 and 2020 seasons in Brazil, determining
the influence that age, obesity and previous immunity can have on vaccine response.
To accomplish that, hemagglutination inhibition assays were performed, enabling us
to evaluate antibody titers over time, to compare the young versus elderly and normal
weight versus obese populations, as well as evaluating the impact of previous
immunity on vaccine response, regarding each year’s vaccine strains, past years
vaccine strains and representative circulating strains. Using the antibody titers, we
were able to evaluate the seroconversion, seroprotection and fold-increase metrics.
We observed that the vaccine induced high post-vaccination seroprotection levels
(>84%), even if seroconversion was low compared to the literature (13-43%). The
vaccine was able to induce cross-protection to both circulating strains and past years
vaccine strains, with high levels of post-vaccination seroprotection. In 2018, we
observed a more intense response to the previous years vaccine component than the
2018 vaccine component for H3N2. The protection induced by the vaccine lasted for
the duration of an influenza season, but our results emphasize the necessity of annual
vaccination. The analyses of antibody titers against the 2018 H3N2 vaccine component
in a different study population (USP population), indicated similar atypical patterns as
we had observed in our own population. Volunteer follow-up indicated high vaccine
efficacy. We observed that the obese, elderly, previously vaccinated and seroprotected
previously to vaccination populations had a partially reduced response to certain
vaccine strains. Vaccine response evaluation needs to be continuous and the
mechanisms responsible for these variations in vaccine response need to be studied
and their impact on vaccine response determined, in order to permit the continuous
improvement of influenza vaccines.
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1 INTRODUGAO

Dentre os virus respiratérios, os virus influenza (FLUV) sempre tiveram especial
relevancia para a saude publica pelo seu carater epidémico sazonal. Estes virus
geram grande impacto na populagdo humana, através de pandemias ocasionais e
epidemias anuais, desde a antiguidade até os tempos modernos. Mesmo com o
advento da medicina moderna, com uso de antivirais e vacinas, os FLUV continuam
representando um grande desafio para a saude publica, pelas suas caracteristicas

discutidas ao longo deste texto.

1.1 Classificacao e nomenclatura viral

Os FLUV pertencem a familia Orthomyxoviridae e sao compostos por quatro
géneros: Alpha, Beta, Gama e Delta-influenza, com as espécies de Influenza A, B, C
e D, respectivamente, diferenciados principalmente por diferencas entre suas

proteinas M1 (Matrix 1) e NP (Nucleoproteina) (1-3).

Os FLUDV né&o infectam humanos e os FLUCV ocasionam patologias menos
graves e com menor numero de casos, sendo A e B os mais clinicamente relevantes
(4). Os FLUBV circulam principalmente em humanos, infectando apenas algumas
outras espécies como focas, mas ndo possuem a capacidade de rearranjo genémico
inerente aos FLUAV, e evoluem de forma mais lenta, sendo divididos em apenas duas
linhagens genética e antigenicamente distintas: Yamagata e Victoria (4,5). Por outro
lado, os FLUAV circulam em varias espécies para além dos humanos, como aves,
suinos e cavalos, podendo ocorrer trocas genéticas entre as variadas estirpes
zoondticas e humanas. Os FLUV sé&o virus envelopados, contendo as glicoproteinas
de superficie hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) (6). O genoma dos virus A e
B é composto de RNA de fita simples senso-negativo, segmentado em oito fragmentos
que codificam pelo menos uma proteina viral cada, mas podendo sofrer processos de
splicing alternativo, gerando outras proteinas menos comuns e estirpes dependentes
(2,3).

A nomenclatura dos FLUV segue uma convengao internacional, permitindo a sua
padronizacao. Os diferentes FLUV possuem em comum alguns aspectos da sua
nomenclatura: a indicagcao do tipo antigénico (A, B, C ou D), a origem geografica, o

numero atribuido a estirpe isolada no laboratério e 0 ano em que ocorreu o isolamento
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(4). Para estirpes de origem animal, o nome do hospedeiro de onde foram isoladas
também é incluido, podendo ainda serem classificadas como estirpes de baixa ou alta
patogenicidade (4). Os subtipos de FLUAV sao também classificados de acordo com
as variagcdes de HA e NA, existindo 18 subtipos de HA e 11 de NA, mas apenas o0s
subtipos contendo H1, H3, N1 ou N2 infectam frequentemente humanos, podendo
ocorrer ocasionalmente infecgdes por outros subtipos de origem aviaria, como por
exemplo, o H5N1 e H7N9 (3,4,7). Pode-se observar como exemplo da classificagéo
de FLUAV as estirpes A/Michigan/45/2015(H1N1)pdm09 e A/Singapore/ INFIMH-16-
0019/2016(H3N2), sendo que o sufixo pdm09, refere-se a estirpe pandémica de 2009.

Os FLUBV se distinguem em duas linhagens (Victoria e Yamagata), sendo estas
genética e antigenicamente distintas quanto aos seus clados de HA, devendo-se esta
reduzida variagdo, a sua menor taxa de mutagdo e nao ocorréncia de rearranjo
gendmico (shift) (4,8—-11). Dessa forma, a nomenclatura dos FLUBYV inclui a linhagem
ao invés de subtipos de HA e NA, podendo ser exemplificada por
B/Phuket/3073/2013(Yamagata) e B/Brisbane/60/2008 (Victoria).

1.2 Evolugao viral

Os subtipos de FLUAV sao originados devido a sua grande capacidade de
mutagéo, ocorrendo este processo pelos mecanismos de mutagéo pontual (antigenic
drift) e de rearranjo gendmico (antigenic shift) (3,12). Existem evidéncias de que a
recombinacdo genémica também ocorra nos FLUV, mas este ndo aparenta ser um

importante mecanismo de variagéo genética (13).

A mutacao pontual (drift), também presente nos FLUBV, ocorre devido a RNA
polimerase viral dos FLUV ndo possuir a capacidade de endonuclease (13). Isto
resulta na incorporacdo arbitraria de nucleotideos errados durante a sintese do
material genético da progénie viral (13). Este mecanismo pode resultar em mutacoes
que confiram um aumento de fitness viral, como por exemplo mutagcdes em sitios
antigénicos das glicoproteinas de superficie virais, sendo entdo denominado de deriva
antigénica (13). E por este mecanismo que se originam as estirpes de FLUV sazonais,
representando estirpes com suficiente variacdo antigénica para se disseminar na

populagdo humana, substituindo estirpes previamente circulantes (13).

Ja o rearranjo gendmico (shift) ou rearranjo € um processo pelo qual duas estirpes

de FLUAV que co-infectem a mesma célula podem trocar segmentos de RNA durante



a montagem dos virions, podendo dar origem a uma nova estirpe (13). O rearranjo
pode ocorrer de forma intra ou inter-subtipo, inclusive entre estirpes de FLUV que
infectam espécies animais diferentes, que podem assim adquirir a capacidade de
infectar humanos, gerando novas estirpes com grande potencial pandémico (3,12,14).
A constante e gradual variagao antigénica resultante da mutagao pontual confere aos
FLUV a sua capacidade de disseminagao para um grande numero de pessoas em
curto periodo de tempo, causando as epidemias anuais. Por outro lado, as pandemias,
ou seja, a rapida disseminagdo de um novo FLUAV a nivel mundial, infectando um
percentual significativo da populagdo e possuindo um acentuado aumento de
mortalidade, sdo geralmente resultantes do processo de rearranjo genémico (shift)
(12). Os novos subtipos virais podem entao rapidamente disseminar-se na populagao
se estas mutagdes resultarem em um aumento de adaptacao ou fitness do FLUV (15).
Devido a falta de imunidade em relagéo aos novos subtipos na populagdo humana em
geral, estes podem tornar-se dominantes na populagdo, substituindo os virus
previamente em circulagdo, como ocorrido na pandemia de 2009 pelo
FLUAV(H1N1)pdmO09 (3,12,15).

1.3 Histéria da influenza

As pandemias de influenza representam uma importante preocupacéo para a
Saude Publica, tendo-se como exemplo as pandemias de 1918 (H1N1), 1957 (H2N2),
1968 (H3N2) e 2009 (H1N1pdmO09), sendo a de 1918 considerada uma das
pandemias com maior nimero de mortes mundialmente, com estimativas de 40 a 50
milhdes de 6bitos (12,16,17).

Os primeiros indicios dos FLUV na historia da humanidade datam de até 430
anos antes de Cristo, sendo 0s seus sintomas e até o seu caracter sazonal, descritos
em textos de Hipdcrates (18,19). E provavel que os FLUV estejam em circulagdo na
populacdo humana desde a antiguidade, mas é dificil encontrar provas definitivas nos
dias de hoje. Por exemplo, observa-se o caso da possivel introdugédo dos FLUV nas
Ameéricas por Cristovdo Colombo em 1493, contribuindo para a devastacdo da
populacao nativa, que ndo estaria protegida contra este novo patdégeno, destacando-
se desde entdo a capacidade dos FLUV de influenciarem a histéria da humanidade
de forma significativa (20). A histéria da influenza apenas se torna mais clara nos anos
recentes, contada através das grandes pandemias que deixaram marcas indeléveis,
sendo uma suposicéo provavel que as epidemias tenham ocorrido de forma continua
ao longo da histéria, com relatos mais confiaveis descrevendo epidemias a partir do
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ano 1173 (12,21). Nos ultimos dois séculos, o intervalo entre cada pandemia de
influenza nunca excedeu 50 anos, ocorrendo de forma periddica, sendo que a
pandemia mais antiga ocorreu em 1580, seguindo-se as pandemias de 1729, 1781,
1830 e 1898. No entanto, ndo existem evidéncias suficientes nos dias atuais para
analisar-se os virus responsaveis de forma decisiva, sendo que a primeira pandemia
sobre a qual existem evidéncias que permitem uma certa analise foi a gripe russa ou
Asiatica em 1889, com autores destacando a possibilidade de o agente etiolégico ser
0s virus influenza A H3N8 ou H2N2 (18).

Posteriormente, ocorreu a gripe espanhola, a pandemia de HIN1 de 1918. Esta
foi uma das pandemias mais devastadoras da histéria da humanidade, com
estimativas de mais de 50 milhdes de mortos no mundo e afetando individuos jovens
de forma desproporcionada, demonstrando o assustador potencial destes virus (22).
Desta forma, o HIN1 foi introduzido na populagcdo humana, circulando de forma
epidémica até 1957, quando ocorreu a pandemia pela gripe asiatica, causada pelo
subtipo H2N2, que substituiu os HIN1 na populacdo humana e com mortalidade
estimada em 1,1 milhdo de individuos (12,18,22,23).

O H1IN1 que originou a pandemia de 1918 teve o0 seu genoma sequenciado
recentemente e foi observado que provavelmente este virus também teve origem a
partir de eventos de rearranjo gendmico entre estirpes suinas, aviarias e humanas
(24,25). Apesar de esta estirpe demonstrar-se particularmente virulenta, deve-se levar
em consideragao outros fatores ao se comparar esta pandemia com a pandemia mais
recente de 2009, como a auséncia de vacinas, antivirais e medidas de cuidado de
pacientes como ventilacdo mecanica, bem como o cenario imposto pela Primeira
Guerra Mundial (24,25).

Outro fator importante sdo os antibiéticos, considerando-se que co-infeccdes
ou infeccBes secundarias bacterianas foram um importante fator na mortalidade por
influenza durante a pandemia de 1918 (24,26). Na verdade, em 1918 o agente
etioloégico da gripe ainda ndo era conhecido, sendo a pandemia atribuida a uma
bactéria frequentemente isolada dos pacientes (Haemophilus influenzae), com os
primeiros FLUV apenas caracterizados em 1931 em suinos e em 1933 em humanos
(24,27,28).

Em 1936 foram desenvolvidas as primeiras vacinas para influenza, com trés
meétodos diferentes: vacinas de virus atenuado cultivado em tecidos pulmonares de
camundongos, ou cultivado em ovos embrionados de galinha e vacina inativada

cultivada em ovos embrionados de galinha (29). Em 1940 foram isolados, pela
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primeira vez, estirpes de influenza B e foram entdo produzidas vacinas trivalentes
inativadas, que foram legitimadas durante seu amplo uso pelo complexo militar dos
Estados Unidos da América durante a Segunda Guerra Mundial (29). Em 1945 a
vacina inativada foi aprovada para uso em civis, ainda utilizando o método de cultura
em ovos embrionados que é comumente utilizado até hoje (29,30). A capacidade de
variacdo antigénica e a necessidade de atualizar as vacinas ja havia sido proposta em
1936, mas s6 na temporada de 1947, quando a vacina ndo foi capaz de oferecer
protecdo, € que isto foi comprovado (29).

Na pandemia de 1968, conhecida como a gripe de Hong-Kong, ocorreu a
introducéo do subtipo H3N2 na populacdo humana, que veio por sua vez substituir o
H2N2 em circulacdo, com uma mortalidade estimada em 1 milhdo de pessoas (31).
Em 1977 ocorreu uma nova pandemia por HIN1 (gripe russa), passando entdo a co-
circular dois subtipos de FLUAV, HIN1 e H3N2, mas sendo esta pandemia
caracterizada por uma taxa de mortalidade baixa em relacdo as outras (32,33).
Assume-se que os virus de FLUBYV tenham co-circulado com as estirpes de FLUAV
durante este periodo sem, no entanto, ocasionar pandemias, divergindo-se nas duas
linhagens, Yamagata e Victoria, na década de 1970 (11).

A capacidade das novas estirpes pandémicas de substituirem as estirpes
previamente em circulacdo deve-se ndo sé ao fitness viral de cada estirpe, como
também a sua capacidade de induzir respostas de protecao cruzada na populagédo ao
apresentarem tipos de HA ou NA em comum, potencialmente induzindo processos de
backboosting (34). A exposi¢cdo a nova estirpe nas populacées mais velhas ou até
mesmo a producdo de anticorpos direcionados as regides conservadas da HA, pode
explicar o observado durante as pandemias de 1957 e 1968, com a substituicdo dos
subtipos em circulagcdo, bem como a posterior co-circulagdo de HIN1 e H3N2 em
1977, sendo que estas duas estirpes eram mais antigenicamente distintas entre si
permitindo que circulassem concomitantemente. Estes mecanismos também
possibilitam explicar o observado na pandemia de 2009, detalhada abaixo, que
apresentou um numero relativamente baixo de 0Obitos, ocorrendo estes principalmente
nas populagdes mais jovens.

No século 21, apenas uma pandemia de influenza foi registrada, ocorrendo no
ano de 2009 e sendo inicialmente chamada de gripe suina. Esta pandemia foi
novamente ocasionada por uma estirpe de HLIN1 que substituiu as estirpes de HIN1
previamente em circulagédo, possuindo a denominagéo de pdm09 (pandemia 2009)

em sua nomenclatura (35). Esta estirpe foi primeiramente detectada nos Estados
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Unidos da Ameérica, rapidamente disseminando-se pelo pais e pelo mundo (36).
Apesar de originalmente assumir-se origem asiatica, pelas condi¢des locais propicias,
evidéncias mais recentes indicam que a sua origem possa ter sido no México (37,38).
Estudos apontam que a estirpe responsavel pela pandemia foi fruto de diversos
eventos de rearranjo gendmico entre estirpes suinas, humanas e aviarias, dando
assim origem a uma estirpe inédita na populacdo humana de assumida origem suina
(37,38).

Contrariamente ao que geralmente é observado nos FLUV sazonais, a estirpe
pandémica de 2009 afetou desproporcionalmente individuos jovens (39,40). Uma
possivel explicacdo para este fato reside na exposi¢cao prévia dos individuos, com
pessoas acima de 60 anos tendo maior probabilidade de terem sido expostos aos
virus H1N1 decorrentes da pandemia de 1918 que circularam até 1957, possuindo
alguma imunidade prévia devido a protecéo cruzada, enquanto que individuos jovens
gue foram expostos aos H1N1 decorrentes da gripe russa, que circulavam de forma
sazonal, ndo possuiam imunidade prévia por estes serem mais antigenicamente
distantes da estirpe pandémica (41,42).

A vacinacao com estirpes sazonais também nao foi capaz de induzir protecéo
contra esta estirpe pandémica, mas rapidamente foi produzida uma vacina
monovalente para a nova estirpe com alta eficacia (41). Ainda assim, estima-se que
no primeiro ano de circulagdo a pandemia resultou em aproximadamente 61 milhGes
de casos e 12 mil mortes apenas nos Estados Unidos da América, com estimativas
que de 152 a 575 mil mortes globalmente, apesar destes dados provavelmente
subestimarem a realidade, estimando-se que mais de 20% da populacao tenha sido
infectada (35,39-41).

Além dos virus pandémicos, FLUV de origem aviaria podem ocasionar surtos
em humanos, causando casos leves a moderados, como no caso de HON2, ou podem
possuir uma elevada mortalidade, como no caso de H5N1 ou H7N9 (43-45). Estirpes
aviarias tendem a possuir como reservatorios espécies de aves aquaticas, incluindo
espécies migratérias, ocorrendo eventos de spillover para as populagcdes de aves de
criagdo, como galinhas, podendo tornar-se endémicos se ndo controlados (43). Por
estes motivos, e pelas caracteristicas dos processos de criagdo destas aves, a
erradicacdo destas estirpes torna-se dificil. Os casos detectados ocorreram por
contato direto ou indireto com aves infectadas, ndo existindo ainda evidéncias de
transmissdo humano-humano sustentavel, mas milhares de casos e centenas de

Obitos ja foram relatados na populacdo humana, com estudos sorologicos
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demonstrando uma elevada exposi¢ado entre individuos expostos a estas aves (43—
45). No entanto, alguns estudos apontam que seria hecessaria a mudanca de apenas
um aminoacido para conferir a mudanca da especificidade da ligacdo HA/AS, o que
faria com que estirpes zoondticas tivessem a capacidade de infectar humanos,
mudando o seu tropismo de AS a-2,3 para a-2,6 (46,47). O monitoramento constante
desses episodios e do potencial pandémico desses virus é realizado pelos centros
colaboradores da Organizacdo Mundial da Saude. Na Figura 1, pode-se observar 0os
principais eventos da historia dos FLUV.

1802
1580 B 183121833 . 1966 Inibidores de Neuraminidase
Primeia pandemia Primeira. descrigao do agents etiologico & 1944 Adamantanos  4g7g 19% 018
geralmente reconhecida isolamento de CEpas NUMENAS  primeirs yvacina anti-nfluenza Divergéncia Primeira detecgioBalowavir Marbox

dos Influenza B De HPAI
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430AL,
Primeira descricdo de
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Figura 1: Linha do tempo demonstrando alguns dos acontecimentos mais relevantes na historia dos
virus de influenza.
Fonte: Capéao, Artur. 2021.

1.4 Epidemiologia da influenza

1.4.1 Fatores relacionados a ocorréncia de influenza

Os FLUV possuem uma sazonalidade distinta, sendo bem documentada a
ocorréncia de picos anuais do nimero de casos nos meses de inverno, com baixo
namero de casos ao longo do ano, em paises situados em zonas temperadas (48).
Nos paises tropicais, esses padrbes ndo sdo tao evidentes, existindo evidéncias de
picos em meses chuvosos ou entdo dois picos anuais, nos meses de chuva e de
inverno, ocorrendo também uma maior distribuicdo do nimero de casos ao longo do
ano (48,49). Varias hipoteses ja foram propostas para explicar esta sazonalidade dos
FLUV, no entanto, oS mecanismos responsaveis nao estdo completamente
elucidados, sendo provavel que um conjunto diverso de fatores, tanto ambientais
como do virus e do hospedeiro, influenciem estes padrdes de circulagéo (50).

Em relacdo ao hospedeiro, pode-se considerar certas alteragcdes comportamentais

nos meses de inverno e de chuvas, como uma maior agregacao de pessoas em
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ambientes fechados e em proximidade (48,51). Outro fator que deve ser considerado
€ a intensidade e duracdo da exposicdo a luz solar, especificamente a radiacao
ultravioleta-B (UV-B). A exposicdo a UV-B é essencial para a producao de vitamina D,
uma molécula com importantes funcgdes fisioldgicas e moduladora do sistema imune,
existindo inclusive indicios de uma correlacdo negativa entre a exposicédo a UV-B e as
epidemias de FLUV, mas ndo sendo esta variavel capaz de explicar exclusivamente
a sazonalidade dos FLUV (48,52). Também existem evidéncias de que a inalacdo de
ar frio diminui a atividade metabdlica celular, diminuindo a frequéncia dos movimentos
ciliares e a secrecdo de muco (53). A baixa umidade absoluta no ar, encontrada
frequentemente nos meses de inverno, também possui um impacto na
susceptibilidade aos FLUV, reduzindo a depuracédo mucociliar, capacidade antiviral de
imunidade inata nas vias respiratérias e mecanismos de reparo tecidual locais (54).

Em zonas temperadas é comum o aquecimento artificial de ambientes internos,
com diminuicdo da umidade relativa como consequéncia. E também interessante
notar a possibilidade de as baixas temperaturas induzirem uma maior liberacédo de
particulas virais (shedding) em cobaias (55). Outra molécula com importante papel
imunomodulatério e potente funcdo anti-inflamatoria e antioxidante € a melatonina,
podendo as suas vias também serem moduladas pelos virus para exacerbacéo do
processo inflamatorio (56). A relacdo entre ciclo circadiano, exposicdo ao sol,
producdo de melatonina e outros fatores que modulam a sazonalidade dos FLUV é
complexa, mas esta pode ser mais uma variavel com influéncia na sazonalidade dos
FLUV (56-58).

Uma outra perspectiva que deve ser considerada € o impacto destas variaveis
ambientais nas particulas virais propriamente ditas. Temperaturas baixas, em torno
de 5°C, demonstram-se mais favoraveis para a transmisséo dos FLUV, enquanto que
temperaturas altas, de aproximadamente 30°C diminuem a capacidade de
transmissao (51). Outra variavel a ser considerada é a umidade relativa do ar, com
indicios de que baixa umidade (<50%) e alta umidade (~100%) sdo mais favoraveis,
com as faixas intermediarias diminuindo a capacidade de persisténcia das particulas
virais no ambiente (50).

Com base nestas evidéncias foi entdo proposto um modelo, no qual as epidemias
de influenza estéo relacionadas ou a épocas frias e secas ou a épocas chuvosas, com
alta umidade, sendo que em regides onde ndo ocorrem estas variagdes climaticas tao
marcantes os casos de influenza estdo mais uniformemente distribuidos ao longo do
ano (Figura 2) (48).



A atual pandemia causada pelo SARS-CoV-2 (Coronavirus da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave 2), teve grande impacto na circulacdo dos FLUV no ano de
2020 e 2021 (Figura 2), provavelmente devido as medidas de distanciamento social,
uso de mascaras, entre outras medidas que tem impacto na transmissdo de virus
respiratorios, constituindo uma temporada atipica.

O Brasil, considerado um pais tropical, apresenta 2 picos de casos de influenza ao
longo do ano, um durante os meses mais frios, com maior deteccdo de casos de
FLUBV e um maior durante a época de chuvas, para o qual a campanha de vacinagéo
é voltada (49). No entanto, diferentes regibes do pais apresentam condi¢bes
climaticas variadas, com diferentes estados sendo considerados zonas temperadas,
subtropicais ou tropicais, podendo explicar assim os diferentes padrées de circulacdo
e a ocorréncia de 2 picos no numero de casos anuais (49). A imunidade populacional
e a mutacao viral para escape desta imunidade também é uma variavel comumente
implicada na sazonalidade dos FLUV, mas a sua influéncia também é dificilmente
avaliada, interagindo com as outras variaveis que modulam a sazonalidade dos FLUV
(59).

As epidemias sazonais causadas pelos FLUV sao responsaveis pela sindrome
gripal e pela sindrome respiratoria aguda grave (SRAG). Estima-se uma incidéncia de
um bilhdo de casos de gripe por ano, com 3 a 5 milhdes de casos evoluindo para
doenca grave e resultando em uma mortalidade de cerca de 290 mil a 650 mil pessoas
(60,61). Deve-se também considerar o impacto financeiro, sendo estimados custos
diretos de 1 a 10 bilhées e indiretos de 10 a 16 bilhdes de ddolares anuais nos Estados
Unidos (62).
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Figura 2: Sazonalidade dos virus de influenza. Nomero de casos de influenza, por subtipo, no mundo
(A) e no Brasil (B), entre as temporadas de 2009 e 2021, por semana epidémica, demonstrando uma
clara sazonalidade anual.

Fonte: Adaptado de WHO/GISRS. Number of specimens positive for influenza by subtype. 2021.
Acessado em: 23/08/2021. Disponivel em: https://www.who.int/influenza/gisrs_laboratory/flunet/

charts/en/

No Brasil, foram observados aproximadamente 6754 e 5700 casos de SRAG e
1381 e 1100 obitos por influenza, em 2018 e 2019 respectivamente, sendo
maioritariamente influenza A/H1N1, seguindo-se A/H3NZ2 e por fim influenza B, e a
maior parte dos 6bitos no grupo de idosos, individuos com doengas cardiovasculares
e individuos com diabetes, respectivamente, com mais de 10% dos 6bitos ocorrendo

no grupo de obesos (63,64). No entanto, deve-se considerar a possibilidade de estes
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numeros representarem apenas uma porcentagem da verdadeira morbidade e
mortalidade, principalmente devido a baixa testagem. Em 2020 e 2021 foram
observados, até a data presente, 2567 e 436 casos de SRAG e 330 e 71 6bitos por
influenza, respectivamente (65,66). Na ultima década, os virus H3N2 predominaram
em circulagdo em relacdo aos H1N1 apenas nas temporadas de 2014, 2015 e 2017,
podendo também observar-se que algumas temporadas apresentam epidemias com
numero de casos maior que o normalmente observado, como em 2016 e 2018 (Figura
2).

1.4.2 Vigilancia dos virus de Influenza

Inicialmente, a influenza como doenca, era uma preocupacao quase exclusiva
de paises temperados, onde a sazonalidade distinta permitia distinguir claramente os
danos causados por estes virus (67). No entanto, ndo demorou muito para que a
necessidade de uma vigilancia global, que permitisse uma atualizacdo confiavel das
vacinas, se demonstrasse essencial, algo que se torna cada vez mais relevante pela
crescente interconectividade do mundo moderno (67).

Em 1947, a OMS instaurou o Programa Global de Influenza (GIP) e um dos
frutos deste programa foi a criacdo da Sistema Global de Vigilancia e Resposta a
Influenza (GISRS, inicialmente GISN) que rapidamente levou a criagdo dos primeiros
Centros Colaboradores e Centro Nacionais de Influenza (NIC) (67). O principal foco
desta rede era inicialmente a deteccdo de estirpes para permitir a elaboracédo de
vacinas, mas suas atividades foram se expandindo ao longo do tempo, por exemplo
padronizando a nomenclatura dos virus com base na HA e NA, introduzindo o entédo
revolucionario diagndstico molecular por PCR nos centros da rede ou
desempenhando importantes papeis nas medidas de prevencao e vigilancia de
estirpes pandémicas (67). Este programa teve importante papel na estimagédo do
impacto da influenza nas populagfes, ampliando a rede de vigilancia, e induzindo a
criacao de mais programas de vacinagéao (67).

Atualmente, existem seis Centros Colaboradores e 143 NICs, sendo que trés
deles séo brasileiros, inclusive o Laboratorio de Virus Respiratorios e Sarampo do 10C
(67). Amostras coletadas de casos suspeitos em cada unidade da rede sentinela da
vigilancia nacional sdo encaminhadas para os Laboratérios Centrais de Salde Publica
(Lacens) de cada estado, que enviam uma porcentagem representativa para os NICs

gue por sua vez enviam amostras para os Centros Colaboradores. Nos NICs, além da
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confirmacdo do diagnostico molecular, pode ser feita a caracterizagdo molecular e
antigénica, por ensaio de inibicdo de hemaglutinacdo (68).

Os centros colaboradores também realizam monitoramentos soroldgicos e
estudos de avaliacdo da resposta vacinal, de forma a estimar mudangas antigénicas
nos virus circulantes ao se medir a capacidade de anticorpos de individuos vacinados
de inibir os virus circulantes. Os soros desses estudos sdo trocados entre 0s centros
colaboradores e testados contra os virus candidatos vacinais para 0 proOXimo ano.
Desta forma, a OMS consegue determinar as estirpes vacinais de cada ano para cada
hemisfério, bem como desempenhar outros papeis importantes na vigilancia, como
deteccao de resisténcia viral aos antivirais em uso (67).

Atualmente, o padrdo ouro para diagndstico consiste na transcricdo reversa
seguida da reacdo em cadeia da polimerase em Tempo Real (QRT-PCR) a partir de
amostras coletas de swabs de naso e orofaringe. Alternativamente, também podem
ser realizados ensaios de imunofluorescéncia ou isolamento viral, seguido de
sequenciamento ou testes soroldgicos. Para caracterizacdo antigénica, ensaios de

hemaglutinagéo e inibicdo da hemaglutinacdo séo utilizados (69).

1.5 Multiplicagao viral

A adsorcao dos virus as células é o primeiro passo necessario para a infeccao
celular e para a replicacdo viral, ocorrendo por ligacdo da hemaglutinina (HA), uma
glicoproteina de superficie presente no envelope lipidico viral, com receptores de
acidos sialicos (AS) (70).

A HA é uma glicoproteina presente na superficie dos FLUV e apresenta fungcbes
essenciais para a sua replicacdo, apresentando uma estrutura homotrimérica, com
cada mon6mero possuindo um dominio globular (HA1) e uma regido de haste (HA2).
E na regido globular que se encontra o sitio de ligagdo com os &cidos sialicos (RBS),
uma regido mais conservada por sua importante funcionalidade e que constitui assim
um importante alvo de anticorpos neutralizantes (71).

A maioria dos anticorpos produzidos pelo sistema imune humano sao
direcionados a HA1, principalmente a regido do RBS, impondo uma presséao seletiva
sobre o processo de mutagdo e consequente variagdo antigénica, o que desempenha
um importante papel na complexa dindmica epidemiolégica dos FLUV, principalmente
ao se considerar que esta regido € hipervariavel (1,5 mutagbes por ano,

principalmente localizadas nos sitios antigénicos) (72—-74).
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A regidao HA2 é mais conservada que a HA1, possuindo uma menor taxa de
mutacdo, ndo sendo o principal alvo dos anticorpos produzidos, mas sendo capaz de
induzir a producéo de anticorpos neutralizantes de amplo espectro, intra e até inter-
subtipos, apesar de ndo ser imunodominante (73). Esta regido também desempenha
um papel essencial no ciclo de replicacéo viral através do peptideo de fusdo presente
na sua estrutura, que desempenha outra funcdo importante para a replicacao viral,
Figura 3.

Os AS, mais especificamente acidos N-acetilneuroaminicos, sédo carboidratos de
com carga negativa, associados a glicanos e glicoproteinas presentes na membrana
celular, inclusive em células epiteliais do sistema respiratério humano (70,75). No
entanto, outro fator determinante na especificidade desta ligacdo € a ligacdo dos AS
com a estrutura na qual esta ancorado, podendo a ligacdo ser do tipo a-2,3 (sistema
respiratorio inferior humano) ou a-2,6 (sistema respiratério superior) (70,76).

Ja foi também observada a capacidade de certos virus sazonais de se ligarem a
ambos tipos de AS, a-2,3 e a-2,6, diferindo apenas na afinidade, inclusive com certas
estirpes sazonais de H3N2 se ligando preferencialmente a a-2,3, até mesmo algumas
destas estirpes com capacidade de ligacdo mediada pela NA (75,77,78).

Apoés a adsorcdo do virus a célula, por ligacdo do RBS a um AS, ocorre a
endocitose da particula viral e a formag¢do do endossomo, sendo a via mediada por
clatrina a mais comum, mas também podendo ocorrer por macropinocitose ou via da
caveolina, por exemplo, Figura 3 (79,80). A progressiva acidificagdo do endossomo
resulta em mudancas conformacionais na HA, permitindo a exposicéo do peptideo de
fusdo, que sera inserido na camada lipidica do endossomo pela HA2, que possibilita
a fusdo das membranas lipidicas do virus e do endossomo, formando um poro por
onde ocorre a liberacéo do material genético no citoplasma (71,81).

As ribonucleoproteinas virais (VRNP) representam complexos entre cada
fragmento de RNA, mudltiplas moléculas de nucleoproteina e a polimerase viral
(composta pelas subunidades PB1, PB2 e PA) (82). Um namero variavel de proteinas
pode ser produzido a partir dos 8 fragmentos de RNA viral, dependendo da estirpe,
sendo que ja foram documentadas mais de 14 proteinas virais, resultantes de
processos de splicing alternativo (82,83).

Os FLUV possuem uma caracteristica pouco comum, sendo virus de RNA que
realizam a sua replicacdo no nucleo celular. Isto implica a necessidade de importar
determinadas proteinas recentemente sintetizadas para o nucleo e de exportar os

complexos de VRNP para o citoplasma.
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O processo de replicagdo inicia-se com a transcricdo primaria, onde serao
produzidos RNAs mensageiros, que serdo exportados para o citoplasma onde
ocorrera a sua traducéo. As proteinas necessarias para formacao dos complexos de
VRNP (PB1, PB2, PA e NP), bem como a proteina M1 e a proteina de exporte nuclear
(NEP), sao transportadas novamente para o nucleo onde serdo associadas com 0s
RNAs gendmicos replicados. Os novos complexos de VRNP sdo exportados para o
citoplasma com auxilio das proteinas M1 e NEP (82). As proteinas estruturais
restantes produzidas durante a transcricdo primaria (HA, NA e M2) sdo carreadas para
a membrana plasmética apos oligomerizacdo e glicosilacdo no reticulo
endoplasmatico e aparelho de Golgi (80,82). Na membrana plasmatica, a HA e NA se
associam com lipid rafts, e os VRNP e as outras proteinas virais serdo montadas no
virion propriamente dito, ancorando-se no dominio interno da HA presente na
membrana celular e com auxilio de interagdes entre M1 e M2. A NA desempenha um
papel essencial ao impedir a aglomeracédo das particulas virais na superficie celular
por ligacdo da HA com os AS, permitindo assim a liberacdo dos virus pela sua
atividade de sialidase (80,82,84). Através de mecanismos de splicing alternativo e
frame-shift (mudanga de matriz de leitura), os FLUV conseguem traduzir outras

proteinas alternativas, dependendo da estirpe.
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Figura 3: Ciclo de Replicagéo de virus de influenza. A ocorréncia da ligagédo entre o acido sialico da
célula e a HA (1) do virus possibilita o processo de endocitose (2), sendo o processo de fusdo
endossomal também mediado pela HA, permitindo a liberagdo do material genético viral e suas enzimas
no citoplasma (3). Ainda no endossomo a proteina M2, ativada pelo baixo pH, permite a acidificagcdo do
interior do nucleocapsideo, dissociando a proteina M1 dos complexos de Ribonucleoproteinas virais,
passo necessario para que o RNA viral e suas RNA polimerases sejam carreados para o nucleo (4),
onde ocorrera o processo de replicagdo (5), sendo produzidos RNAs tanto para a produgdo de
componentes estruturais e funcionais do virus (6 e 8) bem como para compor o material genético de
futuros virus (7). As glicoproteinas assim produzidas migram para a membrana plasmatica, onde serdo
inseridas (9), possibilitando que o nucleocapsideo seja externalizado por brotamento, sob a forma de
um virion completo (10), mas sendo necesséria a acao da NA para clivar a ligagdo entre o HA e o acido
sialico da membrana para liberagédo da particula viral (11).

Fonte: Adaptado de Science Education Partnership (SEP), Avian Flu Virus and Antibodies Tutorials
(Nao publicado). Disponivel em: http://authors.fhcrc.org/363/. Acessado em: 22/10/2018.

1.6 Transmissao viral e manifestagoes clinicas da influenza

A transmissdo dos FLUV se da através de aerossois emitidos pelas vias
respiratorias superiores ou através de transmissdo indireta, possuindo grande
capacidade de disseminagdo na populagdo humana (3,85). Em média, um adulto
saudavel é infectado a cada 5 a 7 anos, sendo a probabilidade de infecgdo maior na

infancia e estabilizando a partir dos 30 anos de idade (86), estimando-se que 5% a
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15% da populagao seja infectada anualmente (87).

Estima-se que a maior parte dos casos de infeccéo por Influenza ocorram de forma
assintomatica, mas a forma sintomatica da infeccdo ocorre pela manifestagdo de
alguns dos seguintes sintomas, em conjunto com febre: tosse, coriza, dores de
cabeca, mialgia, anorexia e dores de garganta, entre outros (7,88—90). Os sintomas,
bem como o shedding viral, podem perdurar por aproximadamente uma semana em
individuos adultos saudaveis, podendo evoluir para casos de pneumonia e SRAG,
especialmente em pacientes imunossuprimidos ou apresentando determinadas
comorbidades, como doengas crénicas pulmonares e cardiopulmonares (7,88-90).
Consideram-se, por exemplo, criangas, idosos, obesos e gestantes como populagbes

em risco de desenvolvimento de formas graves das doengas (7,60,91).

1.7 Resposta Imune

A infeccao pelo FLUV ocorre principalmente nas células epiteliais do sistema
respiratorio, podendo também infectar macrofagos e células dendriticas, através de
receptores de Lectinas do tipo C, de maneira AS-independente. Desta forma, é
necessario que o virus supere as barreiras iniciais do organismo como muco e saliva,
colectinas ou anticorpos naturais. As células infectadas produzem citocinas e
guimiocinas como interferons do tipo I, tipo Ill, IL-6, IL-8, TNF-qa, entre outras, que
contribuem para a inflamacéao e recrutamento de células imunes (1,92,93).

Uma das células com acédo mais rapida séo os neutrofilos, que desempenham
funcdes essenciais para o controle da infeccdo, como a fagocitose, degranulacéo,
formacéo de NETSs extracelulares e recrutamento de linfécitos T CD8+ para o local de
infeccdo (via CXCL12) (1,92,93).

Os macrofagos alveolares também desempenham importantes funcfes nesta
resposta, mantendo a homeostasia pulmonar através da fagocitose de células
infectadas e antigenos opsonizados por anticorpos, sendo os principais produtores de
IFN do tipo 1 no pulmao durante a infecg&o por influenza (1,93)(92).

As células dendriticas desempenham o seu papel classico de apresentadores
de antigenos, sendo responsaveis pelo priming, ativacdo, migracao e sobrevivéncia
das células T CD8+ nos pulmdes durante a infec¢ao por influenza, bem como ativando
linfécitos T CD4+ e induzindo perfis Thl (1,92,93). Além disso, estas células sao
importantes produtoras de citocinas inflamatérias e IFNs do tipo | nos pulmdes

(1,92,93). Outra populacédo importante sdo as células NK, capazes de reconhecer
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células infectadas marcadas por anticorpos e capazes de reconhecer a HA em células
infectadas, induzindo a lise destas células (1,92,93).

Por mais que a resposta inata seja importante, a resposta adaptativa é crucial
para o controle da infeccdo. Os linfocitos T CD4+ desempenham importante fungéo
ao promover a resposta por linfécitos TCD8+ e a ativacao e diferenciacao de linfocitos
B produtores de anticorpos (1,92,93). A resposta a infeccdo por influenza assume
principalmente um perfil Thl, promovendo a ativacdo de macrofagos e mudancas de
isotipo dos anticorpos de linfocitos B, mas tendo também uma importante resposta
Th2 e Th17 (1,92,93).

As células Treg também constituem um importante fator na resposta
imunologica, modulando os processos de inflamacao e reparo tecidual, principalmente
pela producéo de 1L-10(1,92,93). Os linfocitos T CD8+ séo criticos para o controle da
infeccdo e clearance viral principalmente pela sua atividade citotoxica em células
infectadas e pela producao de IFN-y e -a, além de IL-10 (1,92,93). As proteinas M2,
NP, M1 e PA séo importantes alvos da resposta pelos linfécitos T, sendo estas
proteinas consideradas antigenicamente conservadas (1,92,93).

A resposta humoral, assim como na maioria das infec¢des virais, € de grande
importancia para a resposta aos FLUV, principalmente por sua capacidade de
memoria. Linfécitos B naive ou de memoria sdo ativados pelos linfécitos T CD4+,
sendo que algumas destas células B rapidamente se diferenciam em plasmablastos,
secretando os anticorpos IgM, 1IgG e IgA. Os plasmablastos sdo responsaveis por
rapidamente elevar os niveis de anticorpos para um estado protetor, e alguns deles
se diferenciam em plasmdécitos, que tém maior longevidade e sédo responsaveis pela
manutencdo a longo prazo de niveis protetores de anticorpos séricos (92).
Aproximadamente sete dias ap6s a infeccao, as células B comecam a produzir
anticorpos, sendo maioritariamente IgG e IgM nos pulmdes, e IgA no trato respiratorio
superior (1,92,93).

Os anticorpos sdo maioritariamente direcionados para as glicoproteinas de
superficie HA, sendo a sua regidao globular imunodominante, seguida da NA, mas
podem ser especificos a outras proteinas como a M2 e a NP (1,92,93). Anticorpos
neutralizantes, que impedem a infec¢do celular, sdo direcionadas a HA (1,92,93).
Ainda assim, determinados epitopos da HA tendem a ser imunodominantes, algo
possivelmente explicado pelo processamento de proteinas virais para apresentacao

dos peptideos, ja que linfocitos T CD4 naive reconhecem peptideos abrangendo toda
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a HA e linfécitos T CD4 de memodria sao direcionados a apenas alguns peptideos
imunodominantes (94).

Apesar de nao-neutralizantes, anticorpos direcionados a NA podem impedir as
suas fun¢des no brotamento viral e na liberacdo de particulas virais de barreiras de
muco, estando associados com uma reducao na patologia (95). Os anticorpos também
participam da resposta de outras formas, como na citotoxicidade mediada por
anticorpos, a fagocitose mediada por receptor Fc e lise mediada pelo complemento
(1,92,93). Alguns estudos demonstram a existéncia de uma correlacao entre titulos de
inibicdo de hemaglutinagéo, niveis de IgG e atividade de fagocitose mediada por
anticorpos (96). Anticorpos direcionados a proteinas mais conservadas, inclusive
proteinas internas, ou mesmo a regido conservada da HA, podem ter uma acéo de
amplo espectro, capazes de reconhecer diversas estirpes, inclusive tendo o potencial
de oferecer protecdo inter-subtipo (97,98). Também € importante destacar que
determinados anticorpos de amplo espectro ndo-neutralizantes podem estar
associados a uma maior patologia pulmonar e carga viral (98). Assim como na
vacinacao, discutida adiante, a resposta a infeccao também € influenciada pelo
histérico de infeccBes de cada paciente, com fenbmenos de imprinting resultando em
respostas cruzadas que podem ter um efeito benéfico na protecédo ou podem inibir a
resposta adequada (99).

O alvo dos anticorpos determina o seu mecanismo de acéo e em qual etapa do
ciclo de replicacdo eles atuam, Figura 4. E importante notar que esta resposta é
principalmente desenvolvida em tecidos proximos ao local de infeccdo, em linfonodos
drenantes ou nos IBALTSs (tecido linféide induzido associado aos brénquios) fazendo
com que testes soroldgicos, os mais comumente utilizados, possam nao representar

a resposta a infec¢do natural adequadamente (92).
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Figura 4: Mecanismo de acédo dos anticorpos anti-influenza: anticorpos direcionadas para a NA podem
inibir o escape viral de mucinas (a) ou a liberagdo de novas particulas virais (d). Anticorpos contra a
regido HA1 podem inibir a ligag&do dos virus com os receptores celulares, enquanto que anticorpos para
a regido HA2 podem inibir a fusédo endossomal (c) e a clivagem proteolitica da HA (e). Anticorpos para
HA2, NA, M2 e possivelmente NP também podem contribuir para agdo das células imunes efetoras
mediadas por receptores Fc (f). Anticorpos para HA2 também se demonstram capazes de induzir
respostas via complemento (g).
Fonte: Adaptado de Krammer F. The human antibody response to influenza A virus infection and
vaccination. Vol. 19, Nature Reviews Immunology. 2019;383-97. Disponivel em:
https://www.nature.com/articles/s41577-019-0143-6

1.8 Patogénese

Além da potencial lesdo causada diretamente pela replicacdo ativa do virus nas
células epiteliais do sistema respiratério, os processos patoldgicos da influenza estao
principalmente associados a uma exacerbacdo da resposta inflamatéria. Apesar do
processo inflamatoério ser critico para o controle da replicacao viral e uma resposta
imune adequada, também origina danos citotoxicos (100). Os processos de
remodelamento tecidual também podem resultar em fibrose, comprometendo ainda

mais a capacidade respiratoria.
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Os neutrdfilos séo criticos para o controle viral nos primeiros dias de infec¢éo,
mas podem causar elevados danos teciduais pela liberacdo de enzimas como
elastase e mieloperoxidase ou pela liberacdo de NETs (Neutrophil Extracelular Traps)
(100). Em vérias etapas da resposta a infec¢do por influenza uma elevada producao
de citocinas inflamatérias pode ocorrer, e quando ocorre, caracteriza-se uma
“tempestade de citocinas”, fenbmeno frequentemente associado as estirpes aviarias
de alta patogenicidade e que pode ter efeitos sistémicos, levando a faléncia de
multiplos 6rgéos (101-103).

Os fatores que afetam a gravidade da doenca originada pelos virus sao
multiplos. Inicialmente podemos considerar fatores intrinsecos aos virus, por exemplo
a HA, como tropismo viral, escape imunoldgico por variacdo antigénica, entre outros
e a NA pela capacidade de dissociar as particulas virais de mucinas. Existem indicios
que a HA também seja capaz de reduzir os niveis de IFNAR e, consequentemente, a
expressdo de Genes Estimulados por Interferon (ISG) (104).

Outras proteinas virais também participam ativamente deste processo,
modulando a resposta imune do hospedeiro. A proteina ndo estrutural 1 (NS1) viral
inibe a produgéo de IFN, a sinalizagdo downstream dos IFN e a expressao de ISGs, a
partir de diversos mecanismos, como, por exemplo, inibindo a ativacdo de RIG-I (gene
| induzivel por acido retindico) ou a sinalizacdo por TLRs (receptores do tipo Toll),
além de inibir a expressao génica da célula infectada (104). As proteinas virais PB1-
F2 e PB2 também estdo associadas a uma diminuicdo na producéo de determinados
IFNs, principalmente por associarem-se a MAVS (proteina de sinalizacao antiviral
mitocondrial), inibindo assim a atividade de TLRs e RIG-I (83,104). A proteina PB1-F2
também possui a capacidade de sensibilizar células infectadas a estimulos pro-
apoptoéticos, como TNF-a (83,105). O complexo da polimerase viral realiza o processo
de cap-snatching, desta forma diminuindo a expressdao de proteinas da célula
hospedeira (106). A proteina PA-X viral também diminui a expressdo da célula
infectada ao degradar seletivamente RNA Polimerase Il celular (83). De uma forma
geral, esta diminuicdo de expressao celular contribui para a patogénese ao inibir a
expressao de ISGs. A proteina viral M2 também tem a capacidade de inibir a ativacao
de TLRs e a producao de IFNs ao interferir com os processos de autofagia na célula
infectada (107).

Outro importante fator sdo os préprios hospedeiros, sendo que populacdes cuja
resposta imune esteja comprometida, como idosos, criangas, imunossuprimidos ou

pacientes com outras comorbidades séo consideradas populagdes de risco para o
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desenvolvimento de formas graves da doenca. Os histéricos de vacinagdo e de
infeccdo de cada paciente também sdo uma variavel importante para determinar a
gravidade da infeccdo. Determinados habitos de vida, como o tabagismo, também se
encontram associados a um pior desfecho da doenca (108). Por ultimo, devemos
também considerar fatores genéticos dos hospedeiros, sendo que mutacbes em
determinados genes podem estar associados a uma deficiéncia na resposta imune,
como por exemplo mutacdes nos genes que codificam as proteinas CXCR5, IFITM3
e HLA, envolvidas na resposta imune aos virus de influenza, podem estar associadas
a uma maior susceptibilidade e gravidade de infec¢des e até a reduzidas respostas
vacinais (109-111).

Co-infeccdes ou infec¢des secundarias com outros patégenos, principalmente
por bactérias comuns no trato respiratério como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae também sdo importantes
fatores relacionados a patogénese da doenca (112-114). Apesar de os FLUV
poderem ocasionar pneumonias virais, existem as possibilidades de pneumonias
bacterianas secundarias ou até concomitantes (115,116). Mesmo na pandemia de
2009, co-infec¢des bacterianas estavam presentes em mais de 30% dos individuos,
estando associadas a maior mortalidade e morbidade (113). Nem todos mecanismos
envolvidos nesta sinergia estdo elucidados, mas a disfuncdo do sistema imune em
geral pode reduzir a resposta ao novo patdégeno, que por sua vez também pode alterar
a resposta ao virus, além de que a lesdo tecidual no epitélio respiratoério por um
patdgeno ou pela resposta imune do hospedeiro pode facilitar o estabelecimento de
uma infeccdo secundaria ou co-infeccdo bacteriana (112,115,117). Dentre outros
mecanismos envolvidos, pode-se citar a indugéo da producao de interferon do tipo-1
ou a deplecdo de macrofagos alveolares pelas virus de influenza, comprometendo
assim a capacidade de resposta antibacteriana, ou simplesmente a exacerbacdo da

resposta inflamatdria local pela presenca de dois patégenos distintos (118).

1.9 Antivirais

Para o tratamento de uma infec¢éo por influenza é recomendado, no Brasil, 0
uso de antivirais do tipo inibidores de NA, que inibem o brotamento viral em uma célula
infectada: o fosfato de oseltamivir (Tamiflu) e o zanamivir (Relenza), devendo ser
administrados em até 48 horas apdés o0 inicio dos sintomas em pacientes

hospitalizados, com progressdo da doenca grave ou com maior risco de
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desenvolvimento de complicacbes, podendo também ser usados como
quimioprofilaxia em determinados grupos (119,120).

Assim como para a vacinacdo, a grande capacidade de mutacdo dos virus
representa um importante desafio para o desenvolvimento de novos antivirais e
manutencdo da eficicia dos ja existentes, com o surgimento e estabelecimento de
estirpes resistentes na populacdo humana constituindo uma importante preocupacao
para a saude publica, podendo surgir estirpes resistentes mesmo sem pressao
seletiva induzida pelo uso destas drogas (121,122).

Os antivirais da classe dos adamantanos, inibidores de M2 de influenza A, cairam
em desuso, ndo sendo mais recomendado o0 seu uso devido a prevaléncia de estirpes
resistentes em circulacdo (122,123). Desta forma, faz-se necessaria a busca por
novos medicamentos, sendo que varios encontram-se em fases de testes clinicos,
como por exemplo preparagdes de anticorpos monoclonais direcionados a regido
conservada da hemaglutinina ou como o Pimodivir, que inibe a subunidade PB2 da
polimerase viral (122,124,125). Em alguns outros paises, outros antivirais ja foram
aprovados para uso, o baloxavir marboxil e o favipiravir, inibidores do processo de
cap-shatching da polimerase viral (122,126,127).

Apesar dos tratamentos disponiveis, estirpes resistentes ja foram detectadas para
estes medicamentos, sempre existindo a possibilidade de que eles se tornem inviaveis
em um futuro proximo, destacando-se assim a importancia ndo s6 de desenvolver
novos medicamentos como também de manter e melhorar os programas de
vacinacao, discutidos em mais detalhe na secéo seguinte (122,128,129).

Diversos novos tratamentos para influenza encontram-se em fases de teste,
podendo-se destacar como exemplo as imunoterapias, em que anticorpos
neutralizantes de amplo espectro (bNabs) de pacientes convalescentes, direcionados
a regidbes conservadas das proteinas virais, sdo reproduzidos, podendo assim
constituir a perspectiva de um mecanismo de imunizacdo passiva, com aplicacéo
terapéutica e de possivel produgcdo em massa, com anticorpos capazes de oferecer

protecdo cruzada intra e inter-subtipo para influenza (130,131).

1.10 Prevengao

Atualmente, a principal forma de controle da Influenza é através da prevencgao
pelo uso de vacinas. As vacinas de virus inteiro inativado sdo muito utilizadas para
diversos patégenos e para influenza também se demonstraram eficazes, mas devido
a sua alta reatogenicidade cairam em desuso, sendo substituidas pelas vacinas
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fragmentadas ou de subunidades, que demonstraram resposta equivalente as de virus
inteiro, pelo menos do que diz respeito a anticorpos anti-HA, mas com menor taxa de

efeitos adversos (132).

A vacina anti-Influenza aplicada pelo SUS (Sistema Unico de Saude) no Brasil é
inativada e trivalente (TIV) e fragmentada, seguindo as recomendagcdes da
Organizagdo Mundial da Saude para o Hemisfério Sul, contendo uma estirpe de

influenza AH1N1, uma estirpe de A/H3N2 e uma estirpe de influenza B (20,133).

A imunidade induzida pela vacinagao pela TIV é direcionada a HA, ndo sendo
padronizado o uso da NA, cujo conteudo nas vacinas é variavel, sendo que a maior
parte dos anticorpos produzidos na infecgdo natural sdo anti-HA, Figura 5 (134). No
entanto, a grande plasticidade da HA e o seu papel no escape imunoldgico ndo podem

ser desconsiderados (73,74).
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Figura 5: Abundancia relativa das proteinas estruturais do virus influenza e a porcentagem dos
anticorpos para elas direcionadas: (M1 — proteina de matrix 1; NP — nucleoproteina; HA —
hemaglutinina; NA — neuraminidase; NEP — proteina de exporte nuclear; NS1 — proteina n&o estrutural

1; PA-PB1-PA — complexo da polimerase viral).

Fonte: Adaptado de Altman, et al (2018).

Além das vacinas trivalentes, pode-se encontrar no sistema privado e em outros
paises, a vacina inativada quadrivalente, contendo as duas linhagens de influenza B
(Yamagata e Victoria). As duas linhagens tendem a co-circular e a previsdo de qual
linhagem sera predominante em uma determinada temporada nao € sempre certeira,
com relatos de ndo concordancia entre estirpes vacinais e circulantes em varias
temporadas (135). Por estes motivos, discute-se o custo-beneficio da vacina quadri
ou trivalente, especialmente ao se considerar que as infecgdes por influenza B tendem
a representar no maximo 30% do total de infecgcdes e que a inclusdo de uma nova

estirpe vacinal representa uma grande elevacdo nos custos de producgéao,
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especialmente em um pais como o Brasil, que necessita de mais de 60 milhdes de
doses anualmente (136). Apesar disso, o Instituto Butantan esta desenvolvendo uma
vacina quadrivalente com o intuito de “substituir progressivamente a vacina trivalente
nas campanhas de vacinagéo” (137), ja que a vacina quadrivalente pode apresentar
um impacto significativo na morbidade e mortalidade por influenza B (138). Por outro
lado, alguns autores apontam que ampliar o publico vacinado com a TIV possa

oferecer melhor razao de custo/beneficio do que a vacina quadrivalente (139,140).

No Brasil, as campanhas de vacinagao para influenza sao realizadas anualmente
desde 1999, sendo gratuitas para o publico-alvo, composto por populagdes de risco
como idosos, criangas, profissionais de saude e pacientes acometidos de certas
patologias. Nos anos de 2018, 2019 e 2020 foram realizadas as 202, 212 e 222
Campanhas de Vacinagdo Nacional, com a meta de abranger 90% do publico-alvo,
composto por aproximadamente 60 milhdes de pessoas, sendo esta meta atingida
nos trés anos, mas ndo em todos os grupos prioritarios, com mais de 50 milhdes de

pessoas vacinadas anualmente (24—-26).

A TIV ativa principalmente células T helper e linfocitos B (141). Evidéncias
apontam que a TIV nao induza uma boa resposta CD8 ou por células T da imunidade
inata e que os linfécitos B ativados tendem a concentrar-se em tecidos, nao sendo
detectados na circulagdo sanguinea apds um ano (141). A TIV induz a produgéo de
uma populagao transiente de linfécitos secretores de anticorpos apds sete dias, que
rapidamente produzem anticorpos, estando estes linfocitos correlacionados com os
titulos de HI e a soroconversao (141). Em seguida, linfécitos B migram para centros
germinativos para maturagao de afinidade, produzindo-se plasmacitos e linfécitos de
memoria, que atingem o seu pico apds 14 dias, o mesmo periodo apds o qual o pico

de anticorpos séricos € detectado (141).

A TIV baseia-se principalmente na estimulacdo da producdo de anticorpos
anti-HA, mas esta glicoproteina € altamente variavel e representa um importante
mecanismo de escape imunoldgico viral (16,142,143). A alta capacidade de variacao
antigénica inerente aos FLUV resulta no surgimento constante de novas estirpes,
ocorrendo um grande turnover das estirpes correntemente em circulagéo, o que
coincide em uma necessidade de prever quais estirpes circulardo na temporada
seguinte, em cada regido, com antecedéncia suficiente para a producao, transporte e

aplicacao da vacina antes do periodo sazonal (144).

24



Entre os anos de 2017 para 2018 e de 2018 para 2019 ocorreu a mudanca de
duas estirpes (H3N2 e FLUBV a cada ano), de 2019 para 2020 das trés estirpes
vacinais e de 2020 para 2021 de duas estirpes (144,145). Esta previsao nao é sempre
eficaz, podendo ocorrer uma n&o concordancia entre as estirpes contidas na vacina e
as estirpes circulantes. As diferentes estirpes podem também apresentar
imunogenicidade variavel, ou mesmo sofrer adaptacdes aos processos de replicacao
utilizados na producéo da vacina (146). Todos estes fatores resultam em uma grande
variacao na eficacia vacinal de ano para ano, com estimativas variando de 30% a 80%
mas existindo, no entanto, estimativas de que a vacinagao previna aproximadamente
50% das patologias associadas e 39 a 75% das mortalidades devidas a infec¢ao por
FLUV (86,147-151).

Existem evidéncias de respostas vacinais comprometidas em certas

subpopulac¢des, como idosos e obesos (21,22). Além disso, existem indicios de que a
resposta possa ser fortemente influenciada tanto pelo histérico de infeccbes como de
vacinacoes de influenza para cada individuo (152).
Apesar dos desafios de producdo e de eficacia da vacina, deve-se considerar os
beneficios dos programas de vacinagfes. Estima-se que, s6 nos EUA no periodo de
2016-2017, a vacinacéao foi responsavel por evitar a ocorréncia de 5,29 milhdes de
casos e 84.700 hospitalizacfes, levando a um grande impacto econdmico pela
reducdo da perda de produtividade e dos custos de tratamento, sendo considerada a
medida mais eficaz contra a Influenza e suas complica¢cdes (16,148,153,154). Neste
cenario, faz-se necessaria a avaliacdo anual da vacina, especialmente em
subpopulacdes que sdo também consideradas grupos de risco, como idosos. A
resposta soroldgica pode também néo ser a mais representativa da resposta a vacina
em determinadas subpopula¢des imunocomprometidas, como idosos, ja que uma
resposta celular deficiente pode ndo permitir um controle adequado da infeccéo
mesmo com titulos de anticorpos semelhantes.

Existem varios tipos de vacinas atualmente em uso, bem como varias em fases
de teste clinicos (27-31). De forma a determinar qual opcdo € mais eficaz, os
parametros que melhor se correlacionam com a resposta vacinal e com um estado de
imunidade em cada subpopulagdo, devem ser averiguados.

Uma outra vacina comumente usada, principalmente em criancas, € a de virus
atenuado (LAIV), que aparenta induzir uma resposta mais diversificada e duradoura
em criangas, assemelhando-se a uma infecgcao natural (155-157). No entanto, a sua
eficacia em adultos é controversa, e a resposta nao pode ser facilmente avaliada por
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métodos soroldgicos, sendo que a replicagdo, e consequentemente, a resposta ao
virus atenuado, ocorre principalmente no trato respiratério superior (156,157). Desta
forma, o seu uso em adultos ndo é recomendado, sendo que até em criangas a sua

eficacia comparativamente a TIV ainda ndo esta definitivamente estabelecida.

Mais recentemente, vacinas recombinantes foram aprovadas, contendo
apenas HA como antigeno mas em uma dose mais elevada (45ug ao invés dos 15ug
presentes na TIV) e permitindo eliminar adaptag¢des das estirpes virais a cultura como
uma variavel a eficiéncia vacinal (158—160). Estas vacinas recombinantes aparentam
eficacia semelhantes as restantes, mas existem evidéncias de que a sua dose maior
induza uma resposta mais robusta em idosos (158-160). Uma breve comparagao

entre a resposta a estas vacinas e a resposta a infeccao natural pode ser observado

no Quadro 1.
Tipo de Resposta | Infeccao LAIV Virus Inteiro | Subunidade ou [ Recombinante
de Anticorpos Natural Inativado Fragmentada (HA)
Moderado
Soro Forte . Forte Forte Forte
(em criancas)
Moderado Fraco ou Fraco ou Fraco ou
Mucosas Forte .
(em criancas) nenhum nenhum nenhum
HA-especificos Forte Moderado Forte Forte Forte
NA-especificos Forte Fraco Moderado Fraco Nenhum
M2-especificos | Detectavel | Nao definido |N&o definido| N&o definido Nenhum
Especificos a , - - , .
| . Detectavel | Ndo definido | Detectavel Detectavel Nenhum
proteinas internas
Longevidade [Longo prazo| Moderado Curto Curto Curto
Espectro Moderado Amplo restrito restrito Amplo

Quadro 1: Especificidade e abundancia dos anticorpos produzidos pela infec¢cado ou pelos diferentes
tipos de vacina anti-influenza (HA — hemaglutinina; NA — neuraminidas; M2 — proteina de matrix 2; LAIV
— vacina de virus atenuado).

Fonte: Adaptado de Krammer, 2019.

O “Santo Graal” das vacinas de influenza sdo as vacinas chamadas de universais,
que visam promover uma protecdo de longo prazo contra uma grande variedade de
estirpes, tornado desnecessaria a reformulagao e vacinacido atual, sendo capaz de
proteger contra estirpes futuras. Uma vacina universal poderia, inclusive, oferecer

protecao em relagao as estirpes pandémicas.

Existem diversas vacinas com esta finalidade sendo testadas, utilizando como
estratégia, por exemplo, a indugdo de uma resposta imune direcionada a regides
altamente conservadas (161-164), como exemplo, vacinas que usam a regiao de

HA2 como antigeno, ou regides das proteinas NA e M2, ou entdo vacinas que
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procuram estimular a resposta por linfocitos T a partir da NP e M1 (161-165). Novos
adjuvantes ou melhores formas de apresentar os antigenos nas mucosas do trato
respiratorio, também continuam sendo avaliadas (161-164). Pode-se citar também o
uso de vacinas quiméricas, em que sdo administradas HAs contendo regides de haste
(conservadas) de diferentes grupos antigénicos associadas a regides globulares de
estirpes aviarias (166). Em cada dose vacinal é utilizada uma regiao globular de uma
diferente estirpe, permitindo assim uma resposta a regiao subdominante de haste, que
se mantém constante em cada dose, com resultados preliminares sugerindo uma
resposta ampla e duradoura (166). At¢ o momento, nenhuma destas vacinas foi
aprovada e demonstrar a sua verdadeira eficacia € complexo, sendo que a resposta
vacinal depende de diversas variaveis para além do antigeno vacinal, como histérico
de infeccbes e vacinagdes, ou comorbidades. Decifrar os mecanismos responsaveis
pelas variagdes na resposta vacinal, demonstra-se essencial para o desenvolvimento

de uma verdadeira vacina universal.

Quando exposto a um antigeno, o sistema imune humano pode estimular um
aumento na producao de anticorpos, caracterizando-se a soroconversao (SC) quando
ocorre um aumento de, pelo menos, quatro vezes no titulo de anticorpos inicial.
Quando sé&o produzidos niveis de imunoglobulinas suficientes para induzir um estado
de imunidade em relacdo a esse antigeno, diz-se que ocorreu a soroprotecdo (SP)
(143,167,168).

A SC induzida pela TIV pode ser determinada através de ensaios de inibicdo
da hemaglutinacdo (HI) e de microneutralizagdo (MN) (33,34). O teste de
Hemaglutinacdo baseia-se na capacidade dos FLUV de hemaglutinar hemacias (HA)
e o0 ensaio de HI determina a capacidade dos anticorpos presentes no soro de inibir
este processo, considerando-se um estado de SP, quando se observa um titulo de
1:40 no ensaio de HI, titulo indicativo de uma reducéo de 50% na probabilidade de
infeccéo (86,167,169,170). A SC corresponde a um aumento de pelo menos quatro
vezes em relacdo ao titulo pré-vacinal (143,168,170). A MN, por sua vez, avalia a
capacidade dos anticorpos presentes no soro de impedir a infec¢ao celular, sendo que
a MN apresenta custos mais elevados em termos financeiros, temporais e de
experiéncia técnica, mas permite a deteccao de outros anticorpos para além dos anti-
HA (167-169). Para a técnica de MN considera-se um titulo de 1:20 como
soroprotecao e um aumento de 4 vezes como soroconversao, mas estudos avaliando
a correlacao entre a técnica de MN e de HI ainda apresentam resultados controversos

(168,171).
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2. Justificativa

Os FLUV estdo em constante evolucdo, ocasionando epidemias anuais
sazonais, com estimativas de 290 a 650 mil 6bitos globalmente e com o surgimento
de novas estirpes que entram em circulacdo na populagdo humana, fazendo-se
necessario uma reformulagdo anual da vacina (60). Essa reformulacdo depende das
atividades de vigilancia dessas novas estirpes virais, antigenicamente distintas das
estirpes circulantes em anos anteriores, e de estudos sorologicos de individuos
vacinados, perante a essas novas estirpes circulantes. Neste cenario, o
aperfeicoamento da vacina se torna um desafio, ja que esta apresenta grandes
variacfes na sua eficacia de temporada para temporada, de regido para regido, entre
diferentes populacdes, inclusive aquelas consideradas de risco, como idosos e obesos
(172). Além disso, evidéncias de respostas reduzidas em populacfes repetidamente
vacinadas para influenza séo de especial relevancia, considerando-se o carater anual
das campanhas de vacinacdo e demonstrando a importancia e complexidade da
imunidade pré-existente como moduladora da resposta vacinal.

Estudos na literatura sobre a resposta nas populagdes obesas ou previamente
vacinadas ainda s&o controversos, apontando respostas reduzidas, equivalentes ou
alteradas. Portanto, os mecanismos responsaveis por modular a resposta nas
diferentes subpopulacdes ainda ndo foram completamente elucidados (172). Ainda
que a vacinacao seja a medida mais eficaz disponivel para o controle da influenza,
prevenindo parte significativa das mortalidades, detalhar a resposta vacinal na
populacao, e identificar as variaveis que modulam esta resposta e 0s mecanismos
responsaveis por estes eventos, sao cruciais para o desenvolvimento de vacinas mais
eficazes. Ao se tratar de virus respiratérios tdo ubiquos no mundo, o efeito de
imunidade de rebanho ndo pode ser ignorado e a obtencdo de uma alta taxa de
soroprotecdo na populacdo é uma prioridade, sendo necessario ndo s6 uma alta
cobertura vacinal como também uma baixa taxa de falhas vacinais. Diante da
possibilidade de ocorréncia de pandemias que demonstram acontecer de forma quase
ciclica na histéria humana, o desenvolvimento de vacinas cada vez mais eficazes
também é essencial na prevencdo da doenca. Dessa maneira, 0 monitoramento da
imunidade populacional frente a vacinagcdo anual, bem como o entendimento de
fatores individuais que possam comprometer essa imunidade s&0 necessarios e

devem ser feitos de forma continua dentro dos programas de vigilancia da influenza,
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especialmente em paises do hemisfério Sul como o Brasil, que possuem uma

diferente composicéao vacinal do hemisfério norte e onde estudos deste tipo sao raros.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a resposta imune soroldgica de adultos e idosos ap0s a vacinacao
com a vacina trivalente inativada anti-influenza nas temporadas de 2018 a 2020 no
Brasil, avaliando o impacto da idade, comorbidades e imunidade prévia.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os titulos de anticorpos anti-hemaglutinina, antes e apés a
vacinacdo em uma coorte de voluntarios adultos e idosos.

e Determinar os niveis de soroprote¢cdo, antes e apés a vacinagao, e de
soroconversdo, em relacdo as estirpes componentes da vacina em cada
ano de estudo.

e Avaliar a protegdo cruzada entre estirpes componentes da vacina em
cada ano de estudo e as correspondentes estirpes componentes da
vacina em anos anteriores, bem como estirpes circulantes
representativas.

e Determinar os titulos de anticorpos contra 0s componentes vacinais ao
longo dos anos.

e Avaliar as taxas de infeccdo por influenza apés a vacinacdo na
populacao estudada.

e Comparar os titulos de anticorpos, indices de soroprotecdo e de
soroconversao contra o] virus A/Singapore/INFIMH-16-
0019/2016(H3N2) entre a coorte de 2018 e uma coorte de individuos
saudaveis de S&o Paulo,

e Comparar a resposta sorologica vacinal nas subpopulagbes de
vacinados contra influenza em anos anteriores versus vacinados pela
primeira vez, em cada ano, de individuos eutréficos versus obesos e de

individuos jovens versus idosos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ (CEP/IOC: 2.590.783), Anexo 1, e realizado no Laboratério
de Virus Respiratérios e Sarampo (LVRS), IOC/FIOCRUZ, Referéncia Nacional para
0 Ministério da Saude. Os voluntarios recrutados responderam a um questionario
epidemioldgico e as amostras biologicas foram coletadas mediante assinatura de

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), Apéndice 1 e 2.

4.2. Desenho de estudo e recrutamento de voluntarios

Para realizacdo deste estudo observacional prospectivo, voluntarios adultos
gue iriam se vacinar contra a gripe nos anos de 2018, 2019 e 2020 foram recrutados
através de divulgacdo por cartazes, e-mail institucional e WhatsApp, no Rio de
Janeiro, Brasil.

O estudo do ano de 2018 consistiu em um estudo piloto, sendo obtida uma
populacao adulta ou idosa, de conveniéncia e sem critérios de exclusao, que permitiu
a identificacao de populacdes de interesse para o delineamento experimental do ano
seguinte, como idosos (mais de 60 anos de idade), obesos (definidos por indice de
Massa corporal acima de 30) e previamente vacinados para influenza em anos
anteriores.

Em 2019, foi realizado um recrutamento de idosos, atendidos pelo Centro de
Saude Escola Germano Sinval Faria (ENSP), FIOCRUZ, RJ, através de abordagem
direta na fila de vacinacdo, convidando-os a participar da pesquisa e procurando-se
também voluntarios pertencentes as seguintes populacfes, tanto em jovens como
idosos: nunca antes vacinados para influenza e vacinados pelo menos nos ultimos
dois anos consecutivos. Posteriormente, a populacao obesa foi classificada de acordo
com o indice de massa corporal.

Em 2020, o recrutamento foi restrito devido as restricbes impostas pela
pandemia de SARS-CoV-2, estabelecendo-se uma amostragem de conveniéncia,
usando-se apenas como critério de inclusao as populacdes de nunca antes vacinados

e vacinados pelo menos nos ultimos dois anos consecutivos.
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Em cada ano, foi requisitado que o0s voluntarios reportassem sintomas
indicativos de infeccdo respiratéria, bem como realizado o acompanhamento
periodico, de forma a avaliar as taxas de infeccdo pdos-vacinais.

Adicionalmente, foi realizada uma colaboragdo com pesquisadores da
Faculdade de Medicina da USP (Projeto FAPESP: 18/16162-3) para avaliacdo da
resposta ao componente H3N2 da TIV de 2018 (A/Singapura) em uma coorte de
individuos saudaveis versus individuos com Lupus Eritematoso Sistémico, com idade
e sexo pareados, com o autor deste texto desenvolvendo apenas os ensaios de HAI,
incluindo-se nas andlises apenas os individuos saudaveis para os quais o historico de
vacinacao estava disponivel. A populacao saudavel deste estudo (populacdo USP) foi
analisada segundo os mesmos parametros que a coorte de 2018 previamente descrita
(populagéo Fiocruz), sendo analisadas individualmente ou agrupadas.

Na Figura 6 pode-se observar, resumidamente, o desenho do estudo e suas

principais etapas.

Figura 6: Fluxograma esquematizando o desenho do estudo

Recrutamento ’—»l Questionario }—»@—» Vacinacao RDE

Idade <

Inibicdo da
Hemaglutinacdo

Vacinacdo prévia [« Analises

A

Comorbidades

Titulacdo por HA

Y

Virus Vacinais > Cultura MDCK

*S1 — amostra pré-vacinal. S2 — amostra 21 dias apds vacina. S3- amostra 6 meses apés vacina. HA-

ensaio de hemaglutinagdo. MDCK — Células de rim canino de Madin-Darby.

4.3 Obtengao das amostras de soro e plasma:

Para o estudo do ano de 2018 foram obtidas trés amostras de sangue venoso de
cada paciente, por profissional de saude treinado, previamente a aplicacdo da vacina
(S1), 21 dias apds a vacina (S2) e 6 meses apos a vacinagao (S3), conforme
apresentacdo do comprovante de vacinacdo (Figura 7). As amostras de soro

correspondentes foram obtidas por centrifugagdo a 250 G por 15 minutos, apés uma
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incubacao a temperatura ambiente por 1 hora, e sendo estocadas a -20 °C. Nos anos
de 2019 e 2020 foram obtidas duas amostras de sangue venoso de cada paciente,
por profissional de saude treinado, previamente a aplicagao da vacina (S1) e 21 dias
ap6s a vacina (S2), conforme apresentagcéo do comprovante de vacinagao, em 2 tubos
de coleta a vacuo com anticoagulante (ACD) de 8 mL. A coleta do plasma se deu apos
protocolo de separacao de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) em
gradiente de Ficoll. A camada superior do gradiente, correspondente ao plasma, foi

recolhida, aliquotada e estocada a -20°C.

Figura 7: Fluxograma do numero de voluntarios e coletas de sangue realizadas ao
longo de 2018, 2019 e 2020

2018 2019 2020

N=117 N=113 N=95 N =143 N=132 N=31 N=30
e e e s e

Soro Soro e plasma

Legenda: Na figura pode-se observar todas as coletas realizadas em cada ano e o tamanho amostral
das populagdes (N), com as setas em laranja demonstrando os voluntarios que realizaram todas as
coletas seguidas nos anos analisados. Em 2018 foram realizadas trés coletas: S1 (pré-vacinal), S2 (21
dias ap6ds a vacina) e S3 (seis meses apods a vacina), enquanto em 2019 e 2020 foram realizadas duas
coletas: S1 e S2.

4.4 Obtencgao da suspensao de hemacias de cobaio (RBC)

Para a realizagdo dos ensaios de hemaglutinacdo e de inibicdo de
hemaglutinagdo € necessaria uma suspensdo de hemacias capazes de serem
aglutinadas pela hemaglutinina dos FLUV. Para tal, foi obtido sangue de cobaia
shorthair em solugao Alsever, fornecido pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em
Biomodelos (ICTB/Fiocruz), e realizado um processo de repetidas lavagens em PBS
1x, seguidas de centrifugagdes a 450 G por 10 minutos, de forma a obter um
precipitado de hemacias livre de produtos de hemdlise e outros possiveis
interferentes. Este precipitado de hemacias foi utilizado para preparar suspensoes de
hemacias em PBS 1x na concentragao de 0,75% (RBC), sendo a RBC armazenada a
4°C para uso em no maximo duas semanas ou até o aparecimento de indicativos de

produtos de hemdalise.

4.5 Cultura e expansao celular

Para a realizagdo dos ensaios de hemaglutinacdo e de inibicdo de
hemaglutinagcdo sdo necessarios isolados virais, que serdo incubados com os
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anticorpos séricos e a suspensao de hemacias. Para tal, € necessaria a cultura celular
para a posterior expansao do estoque viral. Células da linhagem MDCK (provenientes
de rim canino de Madin-Darby), foram cultivadas em garrafas de cultura contendo
Meio Essencial Modificado de Dulbecco (DMEM) com 10% SFB (Soro Fetal Bovino) a
37°C e 5% CO:a2. As células foram observadas diariamente e 0 meio de cultura reposto
se necessario, até a obtencdo de uma monocamada confluente de células. Foi entdo
realizada uma lavagem das garrafas de cultura contendo monocamadas confluentes
com PBS 1x e com tripsina EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 0,25%, seguida
de uma incubagéo com tripsina EDTA 0,25% a 37 °C até ser possivel ressuspender as
células por meio de leve agitagdo mecanica, sendo entdo ressuspensas com um
volume igual de DMEM 10% SFB, de forma a parar a agéo da tripsina. Utilizou-se
aliquotas desta solugao final para realizar o repique das células em novas garrafas de
cultura contendo DMEM 10% SFB na proporcao de 1:4 a 1:6 para manutengao da

cultura ou na proporcao de 1:2 para expansao viral apés 24 horas de cultivo.

4.6 Cultura e expansao viral

As garrafas de cultura de 75cm? contendo monocamadas confluentes de
células MDCK, foram lavadas com meio de inoculagédo - DMEM com 1% de Penicilina
e estreptomicina, 1% de antibiético e antifungico, 0,3% de BSAe 2,5% de HEPES 1M
(Acido 4-(2-HidroxiEtil)-1-Piperazin Etanol Sulfénico)) - de forma a remover células
mortas e seus detritos, bem como vestigios de SFB, visto que este inibe a agédo da
tripsina. Em seguida, foram adicionados 5mL de meio de inoculagao e os virus diluidos
1:50 ou 1:100, provenientes ou do Influenza Reagents Resource (IRR), do Francis
Crick Institute ou estirpes circulantes isoladas de amostras clinicas durante as
atividades de referéncia do laboratorio, sendo que uma segunda garrafa de 25cm? foi
utilizada como controle negativo, sendo inoculada com volume correspondente de
meio de inoculagdo apenas, incubando-se entdo ambas as garrafas por 1 hora a
37,5 °C e 5 % CO2 para adsorcao viral. Apds a incubacgao foi retirado o sobrenadante
e adicionados 15 mL de meio de inoculagdo com tripsina-TPCK (6-(1-tosylamido-2-
fenil) etil cloromethil cetona) a 2 ug/mL e uma nova incubagao foi realizada, um passo
essencial para possibilitar a infecgéo viral visto que a tripsina-TPCK realiza o papel
fisiolégico de proteases ao clivar a hemaglutinina. Foi avaliada diariamente a presenca
de efeito citopatico, determinado por morte celular, presenca de células soltas e perda
de confluéncia da monocamada, por meio de microscopio de inversdo, comparando-
se com a garrafa controle negativo. Quando detectado o efeito citopatico, realizou-se
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0 ensaio de hemaglutinagdo, determinando-se a necessidade de realizagdo de nova
passagem do virus ou, se obtido um titulo de hemaglutinacdo adequado, estocagem
a -80°C.

4.7 Ensaio de hemaglutinagao

O teste de hemaglutinagdo baseia-se na capacidade dos FLUV de hemaglutinar
hemacias devido a presenca de HA viral, ocorrendo a ligagdo da HA das particulas
virais com os acidos sialicos presentes na superficie das hemacias em suspensao. Na
auséncia de interferentes, as hemacias precipitam, enquanto na presenca de uma
concentragéo suficiente de HA é formada uma rede tridimensional de hemacias e
particulas virais ligadas, impedindo a sua precipitagdo. Os ensaios de hemaglutinagao
foram realizados em placas de microtitulagdo em polipropileno descartavel, com 96
orificios e fundo em “U”, pela diluicdo seriada de base 2 dos isolados virais, utilizando
PBS 1x como diluente, ao longo de cada linha da placa. Apds a diluicdo seriada foi
adicionada a RBC, reservando-se uma linha para realizagdo do controle negativo
contendo apenas PBS e RBC, sendo entdo a placa levemente homogeneizada e
incubada a temperatura ambiente por 1 hora. Considerou-se o titulo hemaglutinante
do virus, em Unidades de Hemaglutinagdo (UHA) por 50uL, o inverso da diluicdo
correspondente ao ultimo pogo onde ocorreu hemaglutinagao total das hemacias, ou
seja, onde nao foi observado nenhum precipitado de hemacias no fundo do poco.
Desta forma, foram titulados os virus apés a cultura e padronizada a sua concentragao

para uso nos ensaios de inibigdo de hemaglutinagao.

4.8 Tratamento das amostras de soro e plasma

As amostras de soro e plasma, S1, S2 e S3 em duplicata, foram tratadas com
RDE (Receptor Destroying Enzyme) na proporcao 1:3 (10uL de soro) por 15 a 16
horas em banho-maria 37 °C, fazendo-se uso de uma placa de microtitulagdo para
PCR de 96 pogos vedada, sendo também tratados antissoros padrao para cada virus,
produzidos em coelhos, cabra, furdes ou ovelhas, fornecidos pela OMS ou pelo
Francis Crick Institute, e um plasma controle de titulo conhecido para cada virus. Apos
a incubacéao, o RDE foi inativado a 56 °C por 30 minutos, sendo entido adicionado PBS
1x e estando os plasmas diluidos 1:10 e livres de receptores inespecificos. Adicionou-
se entdo, precipitado de hemacias na propor¢cao de 1:20 aos antissoros padrao,
incubando-se a 4°C por 1 hora, homogenizando a intervalos regulares e centrifugando-

se por final, de forma a remover todos os aglutinantes inespecificos presentes em
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soros de animais. Amostras de plasma que demonstraram indicios de inibicdo da
hemaglutinagédo inespecifica nos ensaios de HI (inibicdo parcial da hemaglutinagao

em diversas diluigdes) também foram submetidas a este processo.

4.9 Titulagao Reversa

Com base no titulo de hemaglutinagdo de cada um dos virus foi calculado o
fator de diluicdo necessario para obter uma solugcédo de virus com concentragao final
de 4 UHA/25 L, a concentragao utilizada nos ensaios de HI. Os isolados virais foram
entdo diluidos em PBS 1x e realizada a titulagdo reversa, ou seja, um ensaio de
hemaglutinagéo com a forma diluida do virus, a fim de constatar se a sua forma diluida
mantém a capacidade de ocasionar hemaglutinagcdo até aos pogos correspondentes

as diluicbes de 1:8.
4.10 Ensaio de inibicao da hemaglutinagao (Hl)

O ensaio de HI determina a capacidade de os anticorpos presentes no soro
testado de inibir o processo de hemaglutinacéo (Figura 8) (169). Considera-se um
estado de SP quando se observa um titulo de 1:40 no ensaio de HI, sendo este valor
indicativo de uma redugéo de 50% na probabilidade de infec¢do (157,168—170). ASC
pela exposicao a TIV ocorre quando se detecta um aumento de pelo menos quatro

vezes em relagao ao titulo pré-vacinal (157,168—-170).

RBCs Sem reacdo
© |
Hemaglutinagdo

®

Inibi¢do da
Hemaglutinagdo

@ C

Figura 8: Esquema representativo do principio do ensaio de inibicdo da hemaglutinagdo. Observa-se

em (A) a suspensdo de hemacias pura, com precipitagdo das hemacias, em (B) a suspensdo de
hemacias na presenga do virus, com a hemaglutinagéo ocorrendo, e em (C) a suspensao de hemacias
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na presenca do virus e de anticorpos, com os anticorpos inibindo a hemaglutinagéo.

Fonte: Adaptado de CDC, 2019.

Foram realizados ensaios de inibicado da hemaglutinagdo das amostras de soro ou
plasma, S1, S2 e S3, em duplicata, contra estirpes vacinais correntes e passadas em
cada ano, bem como estirpes circulantes representativas (Quadro 2). Estes ensaios
foram realizados em placas de microtitulagcdo em polipropileno, descartaveis com 96
orificios, de fundo em “U”, onde foram realizadas diluicbes seriadas de base 2 das
amostras de plasma ao longo de cada coluna, utilizando-se PBS 1x como diluente,
sendo que na primeira linha seria adicionado 50 uL de soro com sua diluicdo prévia
de 1:10, conforme esquematizado na figura 9. Foram também realizados controles
negativos consistindo apenas de RBC e PBS (50 yL cada), controles positivos
utilizando-se antissoros padrédo, controles internos utilizando-se soros de titulos
conhecidos para cada um dos virus e controles positivos dos virus (titulagdo reversa).
Os controles foram feitos em uma placa de diluicdo de plasma, a cada 8 placas de HI

(correspondentes a 1 placa de PCR para tratamento com RDE).

Em seguida, foram adicionados os virus nas concentragdes de 4 UHA/25 pL
em todos os pogos, exceto os correspondentes a titulagao reversa e controle negativo,
e as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora (figura 9). Apds a
incubacao, foi adicionado 50 uyL de RBC em todos os pocgos, as placas foram
levemente homogeneizadas e incubadas novamente por 1 hora. Considerou-se como
titulo de inibicdo da hemaglutinagdo o inverso da diluigdo correspondente ao ultimo
poco onde ocorreu inibicdo total da hemaglutinagdo, contando que os limites de
deteccao correspondem aos titulos de 10 e 1280 visto que os plasmas estéo
previamente diluidos na propor¢ao de 1:10 pelo tratamento com RDE. Desta forma, o
ensaio de HI permite titular os anticorpos anti-HA especificos a cada estirpe presentes
no soro de cada voluntario. Apesar de n&o geralmente utilizado para diagndstico, pela
possibilidade de imunidade prévia, este ensaio também é utilizado para caracterizagao

antigénica das diferentes estirpes de influenza.
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Quadro 2: Estirpes vacinais e circulantes de virus influenza testadas no estudo em

cada ano
2018 | 2019 | 2020

A/California/7/2009(H1N1) (CA) X X

. A/Michigan/45/2015(H1N1) (M) X X X

= | A/Brisbane/02/2018 (H1N1) (BRI) X

E' A/Rio de Janeiro/1255/2018 (6B.1A1) X
A/Parana/399/2019 (6B.1A2) X
A/Santa Catarina/368/2019 (6B.1A5) X

~ A/Hong Kong/4801/2014 (HK) X

c% A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (SI) X X

T |A/Switzerland/8060/2017 (SW) X X
A/SouthAustralia/34/2019 (SA) X
B/Brisbane/60/2008 (Victoria) (BR) X
B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH) X X
B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO) X X

o (B/Washington/02/2019 (Victoria) (WA) X
B/Santa Catarina/1206/2018 Y3 (Yamagata) X
B/Parana/69/2019 (V1A.1) X
B/Bahia/162/2019 (V1A.1) X

*As estirpes componentes da vacina em cada ano de estudo estao destacadas em azul, as estirpes

componentes da vacina em anos anteriores em verde e as estirpes circulantes em cinza

Fonte: Capao, Artur. 2021

Em cada ano foram testadas seis estirpes vacinais, as trés componentes da
vacina do ano e trés estirpes componentes da vacina em anos anteriores para cada
subtipo, como detalhado no Quadro 2. Além destas estirpes, em 2019 também foram
testadas seis estirpes circulantes, representativas de diferentes clados, coletadas
durante as atividades de vigilancia desempenhadas pelo LVRS, sendo trés estirpes
de H1N1: A/Rio de Janeiro/1255/2018 (6B.1A1), A/Parana/399/2019 (6B.1A2) e
A/Santa Catarina/368/2019 (6B.1A5); e trés estirpes de influenza B: B/Santa
Catarina/1206/2018 (Y3), B/Parana/69/2019 (V1A.1) e B/Bahia/162/2019 (V1A.1).
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Amostras 181 181 182 182 281 281 282 282 CN. TR ASP. ASP.
Diluicéo | 1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 11 12
10 A X0+ X0+ X0+ X0+ X0+ XO+ X0+ X0+ X0 X0+ X0+ X0+
20 B X0+ X0+ X0+ X0+ X0+ XO+ X0+ X0+ X0 X0+ X0+ X0+
40 C X0+ XO+ X0+ X0+ XO+ X0+ X0+ X0+ X0 X0+ X0+ X0+
80 D X0+ X0+ X0+ X0+ X0+ XO+ X0+ X0+ X0 X0+ X0+ X0+
160 E XO+ X0+ XO+ X0+ X0+ XO+ X0+ X0+ X0 X0+ X0+ X0+
320 F XO+ X0+ X0+ X0+ X0+ XO+ X0+ X0+ X0 X0+ X0+ X0+
640 G XO+ X0+ XO+ X0+ X0+ XO+ X0+ X0+ X0 X0+ X0+ X0+
1280 H XO+ X0+ XO+ X0+ X0+ XO+ X0+ X0+ X0 X0+ X0+ X0+

Figura 9: llustracdo representativa de uma placa de microtitulagdo com os conteudos finais de todos
0s pogos em um ensaio de HI: a solugdo de hemacias esta representada por “O”, o virus representado
por “+”, 0 PBS por “X”, os plasmas por “I” e a seta indicando o sentido da diluicdo seriada, demonstrando
0 posicionamento das amostras de plasma, em duplicata, pré e pés-vacinais (S1 e S2) bem como os
anti-soros padrao (AS P.), titulagao reversa (T.R.) e controle negativo (C.N.).

Fonte: Capao, Artur. 2021

A interpretacdo dos resultados dos ensaios de HA e HI & passivel de
subjetividade na determinagdo do que representa inibicdo ou hemaglutinagéo total,
sendo entdo definido e padronizado um ponto de corte, como exemplificado na figura
10. Ainibicao inespecifica, previamente citada, deve-se a capacidade de componentes
presentes no soro de inibirem, parcialmente, o processo de inibicdo da
hemaglutinagdo, observando-se o efeito detalhado na figura 10 (C) em diversas

diluicdes, necessitando entdo do tratamento do soro, como detalhado no passo 4.8.

©© 00

Figura 10: Interpretagdo dos ensaios Hemaglutinacao e Inibigdo da Hemaglutinagao: esquematizagao
dos limiares estabelecidos para determinag&o da ocorréncia de hemaglutinagéo (D), hemaglutinagéo
parcial (C) ou ndo ocorréncia de hemaglutinagao (A e B) nos ensaios de HI e HA.

Fonte: Capao, Artur. 2021.
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Na Figura 11 pode-se observar uma placa onde foi realizado um ensaio de

inibicdo de hemaglutinagédo, observando-se também exemplos de soroconversao e

soroprotegao.

Figura 11: Placa de ensaio de inibigdo da hemaglutinagédo: na figura observa-se o resultado de um
ensaio de inibicdo de hemaglutinagao para uma estirpe de influenza A/H1N1, sendo em (A) os soros
pré-vacinais (S1) em duplicata e em (B) os soros pds-vacinais (S2), em duplicata. E possivel observar
que foi atingido o limiar de soroprotecéo, com titulos de pelo menos 40, e de soroconversao, com um
aumento de pelo menos quatro vezes entre titulos pré e pés-vacinais.

Fonte: Capéao, Artur. 2021.

4.11 Acompanhamento de voluntarios, coleta de amostra de swab de naso-

faringe e imunofluorescéncia

Em cada ano, além de auto-reportagem por parte dos voluntarios, foi realizado
0 acompanhamento periddico dos voluntarios, através do contato por whatsapp,
telefone ou e-mail, e em caso de apresentagdo de sintomas indicativos de infecgéo
por FLUV, como coriza, tosse e febre, foram coletados 3 swabs, 1 de orofaringe (regiao
da faringe e tonsilas) e 2 de nasofaringe (1 para cada narina), obtendo-se células das
mucosas por friccao, e agregando os 3 swabs coletados em um tubo de propileno
contendo Solucdo de Meio de Transporte Viral (DMEM 2% BSA, 1% Antibi6tico e
Antifangico). As amostras foram centrifugadas, sendo realizado um processo de
lavagem e ressuspensao em PBS com o pellet, sendo entdo adicionados 25 uL da

suspensao de células em diversos pontos (circulos) de uma lamina, que foi seca a
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temperatura ambiente e fixagdo com acetona gelada. Apos a fixagdo, foram realizados
ensaios de imunofluorescéncia indireta para deteccdo de FLUAV, FLUBV, Virus
Respiratorio Sincicial, Parainfluenza 1, 2 e 3, Metapneumovirus e Adenovirus,
adicionando-se 25 pL de anticorpos monoclonais especificos a cada virus, seguindo-
se uma incubagdo a 37°C por 30 minutos e posteriores lavagens com PBS. Em
seguida, foi adicionado o anticorpo anti-mouse 1gG conjugado com fluoresceina,
repetindo-se o processo de incubagao e lavagem. Por fim, foi adicionado 25 uL do
fluido de montagem a cada circulo e as laminas foram observadas em microscopio de
imunofluorescéncia. Observando um minimo de trés células por campo, de forma a
evitar falsos negativos, considerou-se um resultado positivo ao observar-se pelo
menos trés células intactas emitindo fluorescéncia no padrao especifico a cada virus,

apos verificagdo dos controles positivos e negativos.
4.12 Extracao de RNA

Com o sobrenadante das amostras de swab nasofaringeo em meio de transporte
viral, foi realizada a extracdo de RNA por lise das particulas virais e executado o
método de coluna com membrana de silica em gel, utilizando o QlAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen, Alemanha), segundo protocolo estabelecido na rotina do LVRS e

armazenando-se o material a -80°C, para uso posterior.

4.13 Detecgao por RT-PCR

As amostras de RNA obtidas das coletas de swab foram submetidas a
transcricao reversa seguida da reacao em cadeia da polimerase em Tempo Real (QRT-
PCR one-step) para deteccao de FLUAV, FLUBYV, FLUAV H1N1, FLUAV H3N2, Virus
Respiratorio Sincicial, Parainfluenza 1, 2 e 3, Metapneumovirus e Adenovirus,
utilizando o kit SuperScript™ Ill One-Step RT-PCR System with Platinum® Tag DNA
Polymerase- (Invitrogen, EUA), e protocolo estabelecido pelo LVRS e fornecido pelo
CDC Atlanta para deteccao de FLUAV, FLUBV, Virus Respiratério Sincicial,
Parainfluenza 1, 2 e 3, Metapneumovirus e Adenovirus, utilizando o ABI 7500
StepOnePlus (174). A transcrigao reversa foi realizada em um ciclo de 30 minutos a
50°C, a ativagao enzimatica em um ciclo de 2 minutos a 95°C e seguindo-se 45 ciclos
de desnaturagao (95°C por 15 segundos) e amplificagao (55°C por 30 segundos). A
cada ensaio foram realizados controles negativos da extragdo (MOCK), controles
negativos da amplificagdo, controles positivos da extracdo (gene da RNAse P

Humana) e controles positivos da amplificagao de cada alvo.
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4.14 Sequenciamento da regiao da HA dos virus influenza

Amostras positivas para FLUV foram submetidas a sequenciamento da HA pelo
método de Sanger, segundo protocolo estabelecido na rotina do LVRS, utilizando o kit
Superscript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, EUA) para a obtencdo do cDNA,
seguido por amplificagdo por PCR convencional utilizando a enzima Taq Platinum-
Thermofisher , purificacdo por ExoSAP-IT-Thermofisher e por fim o sequenciamento
utilizando o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems, EUA)
Os produtos foram analisados no Prism 3130XL Genetic Analyser (Life Tecnologies,
EUA)

4.15 Analises estatisticas

Para a analise estatistica dos resultados foram utilizados testes-t pareados e néo
pareados, teste de Bartlett para variancias, ANOVA uni-direcional, teste de
comparagao multipla de Newamn-Keuls ou de Dunn, testes de Pearson e Spearman,
entre outros, com o uso do software Prism 5 (GraphPad), averiguando-se a possivel
existéncia de diferencas significativas e correlagoes entre os titulos de HI e variaveis
como idade e estado vacinal prévio, considerando-se intervalos de confianga >95% e
valores de p<0,05. Os indices de SP e taxas de SC foram calculados como a
frequéncia da populacao que apresentou titulos de HI de pelo menos 40 ou aumentos
de pelo menos 4 vezes entre titulos pré e pds-vacinais, respectivamente. Variaveis
categdricas e sua associagdo com a SP e SC foram avaliadas através do calculo da
Razao de Possibilidades (Odds Ratio), utilizando o teste Qui-Quadrado com testes
exatos de Fisher no software SPSS Statistics v.19 (IBM).
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5. RESULTADOS

A nossa populacédo de estudo foi composta de 113 voluntarios em 2018, 132
em 2019 e 30 em 2020 (Tabela 1). Em todos os anos, a maior parte da populacéo foi
do sexo feminino e a maior parte ja havia sido vacinada com a TIV em anos anteriores
ao estudo, sendo 78% previamente vacinados em 2018, 65% em 2019 e 93% em
2020. Calculado com base no indice de massa corporal (IMC), observamos que 17%
da populacdo era obesa em 2019, seja obesidade de grau | ou Il, e 74% possuiam
IMC na faixa normal ou sobrepeso.

Em 2018, 8% dos voluntarios possuiam 60 anos ou mais, em 2019, 27% dos
voluntarios eram idosos e, em 2020, apenas 1 voluntario era idoso, com as faixas de
idade, médias e medianas detalhadas na tabela 1. Em 2019, 86% dos idosos e 58%
dos jovens ja haviam sido vacinados para influenza em anos anteriores. Em 2018, 95
voluntarios realizaram a coleta S3. Todas as coletas de sangue estavam disponiveis
de 39 voluntarios em 2018 e 2019, e 13 voluntéarios realizaram todas as coletas de

sangue nos trés anos de estudo.

Tabela 1: Caracteristicas das coortes estabelecidas para a avaliagdo do impacto da
obesidade, idade e imunidade prévia apds imunizacdo com a vacina trivalente
inativada de para influenza nas temporadas de 2018, 2019 e 2020.

Sexo ldade Vacinacdo Prévia  Obesidade

Mediana Média Min-Max Vacinados 1 IMC<30 IMC230
() (n)

Ano  Total(n) M(n) F(n) <60(n) 260(n) @os) (aos) (aos) () Vacinados
(n)

2018 113 25 88 104 9 34 36 2070 90 25

2019 132 37 95 97 35 41 447 2186 85 46 97 22

2020 30 9 21 27 1 36 38 2560 28 2 23 3

* M- masculino; F — feminino; <60 — menos de 60 anos de idade; >60 —60 ou mais anos de idade; IMC
— indice de massa corporal.

5.1 Titulos de anticorpos anti-hemaglutinina dos diferentes componentes
vacinais induzidos pela TIV em 2018, 2019 e 2020

Como podemos observar na figura 12, os titulos de HI em média geométrica
(GMT), seja S1, S2 ou S3, mantiveram-se consistentemente acima do limiar de SP

em todos 0s anos, para quase todas as estirpes, sendo a Unica exce¢do o GMT S1
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da estirpe B/Colorado em 2019. Observamos aumentos significativos induzidos pela

vacinacao entre titulos de S1 e S2 para todas as estirpes vacinais, em todos 0s anos.

Titulos de Inibicdo da Hemaglutinacdo para as
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Figura 12: Titulos de HI para os componentes vacinais em cada ano do estudo. Os titulos de HI estdo
representados em azul, com a média geométrica e os intervalos de confianca 95% destacados pelas
linhas pretas, para as estirpes vacinais dos anos de 2018, 2019 e 2020. Em (A) observa-se os
componentes vacinais de 2018: A/Michigan/45/2015(H1N1) (Ml), A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016
(H3N2) (SI) e B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH); Em (B) observa-se os componentes vacinais de
2019: A/Michigan/45/2015(H1N1) (MI), A/Switzerland/8060/2017(H3N2) (SW) e
B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO); Em (C) A/Brisbane/02/2018 (H1N1) (BRI),
A/SouthAustralia/34/2019 (H3N2) (SA) e B/Washington/02/2019 (Victoria) (WA). Diferencas
significativas detectadas por testes-t pareados entre titulos pré-vacinais (S1), pés-vacinais (S2) e 6
meses apos a vacinacgdo (S3) estdo representadas como * para p<0.05, ** para p<0.01 e *** para
p<0,001, com o limiar de soroprotecéo (SP), igual a 40, destacado em cinza.
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5.2 Niveis de soroprotecédo (SP), antes e ap6s a vacinacdo, e de soroconversao

(SC) em relagéo aos virus componentes da vacina de 2018, 2019, 2020

Ao avaliarmos os indices de SP antes da vacinagdo (S1), observamos valores
relativamente altos, sendo 42% para CO em 2019 o menor valor observado, com
indices acima de 67% para as restantes estirpes vacinais (tabela 2). A vacina foi capaz
de induzir aumentos nos indices de SP, observando-se valores de pelo menos 84%
para estirpes componentes da vacina em cada ano de estudo, e das nove estirpes/ano
testadas, seis obtiveram SP S2 acima de 90%.

Tabela 2: Porcentagens de soroprotecdo pré-vacinal (S1), pos-vacinal (S2) e

soroconversao para 0s componentes vacinais, por ano de analise.

2018 2019 2020

Estirpes Vacinais SPST SPS2 SC SPS1 SPS2 SC SPS1 SPS2 SC
A/Michigan/45/2015 (HIN1) 5 2 3% 77 % 3
A/Brishane/02/2018(HIN1) 8 97 19
A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (H3N2) 82 8 1
A/Switzerland/8060/2017 (H3N2) W 4
A/South Australia/34/2019(H3N2) 9 97 2%
B/Phuket/3073/2013 (Yamagata) 67 & 25
B/Colorado/06/2017 (Victoria) 8 4
B/Washington/02/2019(Victoria) 7% B

As taxas de SC observadas foram relativamente baixas, variando de 13% a
46%, sendo maiores para Ml em 2018 do que para Sl com OR 2,71 (1,45-4,85, p<0,01)
e menor para Ml do que CO em 2019 com OR 0,54 (0,33-0,91, p<0,05). Em seguida,
calculamos também a razédo entre titulos pés e pré-vacinais entre GMT S1 e GMT S2
(S2/S1), obtendo-se medianas de 1,41 a 2,83, figura 13. A analise estatistica entre 0s
aumentos de GMT entre S1 e S2 para cada ano demonstrou uma resposta variada
entre 0s componentes vacinais.

Em 2018, a estirpe de H3 (SI) induziu um menor aumento de GMT que 0s
componentes de H1 (MIl) e FLUBV (PH). Em 2019, o componente vacinal de influenza
B (CO) induziu um maior aumento de GMT que o componente H1 (Ml). Ja em 2020,
nao foram detectadas diferencas significativas na resposta aos diferentes
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componentes vacinais. Quando foi feita a analise de diferencas estatistica entre um
mesmo tipo de virus (H1, H3 ou influenza B) ao longo de diferentes anos, foi possivel
observar que a resposta ao componente HIN1 se manteve inalterada entre os anos e
as diferentes coortes avaliadas. Ja a resposta ao componente H3N2 foi mais intensa
em 2019 que em 2018, assim como a resposta ao componente de influenza B. No ano

de 2020 nao foram encontradas diferencas significativas, devido ao reduzido tamanho

amostral.
Razao entre titulos GMT poés e pré-vacinais (S2/S1)
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Figura 13: Razao entre titulos pds e pré-vacinais para 0s componentes vacinais de cada ano: Observa-
se nos graficos, em azul, a razdo entre titulos pés e pré-vacinais para os componentes vacinais de
2018, 2019 e 2020, com as medianas e intervalos interquartis destacados pelas linhas pretas. As
estirpes vacinais de HIN1 testadas foram: A/Michigan/45/2015 (MI) e A/Brisbane/02/2018 (BRI), de
H3N2: A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (s), A/Switzerland/8060/2017 (SwW) e
A/SouthAustralia/34/2019 (SA) e de influenza B: B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH),
B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO) e B/Washington/02/2019 (Victoria) (WA). Diferencas significativas
entre componentes do mesmo ano estéo representadas como * para p<0,05, ** para p<0,01 e *** para
p<0,001 em testes de Kruskal-Wallis seguidos de comparagdo multipla de Dunn. Diferengas entre o
mesmo componente entre 2018 e 2019 estéo representadas como ## para p<0,01 e ### para p<0,001
em testes-t pareados.
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5.3 Avaliacéo da protecéo cruzada induzida pela TIV

Em cada ano, foi também avaliada a resposta a estirpes componentes da
vacina de anos anteriores, realizando-se uma comparagédo desta resposta com as
estirpes componentes da vacina em cada ano de estudo, para cada subtipo/linhagem.
Com a excecdao da estirpe B/Colorado em 2020, ano em que nao era componente da
vacina, a TIV foi capaz de induzir aumentos significativos entre titulos S1 e S2 para
as componentes de anos anteriores, com a média geométrica dos titulos mantendo-
se acima do limiar de soroprotecéo para todas estas estirpes (dados ndo mostrados).
Os niveis de SP em S1 para estas estirpes foram acima de 60% e de SP em S2, acima
de 80%, Figura 14. Em seis das nove estirpes testadas ao longo dos trés anos, a SP
em S2 foi de pelo menos 90% (Figura 14).

A Soroprotecgao pré e pés-vacinal para HIN1 B Soroprotecao pré e pés-vacinal para H3N2
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Figura 14: Comparativo entre os indices de soroprotecdo de componentes da vacina em cada em cada
ao de estudo e o respectivo componente de anos anteriores: (A) indices de soroprotecéo (SP - titulo
de inibicdo de hemaglutinacdo acima de 40) pré-vacinais (S1) e pés-vacinais (S2) para 0s componentes
de H1N1: A/California/7/2009(H1N1) (CA), A/Michigan/45/2015(H1N1) (MI) e A/Brisbane/02/2018
(HIN1) (BRI); (B) SP S1 e S2 para os componentes de H3N2: A/Hong Kong/4801/2014 (HK),
A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (SI), A/Switzerland/8060/2017 (SW) e A/SouthAustralia/34/2019
(SA); e (C) SP S1 e S2 para os componentes de influenza B: B/Brisbane/60/2008 (Victoria) (BR),
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B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH), B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO) e B/Washington/02/2019
(Victoria) (WA). Os componentes da vacina de cada ano estdo destacados em negrito. Associagfes
entre diferentes estirpes e a soroprotecdo S2 foram avaliadas através do calculo da Razdo de
Possibilidades (Odds Ratio), utilizando o teste Qui-Quadrado com testes exatos de Fisher, com *
representando p<0,05.

Os indices de SP da S2 foram relativamente semelhantes entre as estirpes
componentes da vacina em cada ano de estudo e as estirpes componentes da vacina
em anos anteriores, com a excec¢do dos H3N2 em 2018, em que Sl apresentou
menores indices do que HK com OR 0,10 (0,01-0,65, p<0,05), e em 2019, em que 0s
valores de SW foram maiores que Sl com OR 3,1 (1,35-6,82, p<0,05). As taxas de SC
foram relativamente baixas, variando de 10% a 26%, Figura 15. Os valores de SC
foram semelhantes entre os HIN1 nos trés anos de estudo. Para influenza B, as
estirpes componentes da vacina em cada ano de estudo apresentaram valores
maiores que 0s componentes de anos anteriores em 2018 (OR 2,51, 1,15-5,62,
p<0,05) e em 2019 (OR 3,19, 1,85-5,36, p<0,001). Ja para os H3N2, em 2019 a estirpe
componente da vacina no ano de estudo SW apresentou maiores valores que a estirpe

componente da vacina em anos anteriores Sl (OR 2,08, 1,23-3,49, p<0,01).
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Figura 15: Comparativo entre as taxas de soroconversao entre as estirpes componentes da vacina em
cada em cada ao de estudo e a respectiva estirpe componente de anos anteriores: (A) taxas de
soroconversdo (aumento de pelo menos 4 vezes entre titulos de inibicdo de hemaglutinacéo pré e pos-
vacinais) para os componentes de H1N1: A/California/7/2009(H1N1) (CA), A/Michigan/45/2015(H1N1)
(MI) e A/Brishane/02/2018 (H1N1) (BRI), (B) soroconversdo para os componentes de H3N2: A/Hong
Kong/4801/2014 (HK), A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (Sl), A/Switzerland/8060/2017 (SW) e
A/SouthAustralia/34/2019 (SA); e (C) soroconversdo para os componentes de influenza B:
B/Brisbane/60/2008 (Victoria) (BR), B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH),
B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO) e B/Washington/02/2019 (Victoria) (WA). Associacbes entre
diferentes estirpes e a soroprotecédo S2 foram avaliadas através do calculo da Raz&o de Possibilidades
(Odds Ratio), utilizando o teste Qui-Quadrado com testes exatos de Fisher, com * representando
p<0,05, ** representando p<0,01 e *** representando p<0,001.

48



Em seguida, calculamos também a razdo entre titulos pos e pré-vacinais
entre GMT S1 e GMT S2 (S2/S1), com medianas variando de 1,0 a 2,0 para
componentes da vacina em anos anteriores e 1,41 a 2,83 para componentes da vacina
no ano de estudo (Figura 16). Nesta comparacéo, os valores entre os HIN1 foram
semelhantes em todos os anos, enquanto os influenza B e os H3N2 apresentaram
diferencas significativas entre as estirpes em 2018 e 2019, sendo maiores para 0s
componentes em cada ano de estudo do que para 0s respectivos componentes da
vacina em anos anteriores, com a excegao dos H3N2 em 2018, em que foi maior para
A/HongKong (anterior) do que A/Singapura (atual).

A
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Figura 16: Comparativo entre a razdo entre titulos pds e pré-vacinais em relacdo a estirpes
componentes da vacina em cada em cada ao de estudo e o respectivo componente de anos anteriores:

49



observa-se nos graficos, em azul, a razao entre titulos pds e pré-vacinais, definidos como a razéo entre
os titulos de inibicdo da hemaglutinacdo em média geométrica (GMT) pOs-vacinais (S2) e pré-vacinais
(S1). (A)  Estirpes testadas no ano de 2018: A/California/7/2009(H1N1) (CA),
A/Michigan/45/2015(H1N1) (MI), A/Hong Kong/4801/2014(H3N2) (HK), A/Singapore/INFIMH-16-
0019/2016 (H3N2) (SI), B/Brisbane/ 60/2008 (Victoria) (BR) e B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH);
(B) diferencas entre as estirpes testadas em 2019: CA, MI, SI, A/Switzerland/8060/2017(H3N2) (SW),
PH e B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO); e (C) diferencas entre as estirpes testadas em 2020: Ml,
A/Brisbane/02/2018 (H1N1) (BRI), SW, A/SouthAustralia/34/2019(H3N2) (SA), CO e
B/Washington/02/2019 (Victoria) (WA). Diferencas significativas entre estirpes componentes da vacina
em cada ano de estudo e os respectivos componentes da vacina em anos anteriores anteriores em
testes-t pareados estédo representadas como * para p<0,05, ** para p<0,01 e *** para p<0,001. As
medianas e os intervalos interquartis estdo destacadas pelas linhas pretas.

No ano de 2019 avaliamos a protecdo induzida pela vacina em relacdo a
estirpes circulantes, isoladas em cultura celular, a partir de amostras clinicas de
pacientes infectados e que chegaram ao LVRS através da rede de vigilancia para
influenza, representativas de diferentes clados. Os soros de 48 individuos foram
testados em relacdo as seis estirpes circulantes avaliadas, sendo 3 de influenza A
H1N1 e 3 de influenza B, observando-se que a vacina induziu aumentos significativos
entre GMT S1 e GMT S2 para todas as estirpes (tabela 3).

Tabela 3: Valores de soroprotecado, soroconversdo e aumentos nos titulos de inibicéo

de hemaglutinacdo pré-vacinais para estirpes circulantes e vacinais (n=48) em 2019

Soroprotecdo S1(%)  Soroprotedo S2(%) Soroconversdo (%)  GMTS1- GMTS2

g AlRio de Janeiro/1255/2018 (68.1A1- HIN1) 5 I8 21 50,9-117,9 ***
g AfParana/399/2019 (68.1A2- HIN1) 10 9 3 76,9-186,4 ***
3 AfSanta Catarina/368/2019 (68,145 - HIN1) i 9% 26 847197 3 ¥+
% B/Parana/69/2019 (V1A.1- Victoria) 63 % 37 39,7-147 1 ¥
S BBehia/162/2013(VIA.L-Vitoria 68 % 3 1871494 ¥+
: B/Santa Catarina/1206/2018 Y3-Yamagata) 65 86 17 492-818 ***

A/California/7/2009(68.1- HIN1) 8 9 3 128.5-259.5 **
85\ iiga IS ISGBIAL HINY 79 0y 7 B 4-136,6
mf;s 3 Phulet ARY201313- Yamagat i g 1 G053

B/Colorado/06/2017(V1A.2- Victoria) 50 85 3 3121099 ***

* Diferencas significativas entre titulos de inibicdo da hemaglutinacédo pré (GMT S1) e pés-vacinais
(GMT S2) em testes-t pareados estao representados como * para p<0,05, ** para p<0,01 e *** para
p<0,001. Estirpes componentes da vacina no ano de 2019 estdo destacadas em negrito.

A estirpe A/Parana (6B.1A2) apresentou valores de SC, SP e GMT muito
semelhantes a estirpe vacinal Ml (6B.1A1), enquanto a estirpe A/Rio de Janeiro
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(6B.1A1) apresentou valores de SC semelhantes, mas menor SP S2 (OR 0,20, 0,06-
0,73, p<0,05) e GMT. Por sua vez, a estirpe A/Santa Catarina (6B.1A5) apresentou
valores de SP e SC semelhantes a estirpe vacinal, mas apresentou maior GMT que a
estirpe vacinal. Em relacdo as estirpes de influenza B, observamos que as taxas de
SC foram maiores nas linhagens B/Parana e B/Bahia (Victoria) do que na linhagem
B/SantaCatarina (Yamagata) (OR 0,22, 0,08-0,56, p<0,01 e 0,24, 0,09-0,62, p<0,01),
em concordancia com a estirpe vacinal que era da linhagem Victoria (CO). Os valores
de SC e SP das estirpes circulantes da linhagem Victoria foram semelhantes a CO,
mas os valores de GMT S2 foram maiores, com a SC e GMT S2 para PH sendo inferior
(OR 0,22, 0,08-0,56, p<0,01). A linhagem B/Santa Catarina apresentou valores de SC
e GMT menores que todas as outras estirpes, seja vacinais ou circulantes, mas
apresentou valores de SC e SP S2 semelhantes & estirpe PH em 2019.

5.4 Titulos de anticorpos contra os componentes vacinais ao longo dos anos

No ano de 2018 foram realizadas 3 coletas de sangue, sendo a Ultima, S3, 6
meses apos a vacinagdo. Observamos uma diminui¢é@o significativa entre GMT S2 e
GMT S3 para todas as estirpes (dados ndo mostrados). No entanto, isto ndo se
traduziu em uma grande diminuicdo nos indices de SP (3%-13%, Figura 17), com a
excecao do A/Singapura (<25%, OR 0,19, 0,09-0,44, p<0,001).

Soroprotec¢ao 21 dias apos a vacina (S2) e 6 meses apo6s a vacina (S3)
100+

-o- A/Califéornia H1N1pdmQ9 (n=95)

-# A/Michigan H1N1 (n=95)

A/Hong Kong H3N2 (n=95)

A/Singapore H3N2 (n=95)

—— B/Brisbane Victoria (n=95)

©- B/Phuket Yamagata (n=95)

©
o
1

% de soroprotegdo

Figura 17: indices de soroprotecdo 21 dias e 6 meses apOs a vacinacdo para todas as estirpes

analisadas no ano de 2018.

Através do seguimento dos 39 voluntarios que se mantiveram no estudo ao
longo de 2018 e 2019 e dos 13 voluntarios que se mantiveram no estudo ao longo de

2018, 2019 e 2020 observamos a cinética de GMT para as estirpes de HIN1 com os
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titulos aumentando apos a vacinacao e decaindo constantemente até ser administrada
uma nova dose, ndo sendo detectadas diferencas entre os valores de S1 dos
diferentes anos, com aumentos significativos entre S1 e S2 apenas em 2018 (Figura
18). Este padrédo repete-se tanto para a estirpe componente da vacina no ano de
estudo como para a respectiva estirpe componente da vacina em anos anteriores. Ao
analisarmos as taxas de SC da populacdo de individuos, observamos que as taxas
eram semelhantes entre 2018 e 2019 para cada estirpe, seja componente da vacina

no ano de estudo ou componente da vacina em anos anteriores.
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Figura 18: Dinamica dos anticorpos induzidos pela vacinacdo nos voluntarios acompanhados no
estudo ao longo dos anos: (A) titulos de inibicdo de hemaglutinacdo (HI) em média geométrica pré-
vacinais (S1), pés-vacinais (S2) e 6 meses apés a vacina (S3) para os componentes H1IN1 analisados
em 2018 e 2019: A/California/7/2009(H1N1) (CA) e A/Michigan/45/2015(H1N1) (Ml), com os intervalos
com confianca 95% destacados. (B) titulos de inibicdo de hemaglutinacdo (HI) em média geométrica
para o componente MI, estirpe analisada nos trés anos de estudo, com os intervalos de confianca
destacados, em S1, S2 e S3. (C) taxas de soroconversdo (aumentos de 4 vezes entre GMT HI S1 e
S2) para as estirpes analisadas tanto em 2018 como em 2019: A/California/7/2009(H1N1) (CA),
A/Michigan/45/2015(H1N1) (M1), A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (Sh e
B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH).

Seroconversion (%)
L]

5.5 Avaliacéo de infec¢do ap0Os a vacinacao

Durante o acompanhamento dos voluntarios, foram coletadas 13 amostras de
swabs de naso e orofaringe em casos de sintomas indicativos de infeccdo por

influenza, como sintomas respiratorios com febre. Apenas um caso positivo para
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influenza foi detectado, sendo em uma paciente jovem (37 anos), sem comorbidades
e que ja havia sido previamente vacinada para influenza, sendo classificado como
influenza A HIN1 por gRT-PCR. O diagndéstico ocorreu 46 dias ap0s a vacinagao em
2018 e o0 sequenciamento da HA demonstrou tratar-se de uma estirpe
A/Michigan/45/2015(H1N1)-like pertencente ao subclado 6B1.1A1. A voluntaria ndo
soroconverteu para nenhum dos virus vacinais, mas ficou soroprotegida para todas
as estirpes, com a excec¢ao do MI, com os titulos em GMT S1 de <10, em GMT S2 de
10 e em GMT S3 de 320. Para CA apresentou titulos de 160, 320 e 640 em GMT S1,
S2 e S3, respectivamente.

5.6 Comparagao dos titulos de anticorpos, indices de SP e SC contra o virus
A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016(H3N2) entre a coorte de 2018 e uma
coorte de individuos saudaveis de Sao Paulo

Através de uma colaboracao, foi realizada uma comparacdo de dados de Hi
contra o componente vacinal SI em 2019 entre uma coorte de individuos saudaveis
de Sdo Paulo (populacdo USP) com a populacdo Fiocruz A populacdo USP foi
composta de 77 individuos, sendo 5 vacinados pela primeira vez e 7 idosos, e as
idades variando dos 18 aos 70 anos, com média de 40,7 (mediana 39). Como
detalhado na tabela 4, foram observados aumentos significativos entre S1 e S2 para
ambas as populacdes e as taxas de soroprotecdo S2 e soroconversdo foram
relativamente semelhantes entre as populacdes. No entanto, os valores de GMT tanto
em S1 como em S2 foram significativamente maiores na populacéo Fiocruz do que na

populacdo USP.
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Tabela 4: Valores de soroprotecao pré (SP S1) e pés-vacinal (SP S2), soroconversao
e aumentos nos titulos de inibicdo de hemaglutinacdo para o componente vacinal
A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (H3N2) na populacéo Fiocruz e USP em 2018

GMT S1 (IC 95%) GMT S2(IC95%)  SPS1(%) SPS2 (%) Soroconversao (%)

% Total (n=77) 0,1(354500) 64,56(532-784) *** 75 91 10
o <60anos (n=70)  419(349-50,2)  635(5L6782)** T4 90 9
G s0anos(n=7)  442(207941)  761(39,7-146,2) 8 100 29
3 NVA(n=5) 32,5(158-668) 98,5 (29,6-32759) 0 100 40
& VA (n=55) 379(3L,1-462)  549(444679)* 75 87 9
o, Towl(=132)  880(63,11121) 1585(1290-1948 " 82 65 17
18 N <60anos (1=97)  873(674-1130) 1579(12671967)** & 91 17
IS 8 >60anos (n=35) 96,9(48,5-1941)  1663(8853125) 89 100 1
8 A (n=4g) 65,5(3L,-1376) 267,1(1693-4214)** 74 9 57
VA (n=85) 96,6 (75,6-1233) 1418(1132-1777) 85 9 7

o o Toml(h=209)  53(53770) 1102(342188)% 79 99 14
8 T <60anos (n=167) 64.96(545775) 109.4(92,61293)** 79 84 14
% S >60anos (n=42) 68.74(419-1128) 1181(752-1856) 8 100 19
O PNVAMSSY)  57.78(31,2-1070) 2235(1462-34L6)** 68 93 54
VA (n=140) 6755 (5,3-8,0) 98.72(829-1176)* 8 90 8

*Diferencas significativas entre titulos de inibicdo de hemaglutinacdo pré (GMT S1) e pds-vacinais
(GMT S2), em testes-t pareados, estdo identificadas como * para p<0,05, ** para p<0,01, *** para
p<0,001.

Ao comparar-se a razao entre titulos pés e pré-vacinais (figura 19), observamos
o0 mesmo padrao detalhado para a populacédo Fiocruz, em que o componente H3 (SI-
USP) induziu menores aumentos do que o H1 (MI) e FLUBV (PH) em 2018, com
aumentos estatisticamente semelhantes entre a populacdo Fiocruz e USP (Tabela 4
e Figura 16). Ao comparar-se a razdo entre titulos pds e pré-vacinais entre 0s
componentes H3 de diferentes anos, observamos que Sl (2018) induziu menores
aumentos do que SW (2019), mas sem diferencas significativas em relagdo ao
componente SA (2020). Essa diferenca foi idéntica comparando-se os dados das
coortes Fiocruz e USP.
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Razao entre titulos pré e pos-vacinais - USP versus Fiocruz
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Figura 19: Razéo entre titulos pds e pré-vacinais nas populacdes USP e Fiocruz: observa-se no grafico
a razao entre titulos pds e pré-vacinais para todas as estirpes componentes da vacina em 2018 na
populacdo Fiocruz: A/Michigan/45/2015(H1N1) (M), A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (SI) e
B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH), bem como dos componentes vacinais de H3N2 nos anos de
2019 e 2020: A/Switzerland/8060/2017 (SW) e A/SouthAustralia/34/2019 (SA), respectivamente.
Observa-se também a razdo entre titulos pés e pré-vacinais para o componente Sl na populacdo USP.
Diferengas significativas entre componentes do mesmo ano, em testes de Kruskal-Wallis seguidos de
comparacao multipla de Dunn, estéo representadas com ** para p<0,01 e *** para p<0,001. Diferencas
entre componentes de anos diferentes estdo representadas como ### para p<0,001 em testes-t
pareados.

Em ambas as populacdes néo foram detectadas diferencas entre os titulos de
GMT S1 ou S2 de idosos versus jovens e de NVA versus VA (Tabela 4). Apesar de
maiores taxas de SC nos NVA do que VA, na populacdo USP apenas observou-se
aumentos significativos entre S1 e S2 para VA (Tabela 4). O inverso foi observado na
idade, com aumentos significativos apenas nos jovens, mas maiores taxas de SC nos
idosos (Tabela 4). Ao agrupar as duas populagdes, observamos novamente aumentos
significativos entre GMT S1 e S2 (Tabela 4). Foram observados aumentos
significativos entre GMT S1 e S2 para VA, NVA e jovens, mas ndo idosos, com
diferencas significativas entre os titulos de GMT S2 de VA versus NVA (Tabela 4). Na
populacdo agrupada os niveis de SP S1 e SC foram semelhantes, mas os de SP S2
ficaram ligeiramente maiores (Tabela 4). Mantiveram-se os padrdes com SP S1 de
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idosos sendo maior que jovens e de VA maior que NVA (Tabela 4). Em SP S2, os
idosos continuaram apresentando valores maiores que jovens, enquanto VA e NVA
apresentaram valores semelhantes (Tabela 4). As taxas de SC foram maiores nos

NVA gue VA mas foram semelhantes entre idosos e jovens (Tabela 4).

5.7Avaliacdo de fatores que afetam aresposta a TIV

5.7.1 Comparacdo das taxas de soroconversao, titulos de anticorpos e razao
entre titulos po6s e pré-vacinais entre a populacdo soroprotegida
previamente a vacina e a populacdo ndo soroprotegida

Procuramos subdividir a nossa populacdo nas subpopulacdes de
soroprotegidos previamente a vacinagao (SPV) e ndo soroprotegidos previamente a

vacinacado (NSPV), para cada estirpe em 2018 e 2019 (Tabela 5).

Tabela 5: Numero de individuos soroprotegidos (SPV) ou ndo soroprotegidos (NSPV)
previamente a vacinacao, para cada estirpe em 2018 e 2019

CA M HK SI  SW BR PH co
®© SPV(N) 98 8 104 93 - 85 76 -
R NSPV (N) 15 28 9 20 - 28 35 -
@ SPV(N) 110 101 - 102 85 - 79 56
R NSPV(N) 22 31 - 30 47 - 53 76

Em relacdo a razdo entre titulos pés e pré-vacinais, detectamos valores
significativamente maiores no grupo de NSPV para as estirpes de influenza B nos dois
anos e as duas estirpes de H3N2 em 2018, para as estirpes de HIN1 A/California em
2018 e 2019 e A/Michigan em 2019 (Figura 20).
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Razéo entre titulos pos e pré-vacinais para HIN1 em 2018 Razéo entre titulos pos e pré-vacinais para H3N2 em 2018 Razéo entre titulos pos e pré-vacinais para influenza B em 2018
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Figura 20: Comparativo entre a razdo entre titulos pés e pré-vacinais entre as populacdes
soroprotegidas previamente a vacinacao (SPV) e ndo soroprotegidas previamente a vacinacao (NSPV):
observa-se nos gréficos, em azul, a raz&o entre titulos pés e pré-vacinais, definidos como a razao entre
os titulos de inibicdo da hemaglutinagdo em média geométrica (GMT) pos-vacinais (S2) e pré-vacinais
(S1). Em (A) observa-se as estirpes de H1N1 testadas no ano de 2018: A/California/7/2009(H1N1) (CA)
e A/Michigan/45/2015(H1N1) (MI); em (B) as estirpes de H3N2 de 2018: A/Hong
Kong/4801/2014(H3N2) (HK) e A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (H3N2) (SI); em (C) as estirpes de
influenza B de 2018: B/Brisbane/ 60/2008 (Victoria) (BR) e B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH); em
(D) para as estirpes de HIN1 de 2019: CA e MI; em (E) as estirpes de H3N2 de 2019: Sl e
A/Switzerland/8060/2017(H3N2) (SW); e em (F) as estirpes de influenza B de 2019: PH e
B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO). Diferencas significativas entre as populacbes, em testes de
Kruskal-Wallis seguidos de comparacdo mdultipla de Dunn, estéo representadas como * para p<0,05, **
para p<0,01 e *** para p<0,001. As medianas e os intervalos interquartis estdo destacadas pelas linhas
pretas e os componentes da vacina de cada ano de estudo em negrito.

Em relacdo a estirpe A/Michigan em 2018 e as duas estirpes de H3N2 em
2019, ndo foram observadas diferencas entre os grupos. Observamos que as taxas
de soroconversao foram sempre menores no grupo de SPV (variando de 4% a 31%)
do que no grupo de NSPV (27% a 77%) (Figura 21).
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Figura 21: Frequéncia de soroconversdo na populagéo soroprotegida previamente a vacinacéo (SPV)
comparativamente & ndo soroprotegida previamente a vacinacdo (NSVP): (A) taxas de soroconversao
(aumento de pelo menos 4 vezes entre titulos de inibicdo de hemaglutinacdo pré e pés-vacinais) para
as estirpes analisadas em 2018: A/California/7/2009(H1N1) (CA), A/Michigan/45/2015(H1N1) (MI),
A/Hong Kong/4801/2014 (HK), A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (SI), B/Brisbane/60/2008 (Victoria)
(BR) e B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH) e (B) para as estirpes analisadas em 2019: CA, Mi, SI,
A/Switzerland/8060/2017 (SW), PH e B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO).

Em seguida, procuramos realizar as analises de risco relativo (Odds Ratio) para
as estirpes componentes da vacina de 2019, sendo observadas associacdes inversas
entre a soroconversao e a soroprotecdo S1 para Ml (p<0,001), SW (p=0,020) e CO
(p<0,001), no entanto, a soroprotecédo S1 esta associada com a soroprotecdo S2 para
MI (p=0,001), SW (p<0,001) e CO (p<0,001) (Tabela 6).

Tabela 6: Analises de Risco Relativo entre a variavel soroprotecdo S1 (SP S1) e a
soroprotecao S2 (SP S2) e a soroconverséao (SC), para os componentes vacinais de
2019

Soroprotecdo pré-vacinal (S1)

Componente vacinal Variavel (n) SPV (%) NSPV (%) OR(95% IC)
SP S1(101) - - -
A/Michigan/45/2015(HIN1) SP $2(125) 100 (99%) 25 (80,6%) 24,0 (2,76-208,5)*
SC (42) 22 (21,8%) 20 (60,4%) 0,15 (0,06-0,37)*
SP $1(102) - - -
A/Switzerland/8060/2017 (H3N2)  SP S2(124) 101 (99%) 23(76,7%) 30,75(3,60-262,62) *
SC (54) 36 (35,3%) 18 (60%) 0,36(0,16-0,84)*
SP S1(56) - - -
B/Colorado/06/2017(Victoria) SPS2(111) 55 (98,2%) 56 (73,7%) 19,6(2,54-151,45)*
SC(61) 9(16,1%) 52 (68,4%) 0,009 (0,04-0,21)*

* p< 0,05 (teste exato de Fischer); SPV (soroprotegidos em S1); NSPV (ndo soroprotegidos em S1)
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5.7.2 Comparacdo das taxas de soroconversdo, soroprotecdo, titulos de
anticorpos e razéo entre titulos pos e pré-vacinais entre a populacao
previamente vacinada para influenza e a populacdo vacinada pela

primeira vez

Adicionalmente, dividimos a populacao de estudo em dois grupos: aqueles que
ja haviam sido vacinados para influenza em anos anteriores (VA — pelo menos duas
vacinacfes consecutivas no ano anterior ao estudo) e aqueles que foram vacinados
pela primeira vez no ano do estudo (NVA). A partir do estudo piloto conduzido em
2018, com 13 NVA, conseguimos identificar indicios de resposta aumentada neste
grupo e ampliamos entéo esta subpopulagéo recrutando, em 2019, 46 voluntarios que
nunca haviam sido vacinados contra a gripe. Em 2020, o tamanho amostral da
populacdo NVA nao permitiu realizar esta analise. Comparando-se os titulos de HI de
S1 com de S2 entre individuos VA ou NVA, foi possivel observar que ambos os grupos
tiveram aumentos significativos de GMT, com excecdo do componente A/Singapura
de 2018, em que foi possivel observar aumentos de GMT apenas para individuos NVA
(Figura 22). Foi observado que o grupo NVA apresentou titulos significativamente
menores para CO em S1 que o grupo VA em 2019 (Figura 22 C), enquanto em S2 0s
NVA apresentaram titulos significativamente maiores para Ml em ambos os anos e
para SW em 20109.

59



I, B A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016(H3N2)
AMichigan /20 TeINTpdmoR e A/Switzerland/8060/2017(H3N2)
fram — LT
*‘k‘*‘k— *‘k'**— AE *‘P‘
1280~ ' ' ' 1280- ' :
640 % 640
320- _I_ = 320 _}:_ {_ P
4 ] J
160 + Tz ¢ 160 =l
80«4} % = :g: wi| T —+
SP- % F spq %
20- 20-
10 T o T | } | T T 10 T 0 T T 1 T I T
KR\ R\ (i, R\ P\ B\ o K\ R\ K\ R (R J\ K\ K\ o
9«‘\ % o}‘\ CINIEANEO N 9\‘\ % é»‘\ o 9"‘\ % gq,“ o
2018 2019 2018 (SI) 2019 (SW)

C  B/Phuket/3073/2013 (Yamagata) e
B/Colorado/6/2017 (Victoria)

* [ Fkk
—
Kk Kk
(r— [r—
1280
640 -
320

160 - _} %
o E
20- %

10

Titulo de HI

K L I R R R R
9\‘\ 2 cf oV 9@ 23 ,oq.\; o

2018 (PH) 2019 CO

Figura 22: Titulos de inibicdo da hemaglutinacdo (HI) para os componentes vacinais de 2018 e 2019
nas populac8es previamente vacinadas (VA) e vacinadas pela primeira vez (NVA): Nos gréaficos pode-
se observar os titulos de HI representados em azul, com a média geométrica e os intervalos de
confianca 95% destacados pelas linhas pretas. (A) componente vacinal A/Michigan/45/2015(H1N1)
(MI), (B) componentes de H3N2: A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016(H3N2) (SI) e
A/Switzerland/8060/2017(H3N2) (SW); e (© componentes de Influenza B:
B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH) e B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO). Diferencas significativas
detectadas por testes de Kruskal-Wallis seguidos de comparacao mdltipla de Dunn, entre titulos pré-
vacinais (S1) e entre pds-vacinais (S2), estdo representadas como * para p<0.05, ** para p<0.01 e ***
para p<0,001, com o limiar de soroprotecéo (SP), igual a 40, destacado em cinza.
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Observamos que tanto em 2018 como em 2019 a razao entre titulos pos e pré-
vacinais foram significativamente maiores no grupo de NVA, em concordancia com as

taxas de SC que foram maiores no grupo de NVA (Tabela 7 e Figura 23).

Tabela 7: Porcentagens de soroconversao e de soroprotecdo pré (S1) e pés-vacinais
(S2) para estirpes vacinais de 2018 e 2019 nas populacdes previamente vacinadas

(VA) e vacinadas pela primeira vez (NVA)

Soroprotedo S1 (%) Soroprotecdo S2 (%) Soroconversdo (%)

2018 2019 2018 2019 2018 2019
Cepas NVA- VA NVA VA NVA VA NVA VA NVA VA NVA VA
A/California/7/2009 (HIN1) 8 & & 8 100 97 9% 9 MWW U 6 A
A/Michigan/45/2015 (HIN1) 8 73 61 8 100 9 9% 9% 6 1w 7N B
A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2) s % - - 10w 9 - - 6 v - -
A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016(H3N2) 74 8 6 69 % 9 % & 5 7 57 1
A/Switzerland/8060/2017 (H3N2) - - 6 & - - %5 9% - - 0 7

B/Brishane/60/2008 (Victoria) 60 8% - - H % - - BB 9

B/Phuket/3073/2013 (Yamagata) 74 64 46 67 % 8 & 7 39 A M 7
B/Colorado/06/2017 (Victoria) S (I I . A |

As andlises dos indices de SP e SC para o0s virus componentes da vacina em
cada ano de estudo e 0s respectivos virus componentes da vacina em anos anteriores
ndo mostraram nenhum padrdo aparente em relacao aos indices de SP S2, mas em
2019 os valores de SP S1 foram maiores no grupo de VA, e em 2018 a SP em S1
para Ml e PH foi menor nos VA (Tabela 7). Em seguida, procuramos realizar as
analises de risco relativo (Odds Ratio) para as estirpes componentes na vacina de
2019. Como detalhado na tabela 8, observamos associacdes positivas entre
vacinacao prévia (VA) e soroprotecdo S1 para Ml (p=0,003), SW (p=0,008) e CO
(p=0,045), mas n&o para soroprotecdo S2. AssociacOes inversas entre VA e

soroconversao foram observadas para Ml (p<0,001), SW (p<0,001) e CO (p<0,001).
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Figura 23: Razao entre titulos p6s e pré-vacinais para os componentes vacinais de 2018 e 2019 nas
populagBes previamente vacinadas (VA) e vacinadas pela primeira vez (NVA): Nos graficos pode-se
observar a razao entre titulos pds e pré-vacinais representados em azul, com a mediana e intervalos
interquartis destacados pelas linhas pretas. (A) componente vacinal A/Michigan/45/2015(H1N1) (M),
(B) componentes de H3N2: A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016(H3N2) (sh e
A/Switzerland/8060/2017(H3N2) (SW) e (© componentes de Influenza B:
B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH) e B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO). Diferencas significativas
detectadas por testes de Kruskal-Wallis seguidos de comparacdo multipla de Dunn, entre as
populacdes VA e NVA, estdo representadas como *** para p<0,001.
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Tabela 8: Analises de Risco Relativo entre a variavel Vacinacdo Prévia e a
soroprotecdo S1 (SP S1), S2 (SP S2) e soroconverséo (SC), para 0s componentes
vacinais de 2019

Vacinacdo prévia

Componente vacinal Variavel (n) VA (%) NVA (%) OR(95% IC)
SP S1(101) 28 (60,9%) 73 (84,9%) 3,61(1,57-8,33)*
A/Michigan/45/2015(H1N1) SP 52 (125) 49 (97,78%) 80 (93%) 0,29 (0,04-0,54)
SC (42) 33 (71,7%) 0,29 (0,04-0,54) 0,05 (0,02-0,12)*
SP S1(102) 29 (63%) 73 (84,7%) 3,29 (1,42-7,72)*
A/Switzerland/8060/2017 (H3N2) SP S2(124) 44 (95,7%) 80 (93%) 0,61(0,12-3,13)
SC(54) 31(67,4%) 23 (26,7%) 0,18(0,08-0,39)*
SP S1 (56) 14 (30,4%) 42 (48,8%) 2,18 (1,02-4,65)*
B/Colorado/06/2017(Victoria) SP S2(111) 41 (89,1%) 70 (81,4%) 0,54 (0,18-1,56)
SC(61) 35(76,1%) 0,52(0,18-1,56%) 0,14 (0,06-0,31)*

* p< 0,05 (teste exato de Fischer); VA (previamente vacinados); NVA (vacinados pela primeira vez)

5.7.3 Comparacdo das taxas de soroconversao, titulos de anticorpos e razéo

entre titulos pos e pré-vacinais entre a populagéo eutréfica e obesa

Novamente, em nosso estudo piloto em 2018, conseguimos observar indicios
de uma menor resposta a vacinacdo na populacdo de obesos, mas em 2018 esta
populacdo consistiu apenas de seis voluntarios auto-reportados, sem registros de
peso e altura. Esta populacdo também € considerada de risco para influenza, com
relatos de resposta vacinal reduzida na literatura. Em 2019 foram recrutados 22
individuos obesos (IMC >30), comparando-se entdo a populacéo eutréfica (IE) com a
obesa (OB). Nao foram encontradas diferencas entre as populacdes em relacdo ao
GMT S1 ou S2 (Figura 24). Ao avaliar-se os aumentos entre titulos de S1 e S2
observamos que a populacdo IE apresentou aumentos significativos entre S1 e S2
para todas as estirpes, enquanto a populagdo OB apresentou aumentos para Ml e

SW, mas nédo para CO (Figura 24).
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Figura 24: Titulos de Inibicdo da Hemaglutinacéo para as estirpes componentes da vacina em 2019
nas populacges eutroficas (IE) e obesas (OB): Nos graficos pode-se observar os titulos de inibicao da
hemaglutinacéo (HI) representados em azul, com a média geométrica e os intervalos de confianca 95%
destacados pelas linhas pretas. Em (A) observa-se o componente vacinal A/Michigan/45/2015(H1N1)
(MI), em (B) o A/Switzerland/8060/2017(H3N2) (SW), em (C) o B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO).
Diferencas significativas detectadas por testes de Kruskal-Wallis seguidos de comparacdo multipla de
Dunn, entre titulos pré-vacinais (S1) e entre poés-vacinais (S2), estdo representadas como * para
p<0.05, ** para p<0.01 e *** para p<0,001, com o limiar de soroprotecdo (SP), igual a 40, destacado
em cinza

N&o observamos diferengas entre a raz&do entre titulos pés e pré-vacinais

(Figura 25) e os indices de SP foram semelhantes, sem um padrao definitivo, mas as
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taxas de SC foram menores no grupo OB para todas as estirpes exceto SW (Tabela
9). No entanto, ndo foram observadas associacdes significativas nas analises de
Risco Relativo (Tabela 10)

Razao entre titulos poés e pré-vacinais (S2/S1) para os
componentes vacinais em 2019

§2/81

Ml SW CcO

Figura 25: Raz&o entre titulos pds e pré-vacinais para os componentes vacinais de 2019 na populacéo
obesa (OB) e eutrdfica (IE): Nos graficos pode-se observar a razao entre titulos pés e pré-vacinais
representados em azul, com a mediana e intervalos interquartis destacados pelas linhas pretas, para
as estirpes  A/Michigan/45/2015(H1N1)  (MI),  A/Switzerland/8060/2017(H3N2) (SW) e
B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO). Nao foram detectadas diferencas significativas por testes-t.

Tabela 9: Porcentagens de soroconversao e de soroprotecédo pré (S1) e pds-vacinais

(S2) para estirpes vacinais de 2019 nas populacoes eutréficas (IE) e obesas (OB)

Soroprotecdo S1 (%)Soroprotecdo S2 (%) Soroconversao (%)

Cepas IE OB IE 0B IE OB
A/California/7/2009 (HIN1) 80 95 93 100 40 27
A/Michigan/45/2015 (HIN1) 76 73 93 100 34 27

A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016 (H3N2) 66 55 85 77 27 18
A/Switzerland/8060/2017 (H3N2) 77 77 95 86 40 45
B/Phuket/3073/2013 (Yamagata) 63 45 80 77 25 9

B/Colorado/06/2017 (Victoria) 45 32 86 73 50 32
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Tabela 10: Andlises de Risco Relativo entre a variavel Obesidade e a soroprotecao
S1 (SP S1), S2 (SP S2) e soroconversao (SC), para os componentes vacinais de 2019

Obesidade

Componente vacinal Variavel (n) IE (%) OB (%) OR(95% IC)
SP S1(101) 77 (77%) 16(72,7%)  0,79(0,28-2,27)
A/Michigan/45/2015(H1IN1) SP S2 (125) 93 (93%) 22 (100%) 1,24(1,13-1,35)
SC(42) 35 (35%) 6(27,3%) 0,69(0,25-1,94)
SP S1(102) 77 (77%) 17(77,3%)  1,02(0,34-3,05)
A/Switzerland/8060/2017 (H3N?2) SP S2(124) 95 (95%) 19 (86,4%) 0,33 (0,07-1,52)
SC (54) 40 (40%) 10 (45,5%) 1,25(0,49-3,17)
SP S1(56) 45 (45%) 7(31,8%)  0,57(0,21-1,51)
B/Colorado/06/2017(Victoria) SP S2(111) 87 (87%) 16(72,7%)  0,39(0,13-1,20)
SC (61) 49 (49%) 7(31,8%)  0,49(0,18-1,29)

* p< 0,05 (teste exato de Fischer); OB (obesos); IE (eutréficos)

5.7.4 Comparacgdo das taxas de soroconverséo, titulos de anticorpos e razéo
entre titulos pos e pré-vacinais entre a populacdo idosa e a populacao

jovem

Idade avancada € uma variavel muito estudada na resposta imune, inclusive
no que se refere a resposta aos virus e a vacina de influenza, estando associada a
maior susceptibilidade a doenca e menor resposta vacinal. Procuramos entao
comparar as populacdes de jovens (<60 anos) com idosos (>60 anos). NO nosso
estudo piloto em 2018 foram recrutados 9 idosos e, com base na aparente resposta
reduzida nesta subpopulacao, procuramos expandir este grupo em 2019, recrutando-
se 35 voluntarios. Em 2020 néo foi possivel realizar esta analise devido ao tamanho
amostral do grupo de idosos. A vacina foi capaz de induzir aumentos significativos
para todas as estirpes vacinais, em 2018 e 2019, no grupo de jovens, enquanto 0s

idosos apenas apresentaram aumentos significativos em 2019 (Figura 26).

66



A B' Assingapore/INFIMH-16-0019/2016(H3N2)

AlMichigan/45/2015(H1N1)pdm09 e A/Switzerland/8060/2017(H3N2)
1280- *kkk *kkk 1280- e |
640- 640+
320 £ 3201
1604 % % _'—f‘_ % 160 {{‘ % J‘V[ % iL

[=}
80-% 3 80-‘1‘ ‘I‘
sP- =+ T F sp- *
20 20
10 L e e e S R B
S T N R N S, o o o & o o o g
5’& 7@9 B’Q(o 1@9 &Q(o 7@9 3’“6 1@9 S SSSSS
2018 2019 T018(S) 2019 (SW)

C B/Phuket/3073/2013 (Yamagata)
e B/Colorado/6/2017 (Victoria)

Kk P
1280+
640 -
320+

HI

§%¥% 5

2!

10-_ll'—l_'_|_ 1 T, L _‘_l_
Qé\ Qe;\ e& Q& Qé\ Qé\ Qc)'» Q&
S SRS

2018(PH)  2019(CO)

Titulo de

20

Figura 26: Titulos de Inibicdo da Hemaglutinacdo para os componentes vacinais de 2018 e 2019 nas
populacdes jovens (<60 anos) e idosas (>60 anos): Nos graficos pode-se observar os titulos de inibicdo
da hemaglutinacdo (HI) representados em azul, com a média geométrica e os intervalos de confianca
95% destacados pelas linhas pretas. Em (A) observa-se o componente vacinal
A/Michigan/45/2015(H1N1) (MI), em (B) o A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016(H3N2) (SI) e o
A/Switzerland/8060/2017(H3N2) (SW) e em (C) o B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH) e o
B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO). Diferencas significativas detectadas por testes de Kruskal-Wallis
seguidos de comparagcdo mudltipla de Dunn, entre titulos pré-vacinais (S1) e entre pds-vacinais (S2),
estdo representadas como * para p<0.05, ** para p<0.01 e ** para p<0,001, com o limiar de
soroprotecéo (SP), igual a 40, destacado em cinza.
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N&o foram observadas diferencas significativas entre a raz&o entre titulos pos
e pré-vacinais dos dois grupos (Figura 27), mas as taxas de SC foram sempre maiores

no grupo de jovens, com a excec¢ao do SW em 2019 (Tabela 11).
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Figura 27: Razéo entre titulos pds e pré-vacinais para os componentes vacinais de 2018 e 2019 na
populagdo jovem (<60 anos) e idosa (>60 anos): Nos graficos pode-se observar a razdo entre titulos
pos e pré-vacinais representados em azul, com a mediana e intervalos interquartis destacados pelas
linhas pretas. Em (A) observa-se o componente A/Michigan/45/2015(H1N1) (MI), em (B) os
componentes de H3N2: A/Singapore/INFIMH-16-0019/2016(H3N2) (Sl) e A/Switzerland/8060/2017
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(H3N2) (SW); e em (C) as estirpes de influenza B: B/Phuket/3073/2013(Yamagata) (PH) e
B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO). N&do foram detectadas diferencas significativas por testes-t.

Tabela 11: Porcentagens de soroconversao e de soroprotecdo pré (S1) e pds-vacinais
(S2) para estirpes vacinais de 2018 e 2019 nas populagdes jovens (<60 anos) e idosas

(>60 anos)

SoroprotecdoS1(%)  SoroprotecdoS2 (%] Soroconversdo (%)

008 2009 08 2009 208 A0

Cepas 60 260 <60 260 <60 260 <60 260 <60 60 <60 60
A/California/7/2009 (HIN1) 8 7B 8 8% 9 00 % 9 ¥ 0 4 3
A/Michigan/45/2015 (HIN1) 7% 580 2 8 % 9 37 1 3% 20

AfHongKong/4801/2014(H3N) 93 78 - - 9 10 - - 277 1 -
AfSingapore/INFIMH-16-0019/2016(H3N2) 82 89 &7 57 91 10 & 74 17 11 ¥ U
AfSwitzerland/8060/2017 {H3N2) Y TR HENCECT I | A U B
B/Brishane/60/2008 Victoria) n B - - % B - - U0 - -
B/Phuket/3073/2013 (Yamagata) B % 6 M & o & 14 % U U U
B/Colorado/06/2017 (Victoria) - - - B8 - - 9y

Em relacdo aos indices de SP, nédo foi observado nenhum padréo claro, apesar
dos valores geralmente maiores nos jovens. Procuramos ainda dividir a populacao de
idosos em >60 (n=21) e >70 (n=14) anos em 2019, observando-se uma resposta ainda
mais reduzida na populacdo de maior de 70 anos (Figura 28). A populacédo de >70

anos apresentou aumentos significativos apenas para SW.
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Figura 28: Titulos de inibicdo da hemaglutinacdo (HI) para os componentes vacinais de 2019 nas
populacdes com 60 a 69 anos (>60) ou mais de 70 anos de idade (>70): Nos gréaficos pode-se observar
os titulos de (HI) representados em azul, com a média geométrica e os intervalos de confianca 95%
destacados pelas linhas pretas. (A) componente vacinal A/Michigan/45/2015(H1N1) (MI), (B) o
A/Switzerland/8060/2017(H3N2) (SW) e e (C) o B/Colorado/06/2017(Victoria) (CO). Diferencas
significativas detectadas por testes de Kruskal-Wallis seguidos de comparacao multipla de Dunn, entre
titulos pré-vacinais (S1) e entre pos-vacinais (S2), estao representadas como * para p<0.05 e ** para
p<0.01, com o limiar de soroprotecéo (SP), igual a 40, destacado em cinza.

Em seguida, procuramos realizar as analises de risco relativo (Odds Ratio) para
as estirpes componentes na vacina de 2019, mas ndo observamos associa¢cfes
significativas para a variavel idade (Tabela 12).
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Tabela 12: Andlises de Risco Relativo entre a variavel Idade e a soroprotecédo S1 (SP

S1), S2 (SP S2) e soroconversao (SC), para os componentes vacinais de 2019

Idade

Componente vacinal Variavel (n) <60 n(%) >60 n(%) OR(95% IC)
SP S1(101) 73(72,3%) 28(27,7%) 1,53(0,57-4,15)
A/Michigan/45/2015(H1IN1) SP S2(125) 91(73,4%) 33(26,6%) 2,18(0,25-18,76)
SC(42) 35(85,4%) 6(14,6%) 0.38(0,14-1,01)
SP S1(102) 73(71,6%) 29(28,4%) 1,91(0,66-5,48)
A/Switzerland/8060/2017 (H3N?2) SP S2(124) 92(74,8%) 31(25,2%) 0,56(0,13-2,49)
SC (54) 38(71,7%) 15(28,3%) 1,23(0,56-2,70)
SP S1(56) 40(71,4%) 16(28,6%) 1,27(0,58-2,78)
B/Colorado/06/2017(Victoria) SP S2(111) 82(74,5%) 28(25,5%) 0,85(0,30-2,41)
SC(61) 48(80%) 12(20%) 0,56(0,25-1,25)

5.7.5 Comorbidades

Visando avaliar o efeito de diferentes variaveis — vacinagao prévia, obesidade,
idade, comorbidade, sexo e gripe recente — nas taxas de soroprotecdo e
soroconversdo, foram realizadas andlises de risco relativo (Odds Ratio) para as
estirpes componentes na vacina de 2019, anteriormente detalhadas. Apesar de
analises anteriores ndo demonstrarem indicios de respostas reduzidas para as
diversas comorbidades avaliadas (considerando o baixo tamanho amostral, dados ndo
mostrados), procuramos também avaliar a presenca de associacdes entre a presenca
de qualquer comorbidade, sendo esta variavel associada inversamente a
soroconversao para o virus Ml (p=0,007) e o sexo feminino foi associado com a
soroprotecdo S1 (p=0,021) e S2 (p=0,044) para SW (Tabela 13). Nao houve

associacao entre relatos de gripe recente e as taxas de SP S1, S2 e SC.
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Tabela 13: Analises de Risco Relativo entre as variaveis Comorbidade, Sexo e Gripe

Recente e as variaveis soroprotecao S1 (SP S1), S2 (SP S2) e soroconverséao (SC),

para 0s componentes vacinais de 2019
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, procuramos avaliar a resposta a TIV anti-influenza nas
temporadas de 2018, 2019 e 2020, estudando o impacto de variaveis como idade,
imunidade e obesidade na resposta vacinal. Visamos também avaliar a resposta
induzida pela vacina em relacao a estirpes componentes da vacina em anos anteriores
e estirpes circulantes representativas.

Comparando-se com a literatura, os valores de SP S1 observados na nossa
populacao de estudo foram altos, com a excecdo de B/Colorado em 2019, seja para
estirpes componentes da vacina em cada ano de estudo seja para as respectivas
estirpes componentes da vacina em anos anteriores. Isto pode ser consequéncia do
perfil etario da nossa populacdo de estudo, jovem, com altas porcentagens de
individuos previamente vacinados e que incluia profissionais da area da saude. No
entanto, é dificil realizar comparac6es com a literatura visto que a resposta vacinal
nao varia apenas com as caracteristicas da populacdo de estudo (e suas
subpopulacdes), mas também varia de ano para ano, estirpe para estirpe e até entre
diferentes regides geograficas.

Apesar dos elevados niveis de SP em S1, a vacina foi capaz de induzir aumentos
nos indices de SP em S2, alcancando porcentagens elevadas, de acima de 90% para
a maioria das estirpes testadas. Os niveis elevados de SP S1 podem também explicar
os elevados niveis de SP S2, como visto estatisticamente. Na literatura séo descritos
niveis de SP S1 variando de 11% a 84% (H1N1), de 9% a 100% (H3N2) e de 6% a
100% (FLUBV), de SP S2 variando de 39% a 100% (H1N1), de 52% a 100% (H3N2)
e de 33 a 100% (H3N2), com taxas de SC variando de 15% a 85% (H1N1), de 28% a
78% (H3N2) e de 9% a 69% (FLUBV), demonstrando a grande variabilidade na
resposta, dependendo da composi¢ao vacinal e da populagéo estudada, evidenciando
a necessidade de avaliacdo continua da resposta vacinal. (142,175-182). Os valores
que observamos estavam dentre de parametros ja descritos. E interessante notar que
CO, estirpe com dupla delecdo na HA que a distancia antigenicamente das estirpes
BR-like previamente em circulacédo, foi a Unica estirpe com GMT S1 abaixo do limiar
de SP (145).

Em contrapartida, as taxas de SC observadas foram baixas. Estes valores
baixos estdo correlacionados aos altos indices de SP S1, como indicado pela
comparacao entre as populacdes de SPV e NSPV, e esse fato pode ser explicado
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pela resposta reduzida presente em determinadas subpopulagbes, como o0s
previamente vacinados.

Respostas cruzadas entre 0s componentes vacinais de cada ano de estudo e
0S respectivos componentes da vacina em anos anteriores também foram
observadas, seja de influenza A ou B, sendo este efeito especialmente visivel entre
os HIN1 em 2018 e 2019, sendo que o Ml foi a estirpe vacinal analisada com maior
permanéncia ao longo dos anos. Este tipo de resposta cruzada ja é detalhado na
literatura, mas sem um histérico completo de infeccbes e vacinagbes de cada
voluntario, ndo é possivel determinar se este fendbmeno se deve a estimulagdo de
anticorpos neutralizantes de espectro mais amplo a cada ano, capazes de se ligar a
HA de diferentes estirpes, ou se é devido a reacdes de backboosting em relacdo a
estirpes previamente encontradas via infec¢ao ou vacinacao (183).

Ao avaliarmos a capacidade dos anticorpos induzidos pela vacina de se ligarem
a HA de estirpes circulantes representativas, foi possivel observar aumentos
significativos para todas as estirpes e, apesar dos niveis de SP S1 relativamente
baixos, os niveis de SP S2 foram elevados, com metade das estirpes analisadas
atingindo niveis de 90%. Apesar das taxas de SC baixas, semelhantes as estirpes
vacinais, estes resultados indicam que a TIV é capaz de induzir protecdo contra
estirpes circulantes, inclusive entre estirpes que pertencem a diferentes clados,
distintos das estirpes vacinais, e até entre diferentes linhagens de influenza B. Estas
evidéncias sugerem que até em caso de ndo concordancia entre as estirpes
circulantes e as estirpes contidas na vacina, a vacinacao pode oferecer uma protecao
significativa.

As campanhas de vacinacdo pela TIV possuem o objetivo de proteger a
populacdo durante a temporada de circulacdo anual dos FLUV. O nosso estudo
observou que, apesar da diminuicao significativa nos titulos de anticorpos, os indices
de SP permaneceram altos apds seis meses, conforme observado em 2018. Em
conjunto com a cinética dos titulos de HI observada nos voluntarios seguidos no
estudo, os nossos dados parecem confirmar que a protecdo perdura pela temporada
de influenza, mas reforcam a necessidade da vacinagdo anual, ndo sé pela
atualizacdo da vacina como pelo decaimento nos titulos de anticorpos.

A literatura aponta o historico de vacinagdo de cada voluntario como uma
variavel importante na modulacdo da resposta vacinal, mas este tema ainda é
controverso, bem como as suas possiveis explica¢des (77,172,173). A literatura

frequentemente aponta a Teoria do pecado antigénico original (OAS), como uma
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possivel explicacdo para a resposta reduzida na populagdo de previamente
vacinados, em que a competicdo entre linfoécitos B de memoria e naive pelas mesma
células apresentadoras de antigenos, resultaria em fendmenos de backboosting de
estirpes anteriores, para as quais existem linfécitos de memodria capazes de
reconhecer antigenos da nova estirpe, e na inibicdo da resposta de novo (79,184,185).
Este fenbmeno poderia entdo apresentar tanto um efeito benéfico, quando os
anticorpos que sofrem o processo de backboosting sdo capazes de neutralizar a nova
estirpe, ou pode entdo deixar o individuo mais susceptivel, quando 0s anticorpos
produzidos n&do s&o neutralizantes e a resposta de novo encontra-se inibida
(79,184,185). Indicios deste efeito de imprinting ja foram detalhados, sendo
observadas respostas maiores para as estirpes de cada subtipo com as quais o
individuo foi primeiramente exposto na sua vida, ou seja, com maior backboosting de
anticorpos quanto mais antiga for a estirpe analisada (mais antiga no histérico de
infeccédo individual) por estimulacao dos linfécitos de memaria a cada nova exposi¢ao
(79,184,185).

Relatos na literatura sobre estes fendmenos ainda sédo controversos e 0s seus
mecanismos ainda ndo estdo completamente elucidados, mas € implicito que o
histdrico vacinal e de infec¢ao, incluindo a diversidade e sequéncia das estirpes a que
o individuo foi exposto ao longo da vida, modulam a sua resposta imune a novas
exposi¢cbes, ndo existindo uma correlacdo direta e simples entre ndmero de
vacinagoes e resposta vacinal (150).

No nosso estudo observamos uma resposta reduzida na populacdo VA ao
analisar as taxas de SC e a razao entre titulos pés e pré-vacinais, além da resposta
reduzida na populacdo SPV, sendo que uma resposta reduzida no grupo VA ja é
reportada na literatura, mas variando de estirpe para estirpe e dependendo dos
histérico de exposicbes da populacdo estudada (150). Apesar das analises
multivariadas demonstrarem que a vacinacgao prévia estava positivamente associada
com a SP S1 mas inversamente associada a SC, nao foi detectada influéncia desta
variavel na SP S2. Também é interessante notar que a resposta a estirpe SI (H3N2)
em 2018 foi menor que a estirpe HK, sendo que Sl era o componente vacinal atual.
Ja no ano seguinte, o SI ndo era componente vacinal mas induziu uma resposta maior
do que em 2018.

Para todos os subtipos detectamos também respostas cruzadas para
componentes de anos anteriores, inclusive com respostas muito semelhantes entre

0s HIN1 em 2018 e 2019. Uma correlacdo negativa entre titulos de HAI pré-vacinais
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e taxas de soroconversdo também ja foi reportada na literatura (141). Estes dados em
conjunto parecem apontar para a OAS como uma possivel explicacdo, mas tambéem
existe a possibilidade desta resposta reduzida ser devido a presenca de altos niveis
pré-vacinais de anticorpos capazes de neutralizar o novo antigeno e impedindo a
formacao de nova resposta e, consequentemente, amplificacdo da memaoria. Sem um
histérico completo de vacinacdo e infeccdo de cada voluntario ndo foi possivel
averiguar de forma definitiva os mecanismos responsaveis por esta resposta reduzida,
mas, devido ao carater anual das campanhas de vacinacdo para influenza, esta
varidvel necessita ser avaliada para que as estratégias mais eficazes possam ser
utilizadas. De qualquer modo, a vacinacdo anual segue sendo importante e
recomendada, tendo como argumento as altas taxas de SP observadas no grupo de
VA.

A influéncia da idade na resposta imune em geral € bem documentada, apesar
de nem todos detalhes serem conhecidos, com a maior parte dos Obitos por gripe
ocorrendo nesta populacédo (186,187). A idade € também considerada um fator de
risco para o desenvolvimento de formas graves de gripe e uma resposta inibida nesta
populacdo em relacdo a TIV também é relatada na literatura (186). Os processos
envolvidos no declinio da resposta imune, tanto humoral como celular, com o progredir
da idade sédo geralmente denominados de imunosenescéncia (186,187). Esta
disfuncdo do sistema imune também esta associada a um estado inflamatario crénico
em individuos idosos denominado inflammaging, causando dano tecidual e
interferindo nas vias de sinalizag¢éo das células imunes (187,188). Varios aspectos da
resposta celular sdo afetados, desde a funcdes de células do sistema imune inato
como neutréfilos, macréfagos e células dendriticas, na apresentacdo de antigenos,
producéo de citocinas, atividade de células NK, dentre outras (187,188). Os linfocitos
T também se encontram muito alterados nas populacfes idosas. Isto se deve
principalmente a involugdo timica que ocorre nestes individuos, resultando em um
aumento da proporcéo de linfocitos T CD8 de memoria em relacéo aos naive e a uma
perda da molécula coestimulatéria CD28, encurtamento de teldmeros e resisténcia
aos mecanismos regulatorios de apoptose (189,190). Uma diminui¢do da populacéo
de células T CD4 helper foliculares, importantes reguladoras da resposta humoral,
também ja foi reportada na populagcédo idosa, e disfuncbes nestas células podem
também estar associadas a inducédo de um estado pro-inflamatorio e a uma reducao
na resposta por linfocitos B e, consequentemente, na producdo de anticorpos

(189,191). Existem também evidéncias de que esta inflamagéo crénica (inflammaging)
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diminua a capacidade de linfécitos B de responder a estimulos antigénicos, induzindo
aumento de perfis pré-inflamatérios e diminuicdo nos fendtipos anti-inflamatoérios, com
exaustdo das células B, podendo existir uma correlacgdo com 0S processos
inflamatoérios do tecido adiposo, detalhados abaixo, que tendem a aumentar com o
progredir da idade (192). Além disso existem relatos de menor diversidade de
linfécitos B naive, menor mudanca de classe em linfocitos B de memoria e aumento
de linfocitos B com perfil de exaustédo (191).

Quanto maior a idade maior a probabilidade de um histoérico de infecgdo mais
diverso, com mais exposi¢cdes ao longo da vida, bem como maiores as chances de
esta populacéo pertencer ao grupo de VA (193). Todas estas variaveis influenciam-se
entre si. Um exemplo classico pode ser observado a partir da pandemia de HIN1 em
2009, em que individuos nascidos em torno da década de 1970 demonstraram-se
mais protegidos para a estirpe pandémica em 2009 mas ficaram mais susceptiveis
para a estirpe sazonal da temporada de 2013/2014, quando os H1N1 adquiriram uma
mutacdo em um epitopo da HA previamente conservado (185). Por outro lado,
individuos idosos, ndo expostos a estirpe de HIN1 na infancia, apresentaram-se
vulneraveis a estirpe pandémica mas nao a estirpe de 2013/2014 (185). Isolar quais
variaveis modulam a resposta vacinal e como elas interagem entre si € uma tarefa
complexa, dificultando a avaliacdo das vacinas e o desenvolvimento de estratégias
mais eficazes, considerando a heterogeneidade da populacéao vacinada.

As nossas andlises iniciais apontaram uma possivel resposta reduzida na
populacado idosa, ao avaliarmos os aumentos de GMT e GMT S2, porém analises
multivariadas ndo encontraram associacfes entre esta varidvel e a SP ou SC,
provavelmente devido ao numero amostral reduzido dessa populacdo. Em
concordancia com o que pode ser visto na literatura, observamos que este efeito da
idade pode ser cumulativo, como observado na populacdo de >70 anos (194). No
entanto, existem relatos de que a resposta neste grupo nao seja bem representada
por titulos de HI, sendo sim melhor correlacionada com uma resposta celular,
principalmente por linfécitos T, ja que anticorpos circulantes podem n&do ser o
suficiente para controlar a infec¢do se a resposta celular nao for eficaz (190).

Alguns estudos apontam que, especificamente, a resposta por linfocitos T CD4
e CD8 a proteinas virais internas (M1 e NP) se correlacione com o desfecho clinico a
uma exposicido pelo FLUV (189,190,195,196). E sugerido na literatura que vacinas
contendo antigenos mais conservados ou uso de adjuvantes especificos para

estimular esta resposta possam ultrapassar esta dificuldade, reestimulando os
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linfécitos de memaria especificos para influenza (189,196). De qualquer forma, sendo
uma populacdo de risco incluida no plano de vacinacdo anual, a resposta nesta
populacdo necessita ser averiguada para que possam ser aplicadas estratégias e
vacinas mais eficazes.

A obesidade é uma comorbidade em relacdo a diversas doengas, estando
relacionada com diversas disfuncdes da resposta imune e com outras comorbidades
(como doencas cardiovasculares e metabdlicas), que por sua vez também podem
afetar a resposta imunoldgica (197-200). Os niveis de obesidade na populacao estao
crescendo a um ritmo acelerado, com estimativas de que mais de 13% da populagao
global e mais de 20% da populacdo adulta brasileira sejam obesos, chegando a ser
considerada uma “epidemia” pela OMS (201-203). A obesidade foi determinada como
um fator de risco para a influenza durante a pandemia de HIN1 em 2009 e no
momento é reconhecida como um importante fator de risco para influenza (204-206).
A obesidade também ja foi correlacionada com reduzidas respostas vacinais para
outros patdgenos, mas para influenza este assunto ainda demonstra-se controverso,
com relatos na literatura tanto de uma resposta sorolégica reduzida nesta populacao
como de uma resposta equivalente a populacdo saudavel, ou entdo uma resposta
equivalente mas com um maior decaimento nos titulos de anticorpos ao longo do
tempo (181,207-210) Existem inclusive relatos de maior susceptibilidade a infeccéo
por influenza em individuos obesos vacinados, mesmo que ndo sejam detectadas
diferencas na resposta sorolégica (181,198).

A obesidade esta associada a inducdo de um estado de inflamacé&o crbnica por
desregulacdo na producdo de citocinas, com menor atividade de células NK,
alteracdes nas populagfes de linfocitos T CD4 e CD8, com reducdo na ativacao e
diminuicdo da secrecdo de IFN e granzimas (198,209,211-213). S&0 poucos 0S
estudos avaliando as populacdes de linfécitos B e a resposta soroldgica para influenza
na populacdo obesa, mas alguns relatos apontam possiveis alteracbes nas
populacdes de linfocitos B, com inducéo de fenotipos pro-inflamatoérios, contribuindo
para a inflamacéo crénica, mas uma sobrestimulacdo destas popula¢cdes levando a
sua exaustédo e reducdo na sua capacidade de responder a estimulos antigénicos e
produzir anticorpos (192,214,215). A obesidade esta também correlacionada com o
aumento de leptinas, horménio produzido por adipOcitos que apresenta importantes
funcdes imunomodulatorias, podendo influenciar de variadas formas tanto a resposta
inata como adaptativa frente a patégenos ou vacinas, por exemplo modulando a

sobrevivéncia de linfécitos por inibicdo da via de apoptose mediada por Fas, pela
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inibicdo da proliferacdo de células T reg e participando na maturacao e diferenciacéo
de linfocitos B (216-218). O tecido adiposo é um ambiente imune complexo e as
células e vias de sinalizacdo que sofrem alteracdes devido a obesidade sdo diversas
(208,219).

Os nossos resultados indicam uma resposta sorologica levemente reduzida na
populacdo obesa ao avaliarmos os aumentos de GMT, o que parece estar em
concordancia com a sua classificagdo como grupo de risco e com as alteragdes que
a obesidade pode induzir na resposta imune, com relatos de respostas sorologicas
reduzidas tanto para vacinas de influenza como de outros patégenos, apesar de ndo
ter sido possivel avaliar os titulos de anticorpos ao longo do tempo ou a resposta
celular nesta populacdo (208). No entanto, as andlises multivariadas nao
evidenciaram associa¢cfes desta varidvel com a SP ou SC, provavelmente devido ao
namero amostral reduzido da populagédo de obesos no estudo. Tratando-se de uma
populacao de risco, faz-se necessario estabelecer de forma definitiva como a resposta
vacinal é modulada por esta condi¢cdo, para que entdo seja possivel elucidar os
mecanismos responsaveis e guiar o desenvolvimento de vacinas mais eficazes.

As estirpes contidas na vacina de cada ano sao fruto de um esforco global de
vigilancia dos FLUV, com caracterizacdo genética e antigénica de milhares de
isolados de forma a prever qual estirpe circulara na temporada seguinte e deve ser
incluida na vacina, mas esta previsdo nem sempre demonstra-se verdadeira, podendo
existir ndo concordancia entre as estirpes circulando na populagéo e as estirpes
contidas na vacina (220,221). A producéo da vacina em ovos embrionados de galinhas
também pode induzir adaptacdo dos virus assim cultivados, podendo surgir mutacdes
que alterem a sua antigenicidade em comparacao aos virus circulantes (222). Essas
alteracbes se mostraram especialmente importantes nos componentes H3N2 das
vacinas de 2017 (Hong Kong) e 2018 (Singapura), que apresentam uma substituicdo
T160K ao serem crescidos em ovos embrionados, o que gera perda de um sitio de
glicosilag&o no sitio antigénico da HA e tem levado a baixas taxas de eficacia vacinal
contra o componente H3N2, podendo inclusive estas adaptacdes estarem associadas
a fenbmenos de backboosting entre as estirpes, de forma semelhante ao OAS
(223,224).

Ao considerar-se a baixa resposta ao componente Singapura, € interessante
notar que estudos indicam que esta estirpe seja antigenicamente semelhante a estirpe
Hong-Kong, apesar das trés mutagdes na HA, sendo que a temporada de 2017 no

Brasil foi caracterizada por ampla circulagdo de H3N2 e um alto porcentual da nossa
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populacao foi vacinada em 2017, observando-se uma resposta mais intensa nos NVA
(225). Também é necessario notar que os FLUV possuem uma enorme diversidade,
com grande diversidade de estirpes dentro de cada subtipo circulando na populacao,
sendo que a elaboracéo da vacina baseia-se na estimativa de qual grupo antigénico
predominara (226). Sendo assim, ao avaliarmos a resposta induzida pela vacina frente
a estirpes circulantes buscamos avaliar a possivel eficiéncia da vacina frente a estes
fatores. Em relacéo aos H1N1, observamos que uma resposta muito semelhante entre
a estirpe vacinal e as estirpes circulantes estudadas, inclusive com maiores niveis de
SP S2 nas estirpes de subclados distintos da estirpe vacinal. Nos influenza B, a
resposta entre a estirpe vacinal e as estirpes circulantes pertencentes a mesma
linhagem foi novamente semelhante, e mesmo assim foi induzida uma resposta para
a estirpe circulante pertencente a linhagem Yamagata, com elevados niveis de SP S2.
Os nossos resultados apontam que a vacinacdo ndo sO € eficaz para estirpes
circulantes representativas dos mesmos subclados vacinais como também pode ser
uma medida de protecéo eficaz mesmo que ocorra ndo concordancia entre as estirpes
circulantes e as estirpes vacinais, apesar desta resposta ndo ser tao eficaz.

O nosso acompanhamento dos voluntérios aponta para uma elevada eficacia
vacinal, com apenas um caso de infeccéo identificado, no entanto, com o tamanho
amostral reduzido e a impossibilidade de um grupo placebo (por se tratar de
populacfes para as quais a vacinacdo € recomendada), ndo foi possivel estimar a
eficiéncia vacinal. No entanto, o caso de infeccdo demonstrou que é possivel haver
um escape a imunidade vacinal, mesmo em um individuo jovem, saudavel e sem
comorbidades, que foi infectado por uma estirpe semelhante a vacinal. Mas essa
infeccdo ndo pode ser tomada como evidéncia contra a vacinagao, devendo-se
considerar os altos niveis de soroprotecdo induzidos pela vacina e o potente efeito da
imunidade de rebanho ao se considerar um virus tdo ubiquo na populacdo humana
como o influenza (227). No entanto, essa infeccdo nos demonstra a necessidade de
entender os mecanismos que modulam a resposta imune para que seja possivel
atingir ndo apenas altos niveis de cobertura vacinal, mas sim altos niveis de protecao
na populacdo, estabelecendo o efeito de imunidade de rebanho e protegendo os

individuos mais susceptiveis (228).
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7. PERSPECTIVAS

No presente trabalho foi possivel avaliar a resposta soroldgica a vacina contra
a gripe em diferentes anos. No entanto, ndo foi feita a avaliacdo funcional dos
anticorpos produzidos pela vacinagdo e nem avaliamos 0s mecanismos responsaveis
pelas alteracdes na resposta vacinal. Uma perspectiva do trabalho é realizar uma
avaliacdo da atividade de neutralizacdo dos anticorpos, através da técnica de
microneutralizacdo e estabelecer uma correlacdo com os titulos de HI.
Adicionalmente, constitui perspectiva deste estudo, investigar os mecanismos de
ativacao e frequéncia de linfécitos B nas diferentes subpopulacdes aqui avaliadas.
Além dessas novas analises, o0 acompanhamento dos voluntarios do estudo por mais
anos podera fornecer informacBes importantes sobre o papel das repetidas
vacinacdes sobre o repertdrio imune contra o FLUV.

Tendo em vista a queda drastica na circulacdo do FLUV e a importancia de se
conhecer a resposta a vacina contra a Covid-19, pretendemos extrapolar as perguntas
do estudo para o contexto da atual pandemia, estudando o papel de fatores como
obesidade e imunidade prévia na resposta vacinal, comparando os dados com 0s

obtidos aqui.
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8. CONCLUSOES

1- De forma geral, concluimos que as vacinas anti-influenza estudadas foram capazes
de induzir uma resposta soroldgica eficaz para cada uma das estirpes vacinais,
induzindo aumentos dos titulos pré para pds-vacinais e mantendo-se acima do limiar
de soroprotecéo.

2- A vacina proporcionou altos niveis de soroprotecao pré e pos-vacinais, apesar das
taxas de soroconverséo relativamente baixas.

3- A vacina também induziu respostas cruzadas, com aumentos nos titulos para
estirpes componentes da vacina em anos anteriores e para estirpes circulantes
representativas, com elevados indices de soroprotecao.

4- O estabelecimento de uma coorte de voluntarios, com a possibilidade de
seguimento de uma parcela desses individuos, permitiu observar o padrao de
aumento e posterior decaimento de imunidade ao longo do tempo, indicando que a
vacina ofereca protecdo durante a temporada de influenza, mas sendo necessaria a
vacinacao anual.

5- O acompanhamento dos voluntarios ofereceu suporte a estas observacoes,
indicando uma elevada eficacia, com apenas uma infeccéo detectada.

6- A comparacao entre diferentes coortes — Fiocruz e USP — evidenciou padrdes
semelhantes de resposta para o componente vacinal avaliado (Singapura), que
apresentou uma resposta reduzida em ambas coortes, quando comparada a outros
componentes vacinais e diferentes anos.

7- Apesar de observarmos alguns parametros de reduzida resposta vacinal em obesos
e idosos, populacfes que também sdo consideradas de risco para o desenvolvimento
de formas graves da doenca, 0 nosso numero amostral baixo ndo permitiu maiores
conclusBes sobre essa menor resposta vacinal. Em relagdo ao historico vacinal, foi
possivel demonstrar que a vacinagdo repetida anualmente, por um lado permite
indices mais elevados de soroprotecdo antes da vacinagdo, mas por outro leva a
indices de soroconversdo mais baixos e uma parcela dos individuos permanece

abaixo dos niveis de soroprotecéo.
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desenvolvidos em resposta a novo virus, antigenicamente distinto daqueles em prévia circulacao. Dentro do
programa nacional de vigilancia epidemiolégica do virus influenza faz-se necessario o desenvolvimento de
estudos sorolégicos para avaliar a eficacia da vacina contra o virus influenza
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na populacao brasileira. Dessa maneira, o objetivo desse estudo é avaliar a producdo de anticorpos contra
os virus influenza componentes da vacina trivalente inativada, administrada na campanha de vacinagao
anual em voluntarios adultos que venham a ser vacinados. Os voluntarios serdo recrutados principalmente
na Fiocruz, pois trabalhadores da area da salde sdo contemplados nas campanhas de vacinagao.
Posteriormente esse estudo podera ser ampliado para outras populagdes (idosos, criancas,
imunossuprimidos), mediante nova submissdo ao CEP, com objetivo de comparacéo da eficacia vacinal em
diferentes grupos. O estudo aqui proposto soma-se ao projeto ja aprovado pelo CEP, pois faz parte do
escopo de vigilancia epidemioldgica do virus influenza. Os resultados alcangados podem auxiliar no
entendimento da duracdo da imunidade alcangada pela vacinacao, através do acompanhamento dos
voluntarios quanto a presencga de infecgdes respiratérias apds a vacinagdo. Portanto, solicitamos a
apreciacao da emenda ao projeto “Estudos viroldgicos e imunolégicos de infecgdes respiratorias e
exantematicas na rede de vigilancia do Laboratério de Virus Respiratérios e Sarampo” para que essas
informacdes sejam adquiridas ainda esse ano, para o fortalecimento da rede de vigilancia do virus influenza.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo desse estudo é avaliar a producdo de anticorpos contra os virus influenza componentes da
vacina trivalente inativada, administrada na campanha de vacinagdo anual em voluntarios adultos que
venham a ser vacinados.

Os voluntarios serao recrutados principalmente na Fiocruz, pois trabalhadores da area da saide sao
contemplados nas campanhas de vacinacao. Posteriormente esse estudo podera ser ampliado para outras
populacdes (idosos, criangas, imunossuprimidos), mediante nova submissdo ao CEP, com objetivo de
comparagao da eficacia vacinal em diferentes grupos. O estudo aqui proposto soma-se ao projeto ja
aprovado pelo CEP, pois faz parte do escopo de vigilancia epidemiolégica do virus influenza. Os resultados
alcangados podem auxiliar no entendimento da duragéo da imunidade alcangada pela vacinagao, através do
acompanhamento dos voluntarios quanto a presenca de infecgoes respiratérias apds a vacinacgao.

Em caso de amostras provenientes da rede de vigilancia epidemiolégica dos virus influenza, sarampo,
rubéola, ou demais virus respiratérios, o TCLE é dispensado devido ao carater de vigilancia na coleta da
amostra. Em casos de fechamento de diagnéstico sob solicitagdo médica, havera o preenchimento do TCLE
(anexo 1), TALE (anexo Ill) ou TCLE para responséaveis de menores de idade (anexo IV). No caso do estudo
de eficacia vacinal, sera preenchido o TCLE respectivo (anexo V) antes da coleta das amostras.
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Ja avaliados na ocasido da aprovagédo do projeto sob nimero 2.453.470, datado de 21 de dezembro de
2017.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A emenda esté clara em seus propoésitos e devidamente fundamentada, e tem relevancia cientifica.

Consideracgoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos os documentos de apresentacao obrigatdria foram encaminhados ao CEP e aprovados.

Recomendacoes:

De acordo com a emenda o objetivo desse estudo é avaliar a producdo de anticorpos contra os virus
influenza componentes da vacina trivalente inativada, administrada na campanha de vacinagao anual em
voluntarios adultos que venham a ser vacinados. Os voluntarios serao recrutados principalmente na Fiocruz,
pois trabalhadores da area da salde sdo contemplados nas campanhas de vacinagdo. Serd necessaria
aplicacdo do TCLE para esses voluntario que participarao do estudo.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), em sua
237a Reuniao Ordinéria, realizada em 10.04.2018, de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugao
CNS 466/12, manifesta-se pela aprovacao da emenda ao projeto de pesquisa proposto.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Apresentar relatérios parciais (anuais) e relatério final do projeto de pesquisa é responsabilidade indelegavel
do pesquisador principal.

Qualquer modificagdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida a apreciagdo do
CEP Fiocruz/IOC

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_110490| 03/04/2018 Aceito
do Projeto 7 _E1.pdf 19:31:00
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Qe

mo

de Siqueira

Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 03/04/2018 |Marilda Agudo Aceito
CEP_2453470.pdf 19:05:16 [Mendonca Teixeira
de Siqueira
Cronograma cronogramacomvacina.pdf 03/04/2018 |Marilda Agudo Aceito
19:04:09 |Mendonga Teixeira
de Siqueira
TCLE / Termos de | Anexosabril18.pdf 03/04/2018 |Marilda Agudo Aceito
Assentimento / 19:02:34 |Mendonga Teixeira
Justificativa de de Siqueira
Auséncia
Projeto Detalhado / [ ProjetoLVRScomvacinaabrili8comanexo| 03/04/2018 |Marilda Agudo Aceito
Brochura s.pdf 19:01:54 |Mendonga Teixeira
Investigador de Siqueira
Brochura Pesquisa |ProjetoCEPLVRSscomvacinaabrili8mar| 03/04/2018 |Marilda Agudo Aceito
cado.pdf 19:01:04 |Mendonga Teixeira
de Siqueira
Recurso Anexado Carta_resposta_22_11_17.pdf 30/11/2017 |Marilda Agudo Aceito
pelo Pesquisador 11:30:22 |Mendonga Teixeira
de Siqueira
Declaracao do Financiamentos_LVRS_completo_atual | 05/09/2017 |Marilda Agudo Aceito
Patrocinador Set_17.pdf 10:00:30 |Mendonga Teixeira
de Siqueira
Orcamento orcamento_detalhado.pdf 05/09/2017 |Marilda Agudo Aceito
10:00:15 |Mendonga Teixeira
de Siqueira
Declaragao de Termo_de_compromisso_Sigilo_LVRS_ | 03/05/2017 [Marilda Agudo Aceito
Pesquisadores assinado.pdf 21:00:30 [Mendonga Teixeira
de Siqueira
Declaragao de Regimento_Biorrepositorio_LVRS_assin| 03/05/2017 |Marilda Agudo Aceito
Manuseio Material |ado.pdf 20:56:44 [Mendonca Teixeira
Bioldgico / de Siqueira
Biorepositorio /
Biobanco
Declaragao de Declaracao_Instituicao_assinada.pdf 03/05/2017 |Marilda Agudo Aceito
Instituicdo e 20:53:49 [Mendonga Teixeira
Infraestrutura de Sigueira
Folha de Rosto Folha_de_rosto_assinada_LVRS.pdf 03/05/2017 |Marilda Agudo Aceito
20:51:36 |Mendonga Teixeira

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Manguinhos
UF: RJ

Telefone: (21)3882-9011

Municipio:

Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansao)

CEP: 21.040-360
RIO DE JANEIRO

Fax: (21)2561-4815 E-mail:
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Assinado por:
José Henrique da Silva Pilotto
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11.1 APENDICE 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Ministério da Saude
Fundagdo Oswaldo Cruz - Instituto Oswaldo Cruz
Laboratdrio de Virus Respiratorios e do Sarampo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Gostariamos de solicitar sua participagdo na pesquisa intitulada:

Estudos viroldgicos e imunolégicos de infecgGes respiratdrias e exantematicas
na rede de vigilancia do Laboratério de Virus Respiratdrios e Sarampo -

Avaliacdo da eficdcia vacinal contra o Virus Influenza

Justificativa e objetivos: Vacinas contra os subtipos de Influenza mais frequentes
em circulagdo, Influenza A HIN1, H3N2 e Influenza B, estimulam a produgdo de
anticorpos especificos. Cole¢des soroldgicas representativas tém sido amplamente
utilizadas para investigar a emergéncia de novas infecgdes e monitorar o impacto
nos programas de vacinagao. Tais estudos detectam anticorpos desenvolvidos em
resposta a novo virus, antigenicamente distinto daqueles em prévia circulagdo. O
objetivo desse estudo é avaliar a produgdo de anticorpos contra os virus influenza
componentes da vacina trivalente inativada, administrada na campanha de

vacinagdo do ano corrente.

Proposta do Estudo: Este estudo serd desenvolvido para que possamos estudar a
soroconversdo atingida pela vacina¢do anual contra os virus influenza. Para isso, a
sua participagdo é muito importante, e ela se daria da seguinte forma:

Explicagdo dos Procedimentos

e Entrevista: Caso vocé decida participar neste estudo, nos iremos, em
primeiro lugar, fazer uma entrevista com vocé. Nessa entrevista, nos

faremos perguntas sobre seu histdérico de infecgbes respiratdrias nos
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ultimos seis meses e de vacinagbes prévias contra o virus influenza.
Também perguntaremos sobre suas condi¢des sociais e sanitarias, sobre a
sua saude e uso de medicamentos. Registraremos também o seu contato
telefénico para as demais coletas. As respostas que vocé nos der serdo
utilizadas exclusivamente para fins cientificos neste estudo. A entrevista

levara em torno de 15 minutos.

Coleta de amostras de sangue: Apds a entrevista, vamos coletar uma
amostra de cerca de 12mL de sangue via pungdo periférica da veia do
antebrago utilizando material estéril e identificado com a data e as iniciais
do seu nome. De posse do comprovante da vacinagdo, solicitaremos um
retorno ao laboratério apés 21 dias da vacinagdo, para que uma segunda
amostra de sangue seja coletada da mesma maneira. Apos seis meses,
faremos um novo contato para uma terceira coleta de sangue. Todo o
procedimento sera feito por profissional treinado e experiente. Esse

procedimento é simples e dura menos de 5 minutos.

Coleta de amostra respiratdria: Em caso de, dentro de um ano da data da

vacinacdo, ocorrer o aparecimento de febre de inicio stbito, acompanhada
de tosse e/ou dor de garganta e pelo menos um dos sintomas: dores
musculares, de cabega, nas articulagdes, falta de ar, conjuntivite, mal-estar
geral e perda do apetite, vocé podera procurar o laboratério para coleta de
uma amostra respiratdria para investigagdo da presenca de virus influenza.
Iremos entdo coletar amostras de secregdo respiratoria pelo seu nariz e
boca. Isto significa que um cotonete longo sera inserido em cada uma de
suas narinas e um cotonete sera introduzido pela boca, para coleta de
material. Esse procedimento é simples e dura menos de 1 minuto. Esse
procedimento ndo causa dor e ndo oferece riscos a sua satde. Em alguns

casos, esse procedimento pode causar um pouco de incbmodo e pode
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causar ansia de vomito. Porém isso ndo acontece com frequéncia, pois a
coleta é feita por um profissional treinado e experiente. Em casos muito
raros, o procedimento pode causar um pequeno sangramento nasal, que

acaba sozinho e muito rapidamente.

Beneficios: Este estudo ndo gera nenhum beneficio imediato aos participantes,
mas pode ajudar a entender melhor a resposta a vacinagdo contra os virus
influenza e, futuramente, pode contribuir para o desenvolvimento de uma melhor

vacina.

Desconfortos e Riscos: De alguma maneira, riscos psicoldgico, moral, cultural ou
espirituais podem existir de forma imediata ou tardia, por isso vocé pode em
qualquer momento entrar em contato com o responsavel pela pesquisa para
resolugdo dessas questdes. A coleta das amostras de sangue pode causar um pouco
de dor, hematoma transitorio ou outro desconforto no local da coleta. Raramente
desmaio ou infecgdes no local de pungdo podem ocorrer. A coleta da amostra
respiratdria pode causar um pouco de incomodo e pequena ansia de vomito, mas
ela ndo oferece risco a sua saude fisica. Os devidos cuidados serdo tomados para
minimizar esses riscos pelo profissional que realiza a coleta. Vocé pode
experimentar efeitos colaterais que ndo sdo conhecidos até o momento ou néo

foram relatados.

Participacdo voluntdria no estudo: Gostariamos de esclarecer que a sua
participagdo € totalmente voluntaria. Vocé pode se recusar a participar, ou mesmo
desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua

pessoa.

Confidencialidade: Esclarecemos ainda que as informagGes que vocé nos der serdo

utilizadas somente para os fins desta pesquisa, e serdo tratadas com o mais
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absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Seu
nome ndo serd mencionado em publicagdes ou relatdrios produzidos para este
estudo. Entretanto o seu formulario de entrevista podera ser consultado pelos

profissionais envolvidos no estudo.

Armazenamento de amostras biolégicas: As amostras de células do sangue e soro
serdo armazenadas no biorepositério do Laboratdrio de Virus Respiratérios e
Sarampo, do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro, sob a responsabilidade da

pesquisadora Dra. Marilda Siqueira, pelo tempo de duragdo desta pesquisa.

Custos de Participagdo: A participagdo no estudo ndo acarretara nenhum custo
para vocé. A participagdo no estudo também ndo gera nenhuma compensagdo

financeira.

Consentimento para a Participagdo no Estudo:

A sua assinatura significa que vocé leu este formulario, ou que ele foi lido para
vocé, que vocé recebeu todas as explicagdes sobre o estudo, que vocé recebeu
respostas para as suas duvidas, que vocé esta satisfeito com as informagbes que
foram dadas e que vocé concordou em participar do estudo.

Eu, fui informado (a) dos

objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
dividas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informagGes e
motivar minha decisdo se assim o desejar. O profissional de pesquisa deste

projeto me certificou de que todos

os dados desta pesquisa serdo confidenciais.

Receberei uma via de igual valor assinada e rubricada por mim e pelo pesquisador,
para o meu registro.

Em caso de duvidas sobre questdes éticas da participagdo na pesquisa, como regras

de participagao, deveres do pesquisador, direitos do participante, reclamagGes ou
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denduncias, eu poderei contatar o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP) do Instituto Oswaldo Cruz/Fundagdo Oswaldo Cruz, no telefone (21) 3882-
9011, pelo e-mail cepfiocruz@ioc.fiocruz, ou no enderego a Avenida Brasil, 4036,
sala 705 (Expansdo), Manguinhos, Rio de Janeiro/RJ, CEP 21.040-360. O CEP visa
defender os interesses dos participantes de uma pesquisa e é responsavel pela
avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos. Em caso de duvidas, reclamagdes e notificagbes de
qualquer natureza relacionadas a pesquisa, poderei contatar a pesquisadora
responsavel:

- Dra. Marilda Siqueira, coordenadora geral do estudo, nos telefones (21) 2562-

1778 ou (21) 2562-1754, no e-mail mmsig@ioc.fiocruz.br, ou no endereco a Av.

Brasil, 4365, Laboratorio de Virus Respiratorios e do Sarampo, Pavilhdo Hélio e

Peggy Pereira (HPP), Sala B106, Manguinhos, Rio de Janeiro/RJ, CEP 21040-360.

Declaro que li este formulario de consentimento, todas as minhas perguntas foram
respondidas e concordo em participar deste estudo fornecendo meu material
bioldgico (sangue e amostra respiratdria) para depdsito, armazenamento e

utilizagdo para essa pesquisa, assinando meu nome abaixo e rubricando todas as

folhas.
Nome Assinatura do Participante Data
Nome Assinatura do Pesquisador Data
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11.2 APENDICE 2 — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Ministerio da Saude
Fundacao Oswaldo Cruz - Instituto Oswaldo Cruz
Laboratorio de Virus Respiratorios e do Sarampo

ENTREVISTA

PROJETO: Avaliacdo da eficacia vacinal contra o Virus Influenza

Nome:

Data de nascimento: ! / Telefone: | )

Bairro/Cidade:

Laboratdrio:

13 tomou a vacina contra a gripe em anos anteriores?

Sim Nao Quando?
Faz uso de algum medicamento?

Sim Nao Qual?

Apresenta alguma dessas condigdes?

Gestante im NS0 Cardiopatia i Mio
Trimestre: Imunodepressio Sim Nio
Pneumopatia sim e Cloenca Hepatica Sim Nig
Hipertensdo  gim N3o Coenca Meuroldgica sim Nao
Pneumonia Sim N3o Cioenca Renal Tim Nig
Tabagismo %im Nao Diabetes 2im N30
Cancer Sim NGo Doenga metabolica ¢, Nao
Leucemia Sim Mao HIV Sim Mao
Alergia Sim N30 Outras doencas Sim N3o
A qué? Qual?
Peso ke Altura

Apresentou nos Ultimos meses febre de inicio subito, acompanhada de tosse efou dor
de garganta e pelo menos um dos sintomas: dores musculares, de cabeca, nas
articulacdes, falta de ar, conjuntivite, mal-estar geral e perda do apetite?

Cuando? /! f Teve diagnastico?

Assinatura do Participante Data
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