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1 INTRODUGCAO

A sobrevida de pacientes submetidos a transplantes de érgdos sélidos tem
melhorado significativamente nos Gltimos 15 anos através da adocdo de medidas
preventivas, especialmente contra a rejeicdio do érgdo enxertado. O uso de
medicacdes imunossupressoras objetivando a prevencdo de rejeicdo expde os
transplantados as infeccdes causadas por agentes endégenos e/ou exbgenos (Avery,
2001). Utilizada como estratégia para a reducdo das complicacées infecciosas, a
vacinacdo tem o objetivo ndo somente de prevenir as infeccdes, mas também de
reduzir a replicacdo e disseminacdo de patégenos. A eficdcia de vacinas com virus
inativados utilizadas na fase pés-transplante, todavia é  questionada, @ que a
concentracdo de anticorpos séricos induzidos pela vacina nos individuos transplantados
é inferior & concentracGo de anticorpos induzidos em pessoas com o sistema imune
humoral e celular normais (Rubin, 2002).

Nos transplantados, a incidéncia das infeccdes respiratérias parece estar
aumentando e o espectro de agentes causadores destas doencas é amplo, tais como o
virus influenza A e B, virus parainfluenza, adenovirus, virus sincicial respiratério, e
outros (Batiuk et al, 2002).

O quadro clinico da influenza é muitas vezes confundido com outras infeccdes
virais respiratérias, também chamadas de resfriado comum.

Para a gripe, a vacinagdo, é a forma mais eficaz de prevengé@o. A vacina de
virus inativados contendo antigenos de influenza A e B é recomendada anualmente em
decorréncia da variacdo antigénica sofrida frequentemente pelas glicoproteinas de
superficie hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA), sendo esta a caracteristica mais
relevante dos virus influenza. Este fato pode causar epidemias, justificando a vacinacao
anual contra a gripe.

No Brasil, desde 1999, as campanhas nacionais de vacinacGo contra a
influenza s@o direcionadas ds pessoas com mais de 60 anos de idade. Nesta época, no
Estado de S@o Paulo, cerca de 84% das pessoas com 60 anos ou mais foram

vacinadas. Houve, entretanto, reducdo nos indices de cobertura vacinal nos anos



posteriores. Pesquisa realizada pela Secretaria de Satude de Sao Paulo revelou que a
reducdo da adesdo & vacina ocorreu principalmente pelo receio de reacdo & vacina e
a falta de preocupacdo com a gripe (Moura, Silva, 2004).

Nos transplantados, a vacina de virus inativados para influenza mostra
resultados conflitantes com respeito & eficdcia, @ que a capacidade de induzir
concentracdo eficiente de anticorpos séricos especificos, nem sempre é alcancada
(Cavdar et al, 2003; Duchini et al, 2003). E sabido que a protecdo contra as formas
sinfomdticas de influenza esté relacionada com fitulos séricos de anticorpos inibidores
da hemaglutinina (HA) 21:40. Existe uma grande variac@o nas taxas de resposta &
vacina nos transplantados, porém, esta taxa é sempre inferior quando comparada com
os individuos saudaveis (Vilchez et al, 2002a). Esta diferenca pode estar relacionada a
fatores como o uso de diferentes regimes de imunossupressdo ou ao tipo de érgdo
transplantado  (Wenting et al, 1986; Burroughs, Moscona, 2000; Rubin, 2002;
Community-acquired respiratory viruses, 2004).

Entretanto, estudos comparativos mostram que mesmo utilizando vacinas menos
antigénicas que as atuais, os transplantados renais respondem com alguma producéo
de anticorpos especificos e apresentam a mesma incidéncia de doenca se comparados
com a populac@o sem imunossupressé@o (Alpalsch et al, 1995; Sanchez-Fructuoso et al,
2000).

Outro fato importante é a dificuldade de distinguir a gripe de outras infeccoes
respiratérias, como o resfriado comum. Atualmente, no Brasil, ndo existem campanhas
que informem as diferencas entre a gripe e os resfriados comuns. Néo obstante, existe
na populacdo, a falsa idéia de que apds a vacinacdo “do idoso”, estes podem evoluir
com sintomas de gripe, e por isso hd rejeicdo & vacinacdo. A causa da reducdo da
ades@o as campanhas de vacinagdo pode estar no desconhecimento do fato da vacina
proteger somente contra o virus influenza, que é o verdadeiro causador da gripe, e que
outros virus causadores de resfriado comum podem estar circulando conjuntamente
com os virus influenza, além disso que o individuo possa estar previamente

contaminado com outros virus no ato da vacinacdo.



O acompanhamento dos transplantados de rim vacinados contra influenza
constitui oportunidade de se verificar a resposta & vacinacéo, através da producédo de
anticorpos e da ocorréncia de episddios de gripe ou resfriado apds a vacinagdo. A
observacdo sistemdtica e estruturada destes resultados é importante considerando o
crescente nUmero de transplantes no Brasil e a limitada experiéncia no assunto.

Com base nos aspectos acima mencionados, este estudo se propde a avaliar
prospectivamente em pacientes transplantados renais a resposta imune humoral &
vacinacdo contra a gripe, e realizar vigildncia das infeccdes respiratérias com a
identificacdo dos virus causadores da gripe e também do resfriadodo comum apés a

imunizacdo.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 TRANSPLANTE RENAL E INFECCOES

O transplante de rim tornou-se o tratamento de escolha para a maioria das
doencas renais avancadas, aumentando a qualidade e expectativa de vida dos
pacientes na medida em que novas drogas imunossupressoras foram desenvolvidas
com maior capacidade para evitar rejeicdes e consequente maior protecdo ao enxerto.
Porém, com a imunidade humoral e celular suprimidas de forma crénica, as infeccdes
causadas por patégenos enddgenos e exdgenos tornaram-se causas frequentes de
morbidade e mortalidade (Wolfe et al, 1999).

A inducdo farmacolégica de imunossupressdo aguda na fase inicial dos
transplantes vem sofrendo mudancas, e a maioria dos esquemas de imunossupressdo
atualmente utilizados para manutencdo compreende a combinacéo dos inibidores de
calcineurina — Ciclosporina A (CsA) ou Tacrolimo (TAC), corticosteréides, e os

inibidores da sintese de purinas - Micofenolato de mofetil (MMF) ou os antimetabétitos



- Azatioprina (AZA). Sob a pressdo seletiva destas drogas a resposta imunolégica
induzida pelos linfécitos B e T estaré reduzida pelo blogueio da proliferacéo celular
apés estimulacdo antigénica e pela inibicio da producdo de citocinas inflamatérias
(Halloran, 2004, Meier-Kriesche et al, 2006).

TAC parece ser superior & CsA na prevencdo de rejeicGo, e apesar da
frequéncia e o espectro das infecgdes nos transplantados ndo terem sofrido mudancas
com a troca na prescricdo continuada de CsA para o TAC, a potente imunossupress@o
induzida pela associagéo do TAC com o MMF parece estar associado ao aumento de
infeccdes virais nos transplantados renais, especialmente a nefropatia induzida pelo
poliomavirus (Binet et al, 1999; Hirsch, 2002; Halloran, 2004; Singh, 2005).

Em virtude do uso continuado destas medicacées, é frequente o aparecimento
de infeccdes causadas por diversos patégenos mesmo em fases tardias apds o

transplante (Duchini et al, 2003).

1.1.1.1 Epidemiologia das Infeccées apés o transplante

O aparecimento de infecgcdes apds o transplante de érgaos geralmente depende
do grau de imunodepressdo, da exposicdo a agentes infecciosos e dos aspectos
técnicos de cada tipo de transplante. O estado global de imunodeficiéncia é
determinado pelos esquemas de imunossupressdo, pela presenca de leucopenia,
quebra de barreira mucosa ou cuténea, presenca de colecdes ndo drenadas,
alteracdes metabdlicas e infeccdes virais imunomoduladoras. A exposicdo as infeccoes,
pode ser hospitalar e comunitéria (Rubin et al, 2001).

Os efeitos das infeccdes podem ser divididos em diretos e indiretos. Os diretos
sdo as manifestacdes clinicas das doencas decorrentes da invasdo do microorganismo
e do efeito citopdtico direto do patégeno. Os efeitos indiretos das infeccdes sd@o
multiplos e caracterizados pela imunomodulacéo, pelo desencadeamento de outras
infeccdes oportunistas, pela inducéo de doencas malignas, pela disseminacéo da
resposta inflamatéria e, de maneira mais evidente, pelas lesdes agudas e crénicas do
enxerto — incluindo os processos de rejeicGo. J& estd demonstrada a relacéo entre

infeccao pelo citomegavirus e rejeicdo (Lautenschlager, 2003).



A ocorréncia de infeccdes é classicamente dividida em trés perfodos distintos.
Esta divisGo, ainda que atualmente venha sofrendo alteracées e, ndo possa ser
analisada de forma isolada, mantém-se til para um raciocinio clinico frente a uma
doenca desconhecida, assim como para a adocéo de algumas medidas preventivas
(Snydman, 2001).

No primeiro més a maior parte das infeccoes estd relacionada as complicacdes
cirrgicas. Os agentes mais comuns sdo as bactérias hospitalares e os virus como o
herpes simples do tipo | ou Il

Entre o segundo e o sexto més ocorrem infeccdes mais diretamente relacionadas
a imunossupressGo medicamentosa. SG@o as denominadas infeccdes oportunistas
(Citomegalovirus, Aspergillus spp, Pneumocystis jirovecii). Nesta fase detécta-se as
reativacdes de infeccoes latentes, como tuberculose e outras doencas regionais.

Apés o sexto més, a maioria dos pacientes apresenta-se com reducdo do grau
de imunossupressao, e estd submetido aos riscos das mesmas infeccées da populacéo
geral como a gripe e os resfriados comuns. Alguns pacientes podem apresentar
manifestacdées de infeccdes crénicas, como os virus das hepatites B (VHB) e C (VHC).
Outros podem ainda evoluir com processos de rejeicdo crénica ou episédios repetidos
de rejeicdo aguda, necessitando aumento da imunossupresséo e, desta forma,
mantendo-se sob o risco de infeccdes oportunistas. A deteccGo destes casos é
importante para que se mantenham ou se reiniciem as medidas profilaticas adotadas
até o sexto més (Sayegh et al, 2004).

Nos casos de retransplante, infeccdes caracteristicas de todos os periodos
podem ocorrer simultaneamente, pois o individuo é submetido ao procedimento
cirdrgico em uso prévio do esquema imunossupressor. Na verdade o refransplante &,
por si, um dos mais importantes fatores de risco para diversos tipos de infeccdes

graves.

1.1.2 VIROSES RESPIRATORIAS EM TRANSPLANTADOS

Dentre inGmeras doencas infecciosas que acometem pacientes transplantados,

sdo comuns as viroses respiratérias, causadoras de doencas como gripe e resfriado. A



incidéncia de infeccdes virais produzidas pelo virus influenza A e B e outros virus como
o parainfluenzal, 2 e 3, adenovirus, o virus sincicial respiratério, pode ser
subestimada, @ que o diagndstico etiolégico é muitas vezes dificil de ser realizado
(Vilchez et al, 2002b; Pohl et al, 1992). O diagnéstico destas infeccées deve ser
realizado o mais precocemente possivel, sob o risco de baixa deteccdo se a pesquisa
for realizada mais de quatro ou cinco dias apés o inicio dos sinfomas (Humar et al,
2004; Ison, 2005; Machado et al, 2003).

O quadro clinico é variado e as vezes atipico, com sintomas de infeccéo

respiratéria alta ou baixa e até dor abdominal, nadseas, vémitos e diarréia.

1.1.3 GRIPE/INFLUENZA

1.1.3.1 Virus Influenza

O virus influenza é envelopado, apresenta genoma com RNA de hélice Unica e é
classificado taxonomicamente como Orthomyxovirus. E subdividido em trés tipos
maiores, tipos A, B e C (Cintra, Arruda, 2000). Possui um envoltério, com insercdo de
duas glicoproteinas, hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA), logo abaixo hé um
envoltério onde se observa a matriz (membrana) e no seu inferior as nucleoproteinas
(NP) e o material genético. As nucleoproteinas e a proteina de matriz sdo tipo-
especificas e permite a identificacdo dos virus como influenza A, B e C. A
hemaglutinina tem a finalidade de ligar o virus ao receptor da célula hospedeira, e a
neuroaminidase facilita o transporte do virus através do muco, e expde a HA,
permitindo sua clivagem e, conseqientemente, a infectividade. A NA também é
responsdvel pela liberacé@o dos virus recém-formados da célula hospedeira.

A nomenclatura do virus influenza leva em consideracéo o tipo do virus, a
localizagéo geogréfica do isolamento viral, o nimero de casos isolados naquela
localidade, o ano do isolamento e as propriedades antigénicas da HA e da NA. Como
exemplo, uma cepa de virus influenza tipo A, isolado nas Filipinas no ano de 1982,

sendo a segunda cepa descoberta no local com as proteinas de superficie H3 e N2,

seria descrita como: A/Filipinas/2/82 (H3N2).



1.1.3.2 Variagao antigénica do virus influenza

A caracteristica mais relevante dos virus influenza é a répida variacdo dos seus
antigenos, o que é mais freqiente com o virus influenza A do que com o B. A alteracéo
da estrutura antigénica do virus influenza gera novas cepas virais com as quais a
populacdo néo havia entrado em contato, podendo ter pouca ou nenhuma resisténcia
e causar epidemias.

Essa variacGo antigénica envolve principalmente as duas glicoproteinas de
superficie do virus, HA e NA. A hemaglutinina é a mais freqientemente envolvida na
variacdo antigénica do que a NA. Como a HA estimula a producéo de anticorpos, a
variacdo desta glicoproteina tem grande interesse epidemiolégico. O virus influenza A,
além de ser o mais prevalente e o mais importante, possui 15 subtipos antigenicamente
diferentes de HA e nove subtipos diferentes de NA, todos de fundamental importéncia
na inducGo de anticorpos protetores. Os dois genes virais que codificam as
glicoproteinas de superficie e os seis outros genes virais modificam-se e interagem com
genes de outros virus influenza A do mesmo ou de outro subtipo, e podem gerar
qualquer possivel combinacdo HA-NA (HTNT1, H2N2, H3N2).

Existem dois tipos de mutacdes:

Drift: A variacéo resulta de mudancas pequenas que recorrem continuamente
dentro de um subtipo (virus influenza A ou B) sem provocar a mudanca de subtipo.

Shift: Sao alteracdes maiores no RNA viral, que resultam na producéo de uma
nova glicoproteina de superficie (Hemaglutinina ou Neuraminidase), isto é, s@o
formados “novos” virus para os quais a populagdo ndo tem imunidade (apenas para o
virus influenza A). Essa é a variacdo responsdvel em grande parte pelas pandemias da
gripe.

Até o momento, somente 3 subtipos de influenza A sdo conhecidos por terem
produzido pandemias de gripe: HINT, H2N2 e 0o H3N2. Apds 1957, o subtipo HINT,
relacionado anteriormente d doenca humana desde 1918, foi substituido pelo subtipo
H2N2, o virus da influenza Asidtica, que produziu a primeira pandemia da era

moderna da virologia (Kilbourne, 2006).



1.1.3.3 A doenca gripe ou influenza

O periodo de incubacdo da gripe varia de um a seis dias, e os sinfomas

iniciam-se em dois ou trés dias. O inicio é abrupto, com sintomas sistémicos, tais como

febre alta e continua, calafrios, cefaléia, mialgia, prostacdo, mal-estar e anorexia.

Tosse seca, coriza, obstrucdo nasal sGo manifestacées precoces. A odinofagia ocorre

em mais da metade dos casos e pode ser acompanhada por faringite bacteriana. Hé

também manifestacées oculares como lacrimejomento e fotofobia. A intensidade e

predomindncia das manifestacdes sistémicas é a caracteristica mais marcante e que

diferencia a gripe de outras infeccdes do trato respiratério superior (Quadrol) (Treanor,

2000).

QUADRO1 - Diferencas clinicas entre gripe e resfriado comum.

garganta

RESFRIADO
INFLUENZA
COMUM
MANIFESTAGAO . . ;
. Sistémica Local (nasofaringea)
CLINICA
INiCIO DOS
Abrupto Gradual
SINTOMAS
Ausente
FEBRE Normalmente Alta _
baixa
Calafrios, mialgia, tosse, dor de Coriza,
SINTOMAS

congestao nasal




Leve
ADINAMIA Importante
Moderada
EVOLUGAO 1 a 2 semanas: tosse prolongada Recuperacéo rapida
~ . Leves
COMPLICACOES Graves (pneumonia)
moderadas
OCORRENCIA Sazonal: outono/inverno Todo ano

Fonte: Treanor JJ. Influenza virus. In: Mandell GL, Bennett JE, Dolin R, editors. Mandell,
Douglas, and Bennett’s principles and practice of infectious diseases. 5™ ed.
Philadelphia: Churchill Livingstone; 2000. v. 2, cap. 153, p.1823-49.

A doenca é mais grave quando é causada pelo virus influenza A, menos intensa
se produzida pelo virus influenza B, e apresentam-se de forma assintomdtica ou pouco
sinfomdtica quando causada pelo influenza C (Blaine et al, 1980).

Vdrios relatos sugerem que a forma complicada de gripe nédo é um evento raro
nas criancas (Glezen et al, 1997; Neuzil et al, 2000a; Steininger et al, 2003; Neuzil et
al, 2000b; lzurieta et al, 2000; Peltola et al, 2003).

Diversos autores chamam a atencdo para o fato de o virus sincicial respiratério
(VSR) produzir infeccGo e complicacdes respiratérias semelhantes a influenza em
criancas de baixa idade (Glezen et al, 1997; Neuzil et al, 2000a; Neuzil et al, 2000b;
lzurieta et al, 2000). Um estudo recente em Hong Kong demonstrou que, em certos
anos, o virus influenza e nGdo o VSR foi causa mais frequente de hospitalizacgo em
criangas menores de 2 anos de idade (Chiu et al, 2002).

Nos idosos, as complicacdes pulmonares sGo importantes, como a pneumonite
viral ou a pneumonia bacteriana secundéria (Modlin, 2000). A gripe é responsdvel por
um volume significativo de internagdes hospitalares no Brasil (140.000 internagdes/ano
no periodo 1995/2001) na faixa etdria maior ou igual a 60 anos (Brasil. Ministério da

Sadde. Secretaria de Vigilancia em Saude, 2004).

1.1.3.4 A gripe em imunossuprimidos
Nos transplantados, o virus influenza pode causar pneumonite e bronquiolite

obliterante ou secundariamente induzir a infeccées pulmonares bacterianas e fUngicas.
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Além disso, o virus influenza parece induzir alteracdes imunoldgicas no enxerto que
podem causar rejeicdo aguda e consequentemente disfuncdo crénica do érgdo
enxertado (Sanchez-Fructuoso et al, 2000; Vilchez et al, 2002a). Surtos de gripe
causados pelo virus influenza A (H3N2) em unidades de transplante |G foram descritos
a partir da ocorréncia de um caso indice (Malavaud, 2001; Rubin, 2002). O virus pode
ser transportado para o hospital por membros da familia ou pelos profissionias de
satde.

Estudos retrospectivos relatam prevaléncia de até 29% de gripe em
transplantados (Kilbourne et al, 1973; Lijungman et al, 1993; Vilchez et al, 2002a). A
maioria de relatos de infeccdes sintomdticas por influenza foi em transplantados renais
(Mauch et al, 1994; Vilchez et al, 2002b). Gripe em transplantados adultos mostrou
niveis variados de gravidade, que parece estar relacionada aos diferentes niveis de
imunossupressdo, aos tipos de fransplante, as variacées sazonais de viruléncia do virus
influenza e & maior producdo de anticorpos IH por meio de vacinacées anteriores
(Communit-acquired respiratory viruses, 2004).

Entretanto, o fator mais importante que predispde & infeccdo por influenza
parece ser a producdo insuficiente de anticorpos especificos contra o virus. A protecdo
contra o virus é garantidos pela presenca de niveis elevados de anticorpos especificos
inibidores da hemaglutinina (IH) (Ljungman et al, 1993). Porém, uma resposta
imunoldgica eficiente exige uma complexa interagdo da imunidade humoral e celular,
tanto no local de inoculacéo do virus como de forma sistémica para que haja
desenvolvimento de anticorpos séricos especificos anti-influenza, evento que é inibido
pelos imunossupressores (Kilbourne et al, 1973). A reducéo da incidéncia de episdédios
infecciosos e suas complicacdes nestes pacientes devem ser alcancadas através de

profilaxia e do diagnéstico precoce.

1.1.3.5 Diagnéstico Laboratorial do virus influenza
O diagndéstico da gripe é baseado em dois aspectos relevantes: pesquisa répida
da doenca aguda, ou a detecc@o dos subtipos virais em uma comunidade para fins de

estudo epidemiolégicos.
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A pesquisa diagndéstica da doenca aguda é realizada através do isolamento do
virus por cultura, pela deteccé@o rdpida dos antigenos virais nas secrecdes respiratérias,
pelos testes de anticorpos monoclonais e mais recentemente pelo teste da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). A pesquisa de virus através de swab de garganta
isoladamente parece ser menos efetiva se comparada com o lavado nasofaringeo (Van
Kraaij et al, 2005).

O diagnéstico definitivo da doenca é realizado pela cultura em ovos
embrionados ou de células que detectam o efeito citopdtico, hemadsorcdo ou
hemaglutinacé@o do virus influenza ao redor do terceiro dia de inoculacdo (Community-
acquired respiratory viruses, 2004). Duas linhagens de células denominadas Madin-
Darby Canine Kidney (MDCK) e LLC-MKZ2 sdo bastante eficientes para o crescimento do
virus influenza. A proliferacdo dos virus em ovos embrionados de aves permanece
como o método de escolha para o diagnéstico em vérios centros e também para a
producéo de vacinas em larga escala (Carvalhanas et al, 2005).

Para reduzir o tempo de diagnéstico, foram desenvolvidas vdrias técnicas que
utilizam pesquisa de antigenos e/ou anticorpos para detecc@o rdpida. Na prdtica, os
testes mais utilizados para a pesquisa rdpida dos virus em secrecdes respiratérias
nasofaringea ou traqueal sGo a imunofluorescéncia direta (IFD), a reacdo de Inibicdo
da hemaglutinagéo (IH), o ensaio imunoenzimdético (ELISA) e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (Ison, 2005).

Para a pesquisa de infeccGo ou de resposta & vacinacdo, utiliza-se com
frequéncia a reac@o de inibicdo da hemaglutinacéo (IH) com dosagens dilucionais
pareadas dos anticorpos séricos contra a HA e NA da superficie do virus influenza. A
primeira amostra deve ser coletada antes da vacinacéo, e a segunda amostra deverd
ser colhida pelo menos apds 15 dias (Ison, 2005). A HA presente na superficie dos
virus liga-se a receptores que contém dcido sidlico na superficie das hemacias. Quando
ambos s@o misturados em proporcdes adequadas, o virus modifica o padrdo normal
de sedimentacdo das hemdcias, sendo este aspecto designado como hemaglutinacéo.
Ao adicionarem-se anticorpos do soro dos pacientes ao material que contém o virus, a

HA liga-se ao anticorpo impedindo a ligagdo HA-hemdcia, acorrendo desta forma a
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inibicdo da hemaglutinacéo (Cintra, Arruda, 2000). Na pesquisa da resposta & vacina
anti-influenza, a determinac@o dos titulos de anticorpos é individualizado para cada
cepa que estd contida na vacina. A reacéo de IH é frequentemente utilizada em
trabalhos cientificos que analisam a efetividade das vacinas em diversas populacées
(Kano et al, 2002; Belshe et al, 2004a; Belshe et al, 2004b; Monto et al, 2004; Ison,
2005; Machado et al, 2005; Van Kraaij et al, 2005).

Recentemente foi desenvolvida a técnica de ensaio imunoenzimdtico (ELISpot®)
para investigar a resposta celular e humoral apds vacina anti-influenza em
transplantados renais, medindo a proliferacéo de linfécitos especificos e a secreco de
interferon gamma (Lindemann et al, 2006).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sensibilidade trés vezes maior do
que a cultura, e se comparada com a cultura associada aos testes répidos de deteccé@o

de antigenos, a sensibilidade da PCR pode ser duas vezes maior (Doller et al, 1985;

Lindemann et al, 2003; Monto et al, 2004; Ison, 2005).

1.1.3.6 Situagdo epidemioldgica da gripe em 2005

A disseminacdo dos virus influenza tipicamente acontece durante os meses de
inverno, mas também pode ocorrer em outras fases do ano sob a forma de epidemias.
Entre fevereiro e setembro de 2005, a circulacéo do virus influenza foi relatada em
todos os continentes. Na América do Sul, a atividade do virus teve infcio em abril
aumentando em junho, sendo que muitos surtos foram causados pelos virus influenza A
(H3N2) e influenza B que circularam conjuntamente. Os virus influenza A (HINT1)
circularam pouco na regido das Américas, e foi isolado no México, Paraguai, Peru e
Estados Unidos (Carvalhanas et al, 2005).

No Brasil, de janeiro a setembro de 2005, do total de atendimentos de
pacientes nas unidades sentinelas integrantes do Sistema Sivep-Gripe (Sistema de
Vigildncia Epidemiolégica da Gripe/SVS/MS/OMS), 12,8% apresentaram sindrome
gripal (Carvalhanas et al, 2005). Foram analisadas 1.779 amostras de secrecdo
nasofaringea com identificacdo para virus respiratérios em 286 amostras (16,05%).

Destas, 107 foram positivas para influenza, sendo que 94 influenza A e 13 influenza B.



13

Ovutros virus identificados no perfodo foram o VRS, o adenovirus e o parainfluenza (Séo
Paulo (Estado). Secretaria de Estado de Saude de Sao Paulo, 2006a). Em Sao Paulo,
no mesmo periodo, com base na relacdo total de atendimentos nas unidades sentinelas,
20,93% apresentaram sindrome gripal. No que se refere as amostras bioldgicas
analisadas (319), 15% foram positivas, sendo 26% influenza A, 13% influenza B, 31%
VRS, 28% parainfluenza e 2% adenovirus. No geral, houve declinio na circulagéo da
cepa H,, cuja circulacdo nao foi detectada pela vigilancia das unidades sentinelas (Sdo
Paulo (Estado). Secretaria de Estado de Satde de Séo Paulo, 2006a). O laboratério de
virologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL), integrante da Rede Nacional de Vigilancia da
Influenza, detectou a circulacGo das seguintes cepas virais, durante o periodo de
janeiro a dezembro de 2005:

* Virus influenza A H3N2: A/Calitérnia/7/2004 like

* Virus influenza A HINT1: A/New Caledonia/20/99 like

* Virus influenza B: B/Shangai/361/2002 like

» Virus influenza B: B/Jiangsu/10/2003 like

* Virus influenza B: B/Hong Kong/330/2001 like

A andlise das caracteristicas antigénicas demonstrou:

o Influenza A (HINT): nos testes de IH, a maioria dos virus estavam
relacionada & cepa A/New Caledonia/20/99.

* Influenza A (H3N2): a andlise antigénica demonstrou por IH que a
maioria dos virus relacionava-se & cepa A/Califérnia/7/2004.

e Inflenza B: os testes de IH evidenciaram a linhagem
B/Yamagata/16/88, fortemente relacionada ao protdtipo da cepa
B/Shangai/361/2002; e a linhagem B/Vitéria/2/87, antigenicamente
similar ao B/Malaysia/2506/2004.

1.1.4 VACINACAO CONTRA INFLUENZA
As vacinas contra a gripe sdo elaboradas anualmente e compostas de dois
subtipos do virus influenza A (HIN1 e H3N2) e pelo influenza B inativados. Sua
composicdo estd baseada nas cepas circulantes nos doze meses precedentes,

detectadas pelos laboratérios de referéncia, responséveis pela vigilancia mundial. As
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cepas aprovadas sdo padronizadas em quatro centros de virologia coordenadas pela
Organizacdo Mundial da Satdde (OMS), que analisam: os padrdes genéticos e
antigénicos dos virus isolados comparados com os virus dos anos anteriores, os dados
epidemioldgicos que determinam se as novas cepas t€m capacidade de disseminacéo,
a producéo de doenca grave, e a habilidade das vacinas disponiveis em induzir
resposta humoral aos virus.

Esta fase é seguida de determinacd@o das variantes virais pela OMS, que serGo
utilizadas na composicdo das vacinas. Entretanto, algumas cepas virais tém certas
dificuldades de multiplicarem-se nas células de ovos embrionados de aves, e por esta
razGo sdo utilizadas cepas alternativas que sdo antigenicamente muito semelhantes as
aprovadas.

No hemisftério norte as epidemias ocorrem de dezembro a marco, e no
hemisfério sul de junho a setembro, por isso a OMS determina anualmente em
fevereiro e setembro a composicdo vacinal para os hemisférios norte e sul

respectivamente.

1.1.4.1 Vacina de microorganismo inativado

Sdo produzidas pelo crescimento do microorganismo em meio de cultura e
posterior inativagdo através do calor ou de substancias quimicas.

Nao existe atividade replicativa nas vacinas inativadas, o que as distanciam das
caracteristicas da infeccGo natural, ndo havendo habitualmente uma resposta
imunolégica tGo satisfatéria quanto & resposta obtida com as vacinas de
microorganismo vivo, sendo necessdrio habitualmente mais de uma dose para
obtenco de imunidade adequada. E recomendada para a populacdo de

transplantados (Orenstein et al, 2000; American Society of Transplantation, 2004b).

1.1.4.2 Vacina inativada anti-influenza A e B em idosos
A efic4cia do uso da vacina inativada anti-influenza para a prevencdo de gripe
varia entre 30% a 40% nos individuos acima de 65 anos institucionalizados. Mesmo

assim, neste grupo, a vacina é efetiva na reducdo da duracéo e da gravidade da
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doenca e reduz os riscos de complicacdes, hospitalizacées e bbitos (Patriarca et al,
1985; Gross et al, 1995; Fedson, 1996; Palache, 1997; Deguchi, Takasugi, 2000;
Stamboulian et al, 2000; Vu et al, 2002).

Os niveis de anticorpos protetores estimulados pela vacinagdo apresentaram
grandes variacdes, de 3 a 71%, dependendo das cepas contidas na vacina. O uso de
doses mais elevadas de vacina, ou a administragéo de doses de reforco (booster) na
época final de circulacéo dos virus ndo foram efetivos na elevacGo consistente dos
titulos de anticorpos, e nem em prolongar a resposta humoral nos idosos

institucionalizados (Gravenstein et al, 1992; Powers, 1994; Brydak et al 2003).

1.1.4.3 Vacina inatfivada anti-influenza A e B em pacientes com doencas
crénicas e com idade inferior a 65 anos.

Nas recomendacdes de vacinacdo para influenza A e B, no Brasil e em outros
paises, também estdo contemplados as pessoas com menos de 60 anos que
apresentem condicdes crénicas de alto risco (doecas pulmonares, cardiacas, renais,
metabdlicas e hepdticas) e individuos imunodeprimidos (transplantados, portadores de
neoplasias, e infectados pelo virus HIV) (Sao Paulo (Estado). Secretaria de Estado de
Saude, 2005a, Van Essen et al, 2003; CDC, 2004; Brasil. Ministério da Sadde. 2006).

O estudo PRISMA, realizado na Holanda, investigou a efic4cia da vacina anti-
influenza A e B em 30861 individuos de alto risco com idade entre 6 meses e 64 anos.
Em pessoas de alto risco menores de 18 anos de idade, a vacina preveniu 43% das
visitas médicas ambulatoriais. Nos adultos de alto risco até os 64 anos, a vacina
preveniu 78% de obitos, 87% de hospitalizagdes e 26% de visitas médicas
ambulatoriais. A vacina foi efetiva na reducéo de complicacdes em pacientes menores

de 65 anos que apresentavam condicdes de alto risco (Hak et al, 2005).

1.1.4.4 Vacina inatfivada anti-influenza A e B em receptores de transplantes
Em individuos que serdo submetidos ao transplante, a vacina de virus inativado
contra o virus influenza deve ser aplicada antes do transplante, e o mais precoce

possivel, j[@ que a resposta imune & vacina diminui nos pacientes com doencas em
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estdgio avancado (Avery, 2001). NGo se recomenda vacinac@o nos seis primeiros
meses apds o transplante em virtude da baixa resposta imunoldgica, porque nesta fase
os pacientes estdo recebendo altas doses dos imunossupressores (American Society of
Transplantation, 2004).

Estudo realizado em vérios centros norte americano mostrou que a vacinacéo
pré-transplante contra os virus influenza A e B foi realizada em somente 43% dos
centros, porém, seis meses apds o transplante a vacinacdo havia sido realizada em
79% dos centros (Batiuk et al, 2002).

A protecdo contra as formas sintomdticas de influenza tem sido relacionada com
a presenca de ftitulos séricos de anticorpos anti-hemaglutinina (anti-HA) =1:40. A
diferenca nas taxas de resposta & vacina tem variado entre 25% e préximo de 100% de
producdo de anticorpos IH, e esta discrepancia pode estar relacionada a fatores como
idade extrema, o uso de diferentes regimes de imunossupressdo e tipo de transplante
(Weinting et al, 1986; Burroughs et al, 2000). Entretanto, estudos comparativos
mostram que mesmo com o uso de vacinas menos antigénicas que as atuais, os
transplantados renais responderam & vacinacdo com alguma producéo de anticorpos e
apresentam a mesma incidéncia de doenca quando comparados com a populacédo

normal vacinada (Sanchez-Fructuoso et al, 2000; Alpalsch et al, 1995).

1.1.4.5 Resposta imune & vacina inativada anti-influenza A e B

Para adequada protec@o contra a invasdo celular dos virus influenza A e B, é
necessdrio a complexa interacGo entre os componentes da imunidade humoral e
celular. Linfécitos T CD4" atuam tanto no estimulo de linfécitos B para a producéo de
anticorpos que neutralizam as glicoproteinas virais (HA e NA), quanto no estimulo &
proliferacdo de células T citotdxicas CD8™.

H4 relatos que evidenciam que a resposta imune celular é inibida
diferentemente pelas drogas imunossupressoras. Tacrolimo e/ou micofenolato de
mofetil mostraram maior reducdo nas funcées dos linfécitos T quando comparados

com a ciclosporina A (CsA) e azatioprina (Sanchez-Fructuoso et al, 2000; Ballet et al,

2006).
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Entretanto, atualmente ndo hd consenso na definicdo de imunidade celular
protetora contra os virus influenza, especialmente nos pacientes imunocomprometidos
(Lindemann et al, 2006). A resposta imune celular apdés a vacinacdo parece ser
relativamente mais conservada do que a resposta humoral. Esta dissociacdo da
resposta celular e humoral j& foi descrita em idosos e em criancas submetidas a
transplante de medula éssea, nos quais a resposta celular pareceu estar intacta e a
humoral deficiente (Bernstein et al, 1999; Haining et al, 2004).

A producdo de anticorpos anti-hemaglutinina (anti-HA) tem participacdo
expressiva na protecdo conferida pela vacina, provendo resisténcia & infeccdo quando
produzidos em altas concentracdes e atenuando os efeitos da doenca quando em
niveis mais baixos. J& é conhecido um valor minimo de protecdo contra a doenca
relacionada & producéo de anticorpos anti-HA, utilizando-se os indices (Lino, 2001;
Brydak et al, 2003; Cavdar et al, 2003; Belshe et al, 2004b; Beyer WE et al 2004;
Scharpé J et al, 2007):

¢ Titulo médio geométrico (TMG) — E o antilog da média dos logaritmos
dos titulos de anticorpos anti-hemaglutinina.

« Taxa de protecdo — E o percentual de pessoas que atingem niveis de
anticorpos anti-hemaglutinina (Anti-HA) minimos para a protecdo pds-
vacinacdo. Pela reacéo de IH, a titulacdo minima é de 1:40, acima deste
valor torna-se improvével a ocorréncia de doenca grave.

« Taxa de resposta ou soroconverséo — E o percentual de vacinados que
respondem com elevacdo de quatro vezes nos titulos de anticorpos anti-
hemaglutinina apds a vacinagao.

De acordo com os critérios publicados pelo Comité Europeu para Proprietérios
de Produtos Medicinais (CPMP), para que uma vacina contra os virus influenza A e B
seja licenciada, é necessdrio que os seguintes critérios sejam alcancados: para
individuos entre de 18 a 60 anos de idade, a taxa de soroconversdo deve ser maior
que 40% e a taxa de protecdo deve ser maior que 70%. Para individuos maiores de 60
anos, a taxa de soroconversdo deve ser maior que 30% e a taxa de protecéo deve ser

maior que 60% (Commission of the European Communities, 1992; Committee for
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Proprietary Medicinal Products, 1997). Na&o existem valores definidos para
transplantados.

Diversos autores |4 demonstraram que em diferentes populacdes de
imunossuprimidos (transplantados de érgdos e de medula dssea, idosos, criancas de
baixa idade) a concentracdo de anticorpos HA contra o virus influenza apés a
vacinacdo é inferior quando comparada com pessoas sauddveis (Beyer et al, 1987;
Stamboulian et al, 2000; Deguchi, Takagusi, 2000; Vu et al, 2002). Porém, apesar da
menor producdo de anticorpos, a repeticdo anual da vacina anti-influenza pode
aumentar a producdo de anticorpos inespecificos e, portanto a protecdo contra a gripe
(Ahmed et al, 1995; Vu et al, 2002; Vogtlander et al, 2004; Brasil. Ministério da
Sadde. 2006).

Um estudo comparou a resposta de anticorpos séricos apds a vacinacdo em
transplantados de rim, em pacientes submetidos a didlise peritoneal ambulatorial, &
hemodidlise e em controles sauddveis. Os titulos de anticorpos protetores e a
soroconvers@o aumentaram em todos os grupos apds a vacinacdo. Porém, a
proporcdo de pacientes com anticorpos protetores foi menor nos pacientes com
doenca renal se comparados com os controles (Cavdar et al, 2003).

Poucos estudos analisaram os fatores de risco que influenciam a baixa resposta
humoral apés vacinacdo anti-influenza em idosos. No Brasil, um estudo identificou
através de andlise multivariada os fatores de risco para baixa resposta vacinal em uma
populacdo especifica de idosos institucionalizados. Foi analisada a condigdo
nutricional, doenca cardiovascular, pulmonar, condicdes neuroldgicas, metabédlicas e
hormonais e uso de medicacdes. A andlise multivariada mostrou que somente
deméncia foi fator de risco. De fato, mais de 68% dos idosos ndo respondedores eram

portadores de deméncia (Bellei et al, 2006).

1.1.4.6 Eventos adversos e contra-indicacdes da vacina inativada trivalente para

os virus influenza A e B.
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Os eventos adversos diminuiram muito com as vacinas altamente purificadas de
virus completos e praticamente desapareceram com as vacinas fragmentadas e de
subunidades (Sado Paulo (Estado). Secretaria de Estado de Saude, 2005a). As reacdes
locais ocorrem em cerca de 15 a 20% dos casos. Edema, eritema, enduracéo e dor no
local da aplicacdo s@o passageiros e normalmente persistem por menos de 48 horas.
As reacdes sistémicas como febre, mialgio e mal-estar sdo incomuns. Reacdes de
hipersensibilidade, anafilaxia e manifestagdes neurolégicas sGo extremamente raras
(Skowronski et al, 2003).

S@o poucas as contra-indicacées da vacina contra gripe e compreendem: as
alergias graves & proteina do ovo (a vacina é fabricada em ovos de galinha) e pessoas
que tenham antecedentes de doencas neurolégicas ou doenca em atividade, como a
Sindrome de Guillain-Barré.

A vacina inativada frivalente contra o virus influenza A e B é recomendada
anualmente no Brasil como estratégia principal a fim de evitarem-se as complicacées
decorrentes da infeccdo pelo virus influenza A e B para todas as pessoas com idade
igual ou acima de 60 anos, pessoas entre oito e 60 anos com condigdes de alto risco
como, portadores de doencas crénicas e imunodeprimidos como os receptores de
transplantes, portadores de neoplasias e os infectados pelo virus HIV. Devem também
receber anualmente a vacina os profissionais de salde e pessoas que convivem
infimamente com pacientes nas situacdes anteriores (Advisory Commitee on
Immunization Practices; Center for Diseases Control de Atlanta-USA; Kano et al, 2002;

Sanchez-Fructuoso et al, 2000).

2 OBJETIVOS

PRIMARIOS

Em receptores de transplante renal,
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1. Avaliar a resposta a vacina trivalente inativada para os virus influenza A e
B, pela dosagem de anticorpos séricos contra a glicoproteina viral

hemaglutinina.

2. Analisar a influéncia de diferentes drogas imunossupressoras na resposta
sorolégica induzida pela vacina ftrivalente inativada para os virus

influenza A e B

3. Determinar a presenca dos virus respiratérios influenza A e B, virus
sincicial respiratério, virus parainfluenza 1, 2 e 3 e o adenovirus na
secrecdo nasofaringea dos pacientes vacinados com e sem sintomas

respiratérios.

SECUNDARIOS

1. Avaliar os possiveis eventos adversos locais e sistémicos induzidos pela

vacinacdo.

2. Questionar ao final do periodo de estudo o grau de satisfacdo e

confiabilidade da vacina.

3 CASUISTICA E METODO
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Estudo prospectivo, observacional, unicéntrico que se deu de forma colaborativa
entre a Clinica de Nefrologia e a Clinica de Infectologia do Departamento de Medicina
da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de SGo Paulo conjuntamente com o
Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo (LIM-52 HC,
Departamento de Moléstias Infecciosas da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo). O estudo foi realizado no periodo de maio a novembro de 2005.

3.1 Pacientes

No més de maio de 2005, juntamente com a sexta edicdo da Campanha
Nacional de Vacinacdo Contra a Gripe, promovida pelas Secretarias Estaduais e
Municipais de Satde e pelo Ministério da Saldde em todo o territério brasileiro,
receptores de transplante renal foram vacinados e acompanhados por um periodo de

seis meses.
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3.2 Ciritérios de Inclusdo e Exclusdo

Inclusao:

1. Pacientes transplantados renais hé mais de seis meses.

2. ldade minima de 18 anos.

Excluséo:
1. Pacientes em uso de antibacterianos para infeccdes agudas, por tratar-se de
contra-indicacéo relativa a vacinacdo.
2. Pacientes com sintomas de gripe e/ou refriado comum que tiveram inicio até
sete dias antes da vacinacéo.
3. Histéria pregressa de reagdo de hipersensibilidade & proteina do ovo de
galinha.

4. Pacientes em tratamento para rejeicdo aguda do enxerto

O protocolo de investigacdo (Projeto n® 042/04), foi aprovado pelo Comité de
Ftica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Hospital Central da Irmandade da
Santa Casa de Misericérdia de Sdo (APENDICE). Todos os participantes do estudo
assinaram previamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO-4)
(Resoluc@o Conselho Nacional de Satdde 196/96, de 10 de outubro de 1996).

O momento de inclusdo dos pacientes no estudo foi considerado quando o
participante coletava amostra de sangue venoso periférico para a dosagem de
anticorpos séricos inibidores da hemaglutinina e posteriormente recebia a vacina contra

os virus influenza A e B.

3.3 Dados Clinicos e Laboratoriais

Na data da vacinagéo e a cada 3 semanas até completar 6 meses apds a
vacina, os receptores de transplante renal foram submetidas as avaliacdes clinicas por

meio de visitas ambulatoriais.
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As caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes foram obtidas através dos
prontudrios e de fichas clinicas desenvolvidas para o estudo, e preenchidas pelo
pesquisador, durante as consultas ambulatoriais (ANEXOT).

Na avaliacé@o inicial, ou seja, na data da vacinacdo as varidveis pesquisadas
foram: dados demogrdficos, data do transplante e tipo de doador, nimero de
transplantes realizados por paciente, doenca de base, regime de imunossupressdo.

Também foram avaliadas as varidveis relacionadas & vacinacdo: data da
vacinacdo, local de aplicacdo da vacina e as reacdes adversas locais (dor, edema,
queimacdo no local de aplicacdo da vacina) e sistémicas apds a injecdo intramuscular
da vacina. (ANEXO 2)

Amostras de sangue foram coletadas e identificadas para cada paciente, na
data da vacinacao para:

Dosagens da creatinina séricas pelo método de picrato alcalino, seguido da
reacd@o de Jeffé, (valores de referéncia de 0,7 a 1,5 mg/dL) realizada pelo Laboratério
Central da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Séo Paulo.

Pesquisa de anticorpos anti-hemaglutinina pela reacdo de inibicGo da
hemaglutinacé@o, realizada pelo Laboratério de Virologia do Instituto de Medicina

Tropical da Sdo Paulo

3.4 Vigilancia Sistematica das Infecgées Virais do Trato Respiratério

Foram coletadas durante os seis meses de seguimento ambulatorial, amostras
de lavado nasofaringeo. A coleta das amostras de lavado foi utilizada para a pesquisa
direta nas secrecdes nasofaringeas, dos virus influenza A e B, virus sincicial respiratério,
adenovirus e virus parainfluenza 1, 2, 3, a partir da terceira semana apds a data da

vacinacdo, e repetidas sistematicamente a cada 3 semanas, até seis meses.

3.4.1 Coleta de secregdes nasofaringeas
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A pesquisa de virus respiratérios foi realizada através da colheita de secregdes
nasais e faringeas, apds lavagem das duas narinas separadamente com 10 ml de soro
fisioldgico 0,9%, seguida da coleta da secrecdo em copo coletor estéril, solicitando ao
paciente para assoar as narinas. Os copos coletores foram adequadamente lacrados e
identificados. As amostras colhidas foram mantidas e transportadas em banho de gelo
e enviadas no méximo em duas horas ao Laboratério de Virologia do Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de Sdo Paulo para pesquisa viral pela técnica de

imunofluorescéncia direta.

3.4.2 Processamento das amostras de secrecdes respiratdrias

As amostras de secrecdes dos lavados nasofaringeo foram diluidas volume a
volume (1:10) com o agente mucolitico DTT (DL — Dithiothereitol) Sputolizin. Em
seguida, foram homogeneizadas vigorosamente em Vortex e incubadas & 37° C
durante 15 minutos por duas vezes e centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos em
temperatura ambiente. Apds desprezar o sobrenadante, foram adicionados 5 ml de
solucdo salina tamponada (PBS), novamente homogeneizados vigorosamente em
Vortex e centrifugado a 1600 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente. A seguir,
o sobrenadante foi desprezado e ressuspenso em PBS, para a obtencdo do sedimento
constituido de células epiteliais do trato respiratério. A preparacdo das ldminas foi
realizada através do gotejamento de 20 pl da suspensdo por poco em lamina
para imunofluorescéncia, depois fixado em acetona gelada durante 5 minutos no

freezer e entdo secados em temperatura ambiente.

3.4.3 Imunofluorescéncia Direta

Utilizando o kit comercial DAKO® (Dako Imagen™ K6104, Dako Lda. Denmark
House, Angel Drove, Cambs. CB74ET. UK.), foi adicionado em cada poco
contendo uma gota das suspensdes de células epiteliais do trato respiratério, 8 i

de cada anticorpo monoclonal especifico para os virus (1 — Virus Sincicial
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Respiratério; 2 — Adenovirus; 3 — Influenza A; 4 — Influenza B; 5 — Parainfluenza |; 6
— Parainfluenza Il; 7 — Parainfluenza Ill). As ldminas foram incubadas em estufa a
37°C por 15 minutos para produzirem reacéo, a seguir foram lavadas com PBS por
5 minutos, em seguida foram secas e montadas com glicerina. A leitura foi feita em

microscépio de imunofluorescéncia.

3.5 Vacina Anti-Influenza

Cada paciente recebeu dose Unica de 0,5 ml de injecdo intramuscular no
musculo deltéide da vacina anti-influenza 2004-2005 trivalente inativada composta de
antigeno hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) purificados de virus vacinais
variedades A/Wellington/1/2004 (H3N2)-like, A/Nova Caledénia/20/99 (H1N1)-like,
e B/Shanghai/361/2002-like de acordo com as recomendacdes da Organizacéo
Mundial de Satde (OMS) e fornecidas pelo Instituto Butantd de Sao Paulo, Brasil. A
vacina foi utilizada pela campanha de vacinacdo do idoso do Ministério da Sadde do
Brasil. Os pacientes receberam a vacina em unidades bdésicas de satde préximas de
suas residéncias ou no ambulatério de vacinacéo da Irmandade da Santa Casa de
Misericérdia de Séo Paulo.

Na composicéo da vacina, a concentracéo de antigenos de hemaglutinina nas
cepas A/Nova Caledénia/20/99 (H1NT1)-like, e B/Shanghai/361/2002-like foi de
15ug, enquanto que na cepa vacinal A/Wellington/1/2004 (H3N2)-like, a
concentracdo de antigeno hemaglutinina foi de 10ug. Além disso, a vacina continha o
conservante de mercurio timerosal <1 mcg mercirio/dose, solucdo salina e tracos de

neomicina ou gentamicina.

3.6 Avaliagdo da Resposta Humoral & Vacina

Foram colhidos 5 ml de sangue venoso em tubo seco estéril identificado e
transportado em temperatura ambiente, para a dosagem de anticorpos séricos. As

amostras que foram coletadas na data da vacinagdo ou no méximo até 48 horas,
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foram consideradas como amostras pré-vacinacéo. Apds quatro semanas da coleta de
sangue para a andlise dos anticorpos iniciais, foram coletadas amostras mensais para
cada paciente, até seis méses apds a vacina.

O:s titulos de anticorpos séricos para cada cepa (virus influenza A H3N2 e HIN
e virus influenza B) foram analisados por amostras pareadas através da reacdo de
Inibicdo da Hemaglutinacao (IH).

3.6.1 Reagdo de inibicdo da hemaglutinagéo (IH)

A reacdo de inibicdo da hemaglutinacéo foi realizada de acordo com a técnica
desenvolvida por Hirst e mais tarde modificada por Salk (WHO, 1982), no laboratério

de virologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo.

Cultura de células

Os virus influenza A e B foram cultivados em células MDCK (Martin Darby
Canine Kidney) de linhagem estabelecida, originada de rim de cachorro, mantidas e
subcultivadas em meio de Eagle (MEM), adicionado de 10% de soro fetal bovino e
antibiético (100U de Penicilina G potdssica, 100ug de estreptomicina e 2ug de
Anfotericina B por ml). Os subcultivos foram feitos num intervalo de 3 a 4 dias. O meio
de cultivo foi desprezado, a monocamada celular foi lavada com PBS para retirada de
residuos de soro fetal bovino, que inibem a acdo da tripsina. Adicionou-se 10 ml de
solucéo de ftripsina a 0,2% e EDTA a 0,02% (ATV), mantendo-se as garrafas em
temperatura ambiente. Quando a camada de células comegou a desprender-se, a
solucdo de tripsina foi removida e a garrafa mantida em 37°C até o desprendimento
total das células. Uma suspensdo de células contendo trés vezes o volume inicial de
meio nutriente foi preparado e posteriormente distribuido em garrafas retangulares com
aproximadamente 42 cm? de drea Gtil (20 ml por garrafa) e incubada em 37°C.

Cultivo dos virus

O meio de crescimento das garrafas foi desprezado e lavou-se a monocamada

celular com PBS por duas vezes. Inoculou-se a suspensdo de virus influenza A e B,

contendo 0,1% de tripsina e incubou-se em 33°C por sessenta minutos. Adicionou-se
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o meio de manutencd@o Eagle (MEM) suprimido de soro fetal bovino. As garrafas foram
mantidas em 33°C por 48 a 72 horas. Observou-se diariamente ao microscépio, para
verificar a presenca de efeito citopdtico.

Foram colhidas aliquotas do sobrenadante e feito titulacdo por hemaglutinacao,
para confirmar a presenca e poténcia do virus. Se o titulo do virus fosse = 4 UHA
(unidades hemaglutinantes), as garrafas eram congeladas por 24 horas a -70°C. A
seguir as garrafas foram congeladas e descongeladas por trés vezes, para romper as
células e liberar os virus. A suspens@o de células foi centrifugada a 1200 g durante dez
minutos em 4°C. O sobrenadante foi distribuido em aliquotas de 500 ul e estocado a -
70°C, até o uso. Os virus utilizados foram:

HINT — New Caledonia

H3N2 — Wellington/Austrdlia

Influenza B - Shanghai/Jihin

Preparagdo das Hemdceas

Hemdceas de galinha e peru foram colhidas por puncé@o venosa no biotério do
Instituto de Medicina Tropical da FMUSP e misturadas rapidamente com igual volume
de soluc@o de Alsever. A seguir foi feito uma filtragem em gaze e conservado a 4°C.
Para utilizacdo na reacdo, lavou-se trés vezes com PBS, fazendo-se trés centrifugacoes
sucessivas a 900g por cinco minutos. Por Ultimo fez-se uma centrifugacéo a 900g por
dez minutos e preparou-se uma suspensdo contendo 0,5% de hemdceas. Esse
procedimento foi realizado sempre no dia de utilizacéo.

Segundo recomendacdo do CDC (Center for Diseases Control, Atlanta, USA)
deve-se usar hemdceas de peru para o virus H3N2 e hemdceas de galinha para os

virus HIN1 e Influenza B.

TitulagGo do antigeno
A titulacgo foi feita em duplicata, usando-se placas de microtitulacdo com

cavidade em “U”. Na primeira fileira foi colocado 100ul de antigeno, nas demais
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fileiras 50ul de PBS. Com uma micropipeta multicanal transferiu-se 50 ul para o
segundo orificio e assim procedeu-se a diluicGo em multiplos de dois. Adicionou-se em
todos os orificios 50ul de hemdceas a 0,5%. A placa foi agitada por um minuto e
mantida & temperatura ambiente por trinta minutos. O controle das heméceas foi feito
usando-se apenas o diluente (PBS) e as hemdceas a 0,5%, sem a presenca dos
antigenos.

A maior diluicdo do antigeno que apresentou hemaglutinacdo total, foi
considerada como 1 UHA (unidade hemaglutinante) No momento da reacdo de
inibicdo da hemaglutinacéo, a diluicéo de uso foi calculada para ter 8 UHA em 50ul.
Todos os dias previamente titulavam-se o antigeno para calcular a diluicdo de uso na
reac@o e refitulava-se o antigeno durante a reacé@o para confirmar o titulo e ter certeza
que a quantidade de virus usada estava correta. O antigeno foi mantido durante toda

a execucdo da reacdo em banho de gelo.

Tratamento do soro

Para destruicGo dos inibidores inespecificos, utilizou-se RDE (receptor destroying
enzyme) do Vibrio cholerae. Inicialmente foi feito a reconstituicGo do RDE adicionando-
se ao frasco 20ml de solucao fisiolégica 0,85%. Foram feitas aliquotas e armazenadas
a-20°C.

Em tubos 12x74 mm adicionou-se 50 ul de soro e 150 ul de RDE, portanto foi
feito uma diluicGo inicial do soro a 1/4. Os tubos foram agitados e incubados em
banho-maria a 37°C por 18 horas. Decorrido esse tempo os tubos foram transferidos
para banho-maria a 56°C e incubados por 30 minutos, para inativacdo do RDE. A
seguir 300ul de solucao fisioldgica 0,85% foi adicionado aos tubos. Os soros, apds
esse procedimento, foram considerados como diluidos a 1/10. Apés esse tratamento
todos os soros foram testados para comprovar a destruicdo dos inibidores inespecificos.
Adicionou-se 25ul de soro tratado a 25ul de PBS e 50ul de hemdceas, incubou-se 30
minutos a temperatura ambiente. A presenca do botdo de hemdceas confirma a

remocdo dos inibidores, caso contrdrio, é necessdrio fazer um tratamento com
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concentrado de hemdceas e refazer o teste. Os soros foram estocados a -20°C até o

momento da execucdo da reacdo.

Execugdo da reacgéo de inibicGo de hemaglutinaggo ( IH)

A reacdo de inibicdo das hemaglutinacdo (IH) foi feita em placas para
microtitulacdo com orificios em forma de “U”, utilizando-se como diluente PBS. A partir
do segundo orificio foi colocado 25ul de PBS em todos os orificios. No primeiro e
segundo orificios foi colocado 25ul do soro tratado a 1/10. Utilizando-se micropipeta
multicanal procedeu-se a diluicdo do soro. Apds homogeneizacdo transferiu-se 25ul do
segundo para o terceiro orificio e assim sucessivamente até o Cltimo orificio. Em
seguida adicionou-se 25ul de antigeno. Agitou-se por um minuto e manteve as placas
a temperatura ambiente por quinze minutos. Apds esse tempo adicionou-se 50ul de
hemdceas, agitou-se por um minuto e mantiveram-se as placas em temperatura
ambiente por trinta minutos. Apds esse periodo, procedeu-se a leitura.

Os fitulos de anticorpos pela reacdo de IH (1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160,
1:320, até 1:1280) foram expressos como os reciprocos das diluicdes séricas mais
elevadas que inibiram a acdo da hemaglutinina, ou seja, a completa inibicdo da

aglutinacdo das hemdceas testadas por uma concentracdo padrdo de antigenos virais.

3.7 Determinacéo das Taxas de Protegéo e Soroconversdo

Dosagens seriadas da quantificacdo dos anticorpos séricos com intervalo de
pelo menos 3 semanas sGo necessdrias para a determinacdo das taxas de protecdo e
de soroconversdo. Sendo assim, os seguintes pardmetros soroldgicos foram avaliados
para a determinacdo da resposta humoral & vacina:

1. Titulos Médios Geométricos: determinacdo do antilog da média dos
logaritmos dos titulos de anticorpos anti-hemaglutinina antes e apés a
vacinacdo.

2. Taxa de Protecdo: proporcéo de pacientes com titulos de anticorpos anti-

hemaglutininas 21:40 apés a vacinagéo
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3. Taxa de Soroconverséo: proporcdo de pacientes com o aumento de pelo
menos 4 vezes nos titulos de anticorpos anti-hemaglutinina apés a

vacinacdo.

3.8 Questiondrio de Satisfacao

Ao final do estudo, foi realiza um questiondrio simples (ANEXO 3) contendo trés
perguntas sobre o grau de satisfacdo e confianca dos pacientes quanto a protecdo
produzida pela vacina e a disposicdo de realizar a vacinacdo anualmente como

método profildtico.

3.9 Andlise Estatistica

As varidveis quantitativas foram representadas por média, mediana, desvio
padrdo, minimo e méximo da amostra, e as varidveis qualitaitvas foram representadas
pelo nimero de casos e valores percentuais.

A comparacdo dos diferentes TMG (titulos médios geométricos) obtidos durantes
seis meses, foi realizada através do teste de Friedmann com pds-teste de Dunnet.

A mudanca entre as taxas de protecdo antes e apds a vacina foi analisada
através do Teste de McNemar.

A comparacdo dos fatores de risco qualitativos entre os grupos, tais como sexo,
tempo de transplante, drogas imunossupressoras e doencas de base foi avaliada
através do teste de Qui-quadrado de Pearson e Teste Exato de Fisher, quando
adequado.

O modelo de regressdo logistica, ajustado pelo tempo entre a data do
transplante e a vacinacéo, foi utilizado para avaliar a influéncia dos imunossupressores
nas taxas de protecdo e soroconvers@o para as cepas HINT e H3N2 do virus influenza
A.

A curva ROC (receiver operator characteristcs) foi utilizada para determinar um

ponto de corte no tempo de transplante até a vacina, que apresente melhor equilibrio
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entre a sensibilidade e especificidade, e que pudesse interferir nas taxas de protecdo e
soroconversao .

Utilizou-se a curva de Kaplan-Meier invertida, para avaliar a probabilidade ao
longo do tempo de haver protecdo, e o teste de Log-Rank foi utilizado para avaliar as
diferencas entre as curvas frente a diferentes drogas imunossupressoras.

Considerou-se o nivel de significéncia de 5%.

Os resultados foram analisados usando-se os programas Epi Info Version 3.2.2

e SPSS 13.0 for Windows.

4 RESULTADOS

Do total de 102 pacientes transplantados de rim avaliados, setenta e seis
preencheram os critérios de inclusdo e foram submetidos & vacinacdo anti-influenza A e
B. Uma paciente abandonou o acompanhamento durante o segundo més. Portanto, 75
transplantados renais vacinados contra a gripe participaram do estudo e coletaram
amostras para a andlise sorolégica em pelo menos duas ocasides com intervalo
minimo de trés semanas.

Os dados demogréficos (sexo, cor e idade no momento da incluséo do estudo),
caracteristicas clinicas e laboratoriais, como tipo de doador, nimero de transplantes
realizados por paciente, dosagem sérica de creatinina no momento da vacinacéo e
doencas de base sdo mostrados na Tabela 1

Dos 75 pacientes avaliados, 52% eram do sexo masculino e 48% do sexo

feminino, com média de idade de 39,7 =13,2 anos (18 a 71 anos) e 89,4% eram da
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cor ndo branca. A origem do enxerto renal foi de doador falecido em 58,7% e doador
vivo em 41,3%. Somente 5,3% dos pacientes foram submetidos a dois transplantes de
rim, em datas diferentes. O valor médio da creatinina sérica obtida na data da
vacinacdo foi de 1,84+ 0,55 mg/dL. As doencas que com maior frequéncia induziram
a perda da funcé@o renal e consequentemente ao transplante foram a glomerulonefrite

crénica e a nefrosclerose hipertensiva (Tab. 1).

TABELA 1- Caracteristicas demograficas, tipo de doador, numero de
transplantes por paciente, dosagem de creatinina sérica e doenga de base
dos 75 pacientes transplantados renais e vacinados contra os virus influenza
A e B.

CARACTERISTICAS VALORES
Sexo n (%)
Feminino 36 (48,0%)
Masculino 39 (52,0%)
|dade (anos) 39,7+13,2(18-71)
Cor

Branca 08 (10,6%)
Né&o Branca 67 (89,4%)
Tipo de Doador

Vivo 31 (41,3%)
Falecido 44 (58,7%)

Numero de Transplantes/Paciente
Um 71 (94,7%)
Dois 04 (5,3%)
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Creatinina sérica (mg/dL) 1,84 +0,55 (1,4-3,5)
Doenca de Base

Glomerulonefrite Crénica 32 (42,7%)
Nefrosclerose Hipertensiva 27 (36,0%)

Nefrite Intersticial Crénica 06 (8,0%)
Pielonefrite Crénica 04 (5,3%)
Nefropatia Diabética 02 (2,7%)

Outras 04 (5,3%)

A mediana de tempo entre a data da realizacdo do transplante e a vacinacao foi
de 5 anos (6 meses a 26 anos).

Quanto as drogas imunossupressoras, todos os 75 pacientes utilizavam
prednisona. A associac@o de prednisona com os inibidores de calcineurina foi utilizada
em 68 (90,6%) pacientes. Ciclosporina A foi prescrita para 46 (61,3%) pacientes,
sendo associada & azatioprina em 23 (30,6%), ou associada ao micofenolato de
mofetil em 18 (24%) pacientes. Tacrolimo foi prescrito para 22 (29,3%) pacientes,
sendo associada & azatioprina em 10 (13,3%), ou associada ao micofenolato de
mofetil em 11 (14,6%) pacientes. Trinta e sete pacientes (49,3%) receberam azatioprina
e 32 (42,6%) pacientes receberam micofenolato de mofetil como parte do esquema de

imunossupressao (Tab. 2).

TABELA 2- Esquemas de drogas imunossupressoras que os 75 pacientes

transplantados renais utilizavam no momento do estudo.

ESQUEMAS DE VALORES
IMUNOSSUPRESSORES
Ciclosporina, azatioprina e prednisona 23 (30,7%)

Ciclosporina, Micofenolato e prednisona 18 (24,0%)
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Tacrolimo, Micofenolato e prednisona 11 (14,7%)
Tacrolimo, azatioprina e prednisona 10 (13,3%)
Ciclosporina e prednisona 05 (6,7%)
Azatioprina e prednisona 03 (4,0%)
Sirolimo, Micofenolato e prednisona 02 (2,7%)
Sirolimo, azatioprina e prednisona 01 (1,3%)
Micofenolato e prednisona 01 (1,3%)
Tacrolimo e prednisona 01 (1,3%)

4.1 RESPOSTA SOROLOGICA A VACINA

4.1.1 Quantificagéo dos Titulos Médios Geométricos (TMG)

Foram coletadas 392 amostras de sangue para a determinacéo mensal dos
titulos de anticorpos nos 75 pacientes no periodo de seis meses, com média de 5,2
amostras por paciente. Os Titulos Médios Geométricos (TMG) dos anticorpos anti-
hemaglutinina para as cepas HINT e H3N2 do virus influenza A apresentaram
aumento estatisticamente significante apés um més da vacinacdo, e mantiveram-se
elevados até o sexto més de acompanhamento (Tab. 3).

O TMG para a cepa vacinal HINT do virus influenza A apresentou elevacéao de
2,57 (IC95% 0,78 — 23,69) da fase pré-vacinal para 13,45 (IC95% 7,33 — 157,3) um
més apds. As diferencas entre os TMG da fase pré-vacinal para os cinco meses
subsequentes foram estatisticamente significantes (P = 0.0013 ) (Tab. 3).

A elevac@o dos TMG para a cepa vacinal H3N2 do virus influenza A apresentou
um aumento no titulo de 2,44 (IC95% 1,03 — 14,60) da fase pré-vacinal para 7,20
(IC95% 3,74 — 50,94) alcancado no segundo més, atingindo um valor de TMG de
7,30 (IC95% 3,56 — 46,69) no terceiro més apds a vacinacdo. Houve diferenca
estatisticamente significante entre os TMG da fase pré-vacinal para os cinco meses

subsequentes (P< 0,001) (Tab. 3).
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Enquanto que, para a cepa vacinal do virus influenza B, ndo houve aumento
significante nos TMG dos anticorpos anti-hemaglutinina apds a vacinacdo, j@ que o
titulo da fase pré-vacinal foi de 1,16 (IC95% 0,97 —2610,00) e atingiu um mdximo de
1,23 (IC95% 0,34 — 5788,00) do terceiro ao sexto més (Tab. 3).

TABELA 3 — Titulos Médios Geométricos (TMG) dos anticorpos anti-
hemaglutininas para as cepas vacinais HIN1 e H3N2 do virus influenza A e

do virus influenza B nos 75 transplantados renais vacinados.

Titulo Médio
Geométrico 1IC95% p*
(TMG)

Cepas Vacinais

H1N1
Vacinagéao (Més 0) 2,57 0,78 - 23,6 0,0013
Més 1 13,45 7,33 -157,3
Més 2 12,44 6,21 - 140,1
Més 3 12,12 3,74 - 199,1
Més 4 11,17 6,40 - 109,0
Més 5 10,52 6,17 - 180,6

H3N2
Vacinagéao (Més 0) 2,44 1,03 - 14,6 <0,001
Més 1 7,20 3,74 - 50,94
Més 2 7,30 3,56 - 46,69
Més 3 5,56 2,23 -35,72
Més 4 5,78 2,26 - 27,35
Més 5 6,59 2,69 - 32,22

INFLUENZA B

Vacinagéao (Més 0) 1,16 0,97 - 2610,00 0,415
Més 1 1,20 0,87 - 3738,00
Més 2 1,23 0,34 - 5788,00
Més 3 1,23 0,34 - 5788,00

Més 4 1,23 0,35-5711,00
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Més 5 1,23 0,35-5711,00

*p<0,05. TMG antes versus apos a vacinagao. Teste de Friedman e Teste de

Dunnet

4.1.2 Taxas de Protecdo e Soroconverséo:

A proporcdo de pacientes que apresentaram titulos de anticorpos anti-
hemaglutinina =1:40 (taxas de protecdo) antes da vacinacdo foi de 9,3% para as
cepas HINT e H3N2 do virus influenza A, e nenhum paciente apresentava anticorpos
protetores para o virus influenza B (Tab. 4). Apdés a vacinacdo, houve aumento
significante das taxa de protecdo para as cepas HIN1 e H3N2 do virus influenza A, e
somente um paciente evoluiu com producéo de anticorpos para o virus influenza B
apés a vacina (Tab. 4).

A taxa de soroconvers@o, ou seja, a proporcéo de pacientes com aumento de
pelo menos quatro vezes nos titulos de anticorpos anti-hemaglutinina apés a vacinacdo
para as cepas HIN1 e H3N2 do virus influenza A foram respectivamente de 36%
(IC95% 25,2 — 47,9%) e 25,3% (IC95% 16,0 — 36,7%). Observou-se que para o virus
influenza B a taxa de soroconverséo foi 1,3% (IC95% 0,0 — 7,2%) (Tab. 4).

A proporcdo de pacientes que apresentaram protecdo ou soroconversGo a
qualquer cepa vacinal foi de 57,4% (43 pacientes) e 33,3% (25 pacientes)
apresentaram protecé@o e também soroconvers@o a qualquer cepa da vacina.

Auséncia de qualquer resposta & vacina ocorreu em 20% dos pacientes, ou seja,
aqueles que ndo obtiveram niveis de protecdo, de soroconverséo ou até mesmo niveis
de producdo de anticorpos anti-hemaglutinina apés a vacinacdo 21:10 e <1:20 a

qualquer cepa da vacina.
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TABELA 4 — Taxas de protecdo antes e apds a vacinagdo e de soroconversao

apods a vacinacao para as cepas H1N1, H3N2 do virus influenza A e para o

virus influenza B nos 75 transplantados renais.

TAXA DE TAXA DE SORO
CEPAS VACINAIS - ~
PROTECAO CONVERSAO
Pré Pés p*
(n) % (n) % (n) %
Influenza A (HIN1) (7) 9,3 (34) 45,3 <0,001 (27) 36,0
Influenza A (H3N2) (7) 9,3 (25) 33,3 <0,001 (19) 25,3
Influenza B 0 1) 1,3 (1) 1,3

p*<0,05. Teste de McNemar
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4.1.3 Influéncia do Tempo Entre a Data do Transplante e a Vacinagéo nas Taxas de

Protecdo e Soroconversdo.

Para avaliar se houve influéncia do tempo decorrido entre a realizacéo do
transplante e a data da vacinacéo na resposta imune, foi utilizada a curva ROC que
determinou como melhor valor de corte, o tempo de 87 meses (APENDICE). Observou-
se que pacientes que realizaram o transplante hé menos de 87 meses, apresentaram
respectivamente menor chance de protecdo [P=0,011, OR 3,66 (IC95% 1,31 —10,21]
e soroconversGo [P=0,001, OR 5,41 (IC95% 1,89 — 15,47)] para a cepa HINT e
menor chance de soroconversdo para a cepa H3N2 [P=0,026, OR 3,33 (IC95% 1,12
— 9,86)] em relacdo aqueles que realizaram o transplante hd mais de 87 meses (Tab.

5).
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TABELA 05 - Diferentes taxas de protecdo e soroconversao apos a vacinagao

para as cepas H1N1, H3N2 do virus influenza A em pacientes submetidos ao

transplante renal ha mais ou menos de 87 meses.

Tempo de

Transplante

Maior que 87 Menor que
Meses 87 Meses P OR IC95%
Total 24 Total 51
(n) % (n) %
H1N1 Total
Protegao 34  Sim (16) 47,1 (18) 52,9 0,011 3,66 1,31-10,21
Nao (08) 19,5 (33) 80,5
Soroconversdo 27  Sim (15) 55,6 (12) 44,4 0,001 5,41 1,89-1547
Nao (09) 18,8 (39) 81,3
H3N2 Total
Protegéo 26 Sim (10) 40,0 (15) 60,0 0,294 1,71 0,62-4,71
Nao (14) 28,0 (36) 72,0
Soroconversdo 19  Sim (10) 52,6 (09) 47,4 0,026 3,33 1,12-9,86
Nao (14) 25,0 (42) 75,0

P <0,05. = Teste do Qui Quadrado de Pearson e Teste Exato de Fisher.
OR = Odds Ratio (Chance de Protec&o, Soroconversé&o a vacina).

IC95% = Intervalo de confianga de 95%
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4.1.4 Influéncia dos imunossupressores nas Taxas de Protecéo e

Soroconversdo.

Outros fatores que poderiam influenciar nas taxas de protecdo e soroconversdo
como sexo, idade, tipo de transplante (doador vivo ou falecido) e as diversas doencas
de base foram estudados através de andlise univariada. Nenhum destes fatores
influenciou nas taxas de protecdo e soroconverséo apds a vacina.

Analisou-se também a possivel influéncia da utilizacGo das diversas medicacdes
imunossupressoras, através do modelo de regressao logistica ajustado pelo tempo entre
a data do transplante e a vacinacéo, nas taxas de protecdo e soroconversdo & vacina.
Os inibidores de calcineurina (CsA e TAC), a metilprednisolona e o sirolimo néo
modificaram estas respostas & vacina para os virus influenza A e B. Em sessenta e nove
pacientes que utilizavam AZA (37 pacientes) e MMF (32 pacientes) houve influéncia nas
taxas de protecdo para a cepa HINT e as taxas de protecdo e soroconversdo para a
cepa H3N2 do virus influenza A (Tab. 6 e 7). Pacientes que faziam uso de micofenolato
de mofetil (MMF) apresentaram menor chance de protecdo [P=0,015, OR 4,337
(IC95% 1,465 — 12,836)] e soroconversdo [P=0,045, OR 3,532 (IC95% 1,148 —
10,867)] para a cepa HINT do virus influenza A, quando comparados com os
pacientes que utilizavam a azatioprina (Tab. 6).

Para a cepa H3N2 do virus influenza A, os pacientes que usaram o MMF
apresentaram menores chances de protecdo [P=0,039, OR 2,845 (IC95% 0,902 —

8,976)] quando comparados com os pacientes que utilizavam a azatioprina (Tab. 7).

TABELA 6 — Taxas de protecdo e soroconversdao para a cepa H1N1 do virus
influenza A, apés a vacinagao em 69 transplantados renais que receberam
Azatioprina (AZA) ou Micofenolato de Mofetil (MMF).

Influenza A (H1N1)
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Imunossupressor PROTEGCAO P OR 1IC95%

Sim N&o
(n=69) %
(n=31) % (n=38) %
MMF (32) 46,4 (09) 28,1 (23) 71,9 0,015 4,337 1,465 — 12,836
AZA (37)53,6 (22) 59,5 (15) 40,5
SOROCONVERSAO
Sim N&o
(n=24) % (n=45) %
MMF (32) 46,4 (07) 29,2 (25) 55,5 0,045 3,532 1,148 — 10,867
AZA (37)53,6 (17) 70,8 (20) 44,5

p <0,05. = Teste do Qui Quadrado de Pearson ou Teste Exato de Fisher.

Modelo de Regressao Logistica ajustado pelo tempo do transplante até a data da
vacina.

OR = Odds Ratio (Chance de Protecgéo e soroconversao)

IC95% = Intervalo de confianca de 95%

TABELA 7 — Taxas de protecdo e soroconversdao para a cepa H3N2 do virus
influenza A, apdés a vacinagao em 69 transplantados renais que receberam
Azatioprina (AZA) ou Micofenolato de Mofetil (MMF).

Influenza A (H3N2)
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Imunossupressor PROTECAO p OR
Sim Nao
(n=69) %
(n=22) % (n=47) %
MMF (32) 46,4 (06) 18,8 (26) 81,2 0,039 2,845
AZA (37)53,6 (16) 43,2 (21) 56,8
SOROCONVERSAO
Sim Nao
(n=16) % (n=53) %
MMF (32) 46,4 (04) 25,0 (28) 52,8 0,085 2,574
AZA (37) 53,6 (12) 75,0 (25) 47,2

IC95%

0,902 - 8,976

0,692 — 9,568

p <0,05. = Teste do Qui Quadrado de Pearson ou Teste Exato de Fisher.
Modelo de Regressao Logistica ajustado pelo tempo do transplante até a data da

vacina.

OR = Odds Ratio (Chance de Protegéo e Soroconversao).

IC95% = Intervalo de confianca de 95%

Para avaliar o percentual de chance de protecéo & vacina e o tempo no qual os

anticorpos mantiveram-se elevados durante o periodo do estudo em pacientes que

utilizaram ou ndo AZA e MMF, utilizou-se a curva de Kaplan-Meier.

A producéo de anticorpos anti-hemaglutinina, manteve-se em elevacGo por

tempo superior, e o nUmero de eventos de protecé@o vacinal foi maior em pacientes que
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utilizavam AZA quando comparado com pacientes que utilizavam MMF para as cepas

HINT1(p=0,022) e H3N2 (p=0,035) do virus influenza A (Fig. 1A e 1B).

H1N1

0,8—

Azatioprina
0,6—

*O teste de LogRank foi usado
para determinar os valores de X’

MMF

Chance de Protegao (%)

0,2—

»=0,022, y* =5,212

0,0—

T T T T T
0 50 100 150 200

Tempo (dias)

FIGURAS TA — Estimativa de elevacao dos titulos de anticorpos séricos anti-
HA para a cepa H1N1 do virus influenza A em pacientes que utilizaram AZA

(n=37) ou MMF (n=32), através da curva de Kaplan-Meier.
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H3N2
1,0—
0,8
S
2 * O teste de LogRank foi usado
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2
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0,2 4'_'_‘]_|
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FIGURAS 1B — Estimativa de elevagao dos titulos de anticorpos séricos anti-
HA para a cepa H3N2 do virus influenza A em pacientes que utilizaram AZA

(n=37) ou MMF (n=32), através da curva de Kaplan-Meier.
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4.2 PESQUISA EM SECREGOES NASOFARINGEAS DOS VIiRUS INFLUENZA
A E B, VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO, ADENOVIRUS E VIiRUS
PARAINFLUENZA 1, 2 E 3.

Foram colatados durante os seis meses de acompanhamento ambulatorial, 434
amostras de lavado nasofaringeo, com média de 5,78 amostras colhidas por paciente.
Entretanto, somente em seis pacientes foi possivel identificar a presenca de virus
respiratérios através da pesquisa do lavado nasofaringeo. O virus sincicial respiratério
(VSR) foi identificado em dois pacientes, um deles assintomético e o outro com quadro
de tosse com expectoracdo branca, coriza e congestdo nasal. O virus parainfluenza
(PIV) 3 foi identificado em dois pacientes sinftomdticos. Um paciente com tosse com
expectoracdo branca, coriza e congestdo nasal, odinofagia, dispnéia e cansaco,
nalseas, diarréia e dor abdominal que, se iniciaram trés dias antes da realizacéo da
pesquisa do lavado nasal. O outro paciente com PIV 3 apresentou tosse com
expectoracdo branca, coriza e congestdo nasal, odinofagia, dispnéia e cansaco. Em
dois pacientes que ndo apresentaram resposta & vacina, identificou-se em uma
paciente assinftomdtica, o virus influenza B, e em outra paciente com infeccGo
respiratéria sinftomdtica foi identificado o virus influenza A. Neste Gltimo caso, a coleta
do lavado nasal foi realizada trés dias antes do inicio dos sintomas de febre, mialgia,
coriza e congest@o nasal, tosse produtiva com expectoracdo amarelada e cansaco. O
quadro clinico persistiu por mais de seis semanas, resultando em dez visitas por
sinfomas respiratérios.

Adenovirus ndo foi encontrado em nenhum paciente.

O tempo entre o inicio dos sintomas e a colheita de lavado nasal foi elevado,
com média de 9,7 dias * 9,4 dias.

4.3 EVENTOS ADVERSOS LOCAIS E SISTEMICOS INDUZIDOS PELA VACINA
ANTI-INFLUENZA.
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Do total de 75 transplantados vacinados, 34 receberam dose Unica da vacina
no musculo deltéide do braco direito, 10 no mésculo deltoide do braco esquerdo, e 31
pacientes ndo souberam relatar o local de aplicacéo da vacina.

O ndmero de eventos adversos diretamente relacionados com a vacinacéo foi
baixo, sendo que quatro pacientes referiram sintomas locais que desapareceram apds
48 horas, e dois pacientes relataram sintomas sistémicos (tosse, coriza nasal e falta de
apetite). Nao houve relato de reacées alérgicas cutGneas e tampouco complicacées
neurolégicas (Tab. 08).

Os valores iniciais da creatinina sérica foram semelhantes aqueles obtidos um
més apds a vacinacdo, respectivamente 1,84 = 0,55 e 1,74 = 0,65, p=0,312. Nao

ocorreu nenhum episédio de rejeicdo no periodo de estudo.

TABELA 08 — Numero e tipos de eventos adversos relatados apos a aplicagao

da vacina trivalente inativada anti-influenza A e B em 75 transplantados

renais.

EFEITOS COLATERIAS N %
Queimacao local 2 2,60
Dor local 1 1,33
Edema local 1 1,33
Tosse e coriza 1 1,33
Falta de apetite 1 1,33
Total 6 8,0

4.4 QUESTIONARIO DE SATISFAGAO.

Ao final dos seis meses de acompanhamento dos transplantados submetidos &
vacina contra a gripe, foi aplicado um questiondrio contendo trés peguntas simples e
diretas (ANEXO 3) com respeito a aceitacdo e a confianca dos pacientes quanto a
utilizacdo da vacina inativada trivalente para os virus influenza A e B. No total, 70

pacientes responderam d&s perguntas, e destes 94,3% consideraram que a vacina os
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protegeu contra a gripe. Também, 97,2% demonstraram interesse em receber a vacina

novamente e 95,7% indicariam esta vacina aos familires (Tab.09).

TABELA 09 — Perguntas feitas aos pacientes no final do estudo para avaliar o a

aceitacao e confiabilidade na vacina contra a gripe.

P1 P2 P3
Resposta % (n) % (n) % (n)
Sim 94,3 (66) 97,2 (68) 95,7 (67)
Nao 5,7 (4) 2,8 (2) 4,3 (3)

P1 - A Vacina o protegeu contra a gripe?

P2 - Vocé tomaria a vacina novamente?

P3 - Vocé indicaria a vacina para seus familiares?

5. DISCUSSAO

No presente estudo, o acompanhamento prospectivo de seis meses em
transplantados de rim que receberam a vacina inativada trivalente contra os virus
influenza A e B, demonstrou efetiva producdo de anticorpos séricos anti-hemaglutinina
(anti-HA) para as cepas HINT e H3N2 do virus influenza A. Titulos médio geométrico
(TMG) foram calculados mensalmente para cada cepa contida na vacina objetivando
demonstrar o perfil de resposta imune apés a vacina, ao longo do acompanhamento.
Os TMG pré-vacinais no estudo foram baixos para todas as cepas mostrando baixa

imunidade prévia especifica antes da vacinagdo na maioria dos pacientes. De acordo
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com Beyer et al, em populacéo de soronegativos antes da vacinacdo, a medida dos
TMG subsequentes, ¢ um método que expressa adequadamente a resposta imune
(Beyer et al, 2004). Os TMG méximo para a cepa H1NTforam maiores do que para a
cepa H3N2 e mantiveram-se elevados ao longo do acompanhamento, mostrando
manutencdo da resposta imune durante pelo menos seis meses. Nao houve elevacao
significativa nos TMG para a cepa influenza B, mostrandoresposta imune insuficiente
apds a vacinagdo.

Um estudo em individuos sauddéveis com idade acima de 65 anos, vacinados
contra gripe, mostrou que os TMG, para as cepas HINT, H3N2 de influenza A e
influenza B foram um més apds, respectivamente 29,6, 183,8 e 30,6, superiores aos
TMG mdéximos encontrados no presente estudo (Brydak et al, 2003). Outros estudos
também em individuos saudéveis maiores de 60 anos mostrou que os TMG para as
cepas influenza A HINT e H3N2 e influenza B foram 180, 238 e 416 respectivamente,
também maiores que os TMG encontrados no presente estudo (Belshe et al, 2004).

Nos receptores de transplante renal do presente estudo, os TMG mdximos para
as cepas HINT e H3N2 do virus influenza A ndo apresentaram elevacées tdo
acentuadas se comparados com os trabalhos descritos em individuos sauddveis,
possivelmente pela imunossupressdo farmacolégica.

De acordo com Beyer et al, quando a maioria dos individuos apresentar titulos
pré-vacinais anti-HA menor que 1:40, os niveis de TMG apds a vacina serdo mais
baixos quando comparados com amostra de individuos que apresentam titulos pre-
vacinais anti-HA maior ou igual & 1:40. Esta diferenca, ndo traduz menor resposta
imune apds a vacina, ao contrério, TMG pré e pdés-vacinais elevados, dificultam a
avaliacdo da resposta imune humoral, pois podem refletir uma populac@o previamente
exposta aos antigenos vacinais (Beyer et al, 2004).

Em relacdo as taxas de protecdo, o estudo atual mostrou que a vacina produziu
protecdo para qualquer uma das trés cepas vacinais em 57,4% dos pacientes. Apesar
de ndo haver uma associacdo exata, especialmente em pacientes imunossuprimidos, é
amplamente aceito que a producdo de anticorpos séricos anti-hemaglutinina (anti-HA)

em niveis maiores ou iguais & 1:40 esteja relacionado & protecdo contra a infeccé@o e
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quando produzidos em niveis mais baixos atenuam os efeitos da gripe (Vilchez et al,
2002b; Blumberg et al, 1996; Sanchez-Fructuoso et al, 2000).

Nao existem dados que avaliam se os niveis de anticorpos anti-HA =1:40 sGo
tGo eficientes para protecdo em transplantados de érgdos (Brydak et al, 2003; Cavdar
et al, 2003; Belshe et al, 2004b; Beyer WE et al 2004; Scharpé J et al, 2007 ). Nao
obstante, de acordo com Beyer et el, a taxa de protecGo é um bom parémetro de
resposta imune para avaliar a eficdcia da vacina contra a gripe, sendo relevante
principalmente em estudos de saldde piblica (Beyer et al, 2004).

Em nosso estudo, os niveis de anticorpos anti-HA pré-vacinais foram
predomimantemente baixos, o que colaborou para a avaliacdo da resposta humoral.
Os resultados de soroprotecdo do presente estudo permitiram demonstrar que, a
vacinacdo em transplantados renais é uma boa estratégia preventiva, porque induz a
producdo de anticopos anti-HA. Ao contrério, Vilchez et al sugerem que a vacinacéo
ndo deveria ser a estratégia profildtica ideal nestes individuos, e sim a utilizacGo
profildtica de medicamentos antivirais, justificado pela menor producdo de anticorpos
séricos anti-HA apés a vacina, e também pela ocorréncia de um caso de infeccé@o
aguda grave pelo virus influenza A mesmo apés a vacinacao (Vilchez et al, 2002b).

No Brasil, em um estudo realizado em populacdo de idosos institucionalizados,
a taxa de protecdo apds a vacina contra a gripe foi de 30,8% somente (Bellei et al,
2006), enquanto que em outro estudo em idosos ndo institucionalizados, a taxa de
protecdo foi de 80% (Lino, 2001), resultados, respectivemente inferiores e superiores as
taxas de protecdo encontrados no presente estudo.

Em uma populacdo de transplantados pedidtricos submetidos ao transplante de
rim ou figado, 67% apresentaram soroprotecéo apds a vacina contra a gripe, resultado
pouco superior se comparado com o nosso estudo (Duchini et al, 2003).

No presente estudo, somente 9,3% dos pacientes apresentaram fitulos de
anticorpos anti-HA =1:40 antes da vacinacdo para as cepas HINT e H3N2 do virus
influenza A, o que pode ser em decorréncia de infecgdes prévias por outros virus que
compartilham antigenos comuns (Cavdar et al, 2003). Os baixos titulos de protecé@o

pré-vacinais podem indicar provavel auséncia de vacinacGo anterior contra a gripe
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nesta populacé@o, pois nGo foi possivel determinar o percentual prévio de vacinados.
Estudo em pacientes transplantados renais demonstrou que as taxas de protecGo pré-
vacinal para os virus influenza A HINT e H3N2 e influenza B foi de 78%, 50% e 83%
respectivamente, taxas maiores do que as encontradas no presente estudo, sugerindo
vacinacdo anterior (Scharpé et al 2007). Em outro estudo em transplantados de rim
adultos vacinados contra a gripe, as taxas de protecdo pré-vacinal para os virus
influenza A HIN1 e H3N2 e influenza B foi de 17%, 76% e 41% respectivamente
(Cavdar et al, 2003). Nos dois estudos descritos acima, as altas taxas de protecdo pré-
vacinais poderiam dificultar a andlise da resposta humoral apés a vacina.

No nosso estudo, apds a vacinacdo, a taxa de protecdo para as cepas HINT1 e
H3N2 do virus influenza A aumentou de 9,3% para 45,3% e 33,3% respectivamente,
mostrando resposta imune adequada & vacina para as cepas mais patogénicas da
gripe. Um estudo mostrou em pacientes transplantados de rim ou figado em uso de
inibidores de calcineurina, taxas de protecéo para as cepas HINT, H3N2 de 44% e
81% respectivamente, resultado superior para a cepa H3N2, ao encontrado no
presente estudo (Willcocks et, 2007). Recentemente, outro estudo comparou
transplantado de rim com voluntdrios sadios vacinados contra a gripe, mostrou altos
niveis de protec@o pés-vacinal, com taxas de protecdo para as cepas HINT, H3N2 do
virus influenza A de 92,7%, 78,7% respectivamente, resultados superiores aos do
presente estudo. Porém, as taxas de protec@o pré-vacinal foram elevadas (50% a 78%),
o que dificultou a andlise final da resposta imune (Scharpé et al 2007).

No nosso estudo, a maior resposta humoral para a cepa HIN1 comparada a
cepa H3N2 poderia estar relacionada & concentracdo de antigenos vacinais, |G que na
composi¢do da vacina anti-influenza 2004-2005 trivalente inativada, a concentracéo
de antigenos de hemaglutinina na cepa A/Nova Caledénia/20/99 (H1N1)-like foi de
15ug, enquanto que na cepa vacinal A/Wellington/1/2004 (H3N2)-like, a
concentracdo de antigeno hemaglutinina foi de 10ug. De acordo com as
recomendacdes da Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) cada cepa de antigeno
vacinal deve conter no minimo 15Wg, entretanto, em virtude da menor quantitade de

estoque mundial da cepa A/Wellington/1/2004 (H3N2)-like no ano de 2005, a vacina
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fornecida pelo Instituto Butantd de Sao Paulo, Brasil e distribuida nacionalmente para a
campanha de vacinagéo do idoso do Ministério da Satde continha menor dose. Com
a finalidade de aumentar a producéo de anticorpos protetores, alguns autores sugerem
que a quantidade de antigenos na vacina contra influenza seja maior que 15ug,
enquanto outros sugerem que seja realizada uma dose de reforco da vacina (booster)
até um més apds a primeira dose (Zei et al, 199; Keren et al 1988). Realizar uma dose
de reforco da vacina contra gripe em pacientes que ndo produziram anticorpos anti-HA
apds a primeira dose foi eficiente em transplantados de figado, com aumento dos
anticorpos protetores de 68% a 80% (Soesman et al, 2000). Outros estudos,
entretanto, ndo foram capazes de demonstrar um aumento significante na producéo de
anticorpos anti-HA apds a segunda dose da vacina (Blumberg et al 1996; Smith et al;
1998; Scharpé et al 2007).

No presente estudo, nenhum paciente apresentou anticorpos protetores para o
virus influenza B antes da vacinac@o, e somente um apresentou producdo de anticorpos
anti-HA para o virus influenza B apés a vacinacdo. No Brasil, no perfodo de janeiro a
dezembro de 2005, o laboratério de virologia do Instituto Adolfo Lutz, integrante da
Rede Nacional de Vigilancia da Influenza, detectou a circulacdo das cepas
B/Jiangsu/10/2003 like, B/Hong Kong/330/2001 e da cepa B/Shanghai/361/2002-
like, esta ¢ltima, contida na vacina. Todavia, é possivel que a circulacdo do virus
influenza B na populacdo em geral, tenha ocorrido preferencialmente por uma cepa
imunologicamente diferente da cepa vacinal, fato que j& foi demonstrado por vérios
autores , e responsdvel pela menor producdo de anticorpos especificos apds a
vacinacdo (Burroughs et al, 2000; Vilchez et al, 2002a; Dichini et al, 2003).

Apesar da auséncia de resposta imune ao virus influenza B em quase todos os
pacientes, a gripe é mais grave quando causada pelo virus influenza A, e menos
intensa quando produzida pelo virus influenza B (Blaine et al, 1980). Nao obstante,
parece que a capacidade imunogénica do antigeno influenza B vacinal é inferior aos
outros componentes HINT e H3N2 do virus influenza A da vacina frivalente.
Utilizando uma versdo atualizada da vacina inativada trivalente contra a gripe,

Sanches-Fructuoso et al demonstraram que, somente 4,7% e 20,5% dos transplantados
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renais foram capazes de produzir resposta imune para o virus influenza B apds um e
trés méses respectivamente (Sanchez-Fructuoso et al, 2000).

Em relacdo & taxa de soroconversé@o, ou seja, a proporcdo de pacientes com o
aumento de pelo menos quatro vezes nos titulos de anticorpos anti-hemaglutinina apés
a vacinacdo, no presente estudo as taxas foram respectivamente de 36% e 25,3%, para
as cepas HINT e H3N2 do virus influenza A, e para o virus influenza B foi de somente
1,3%. J4a em 1977, Stiver et al mostrou em transplantados de rim que utilizaram vacina
contra a gripe contendo somente dois antigenos virais, taxas de soroconverséo de 31%
para a cepa H3N2 do virus influenza A e 24% para o influenza B, resultado superior
somente para cepa de influenza B em relacdo ao presente estudo (Stiver et al, 1977).
Recentemente, as taxas de soroconversdo para as cepas HIN1 e H3N2 do virus
influenza A e do virus influenza B, apds a vacinacGo em transplantados no estudo de
Scharpé et al, foram 45%, 30% e 27,5% e no estudo de Cavdar et al, e 35%, 11% e
29% respectivamente (Scharpé et al 2007; Cavdar et al, 2003). As taxas de
soroconversdo para as cepas do virus influenza A encontradas no presente estudo
foram similiares as descritas nos estudos citados acima. Em uma populacéo de
individuos saudéveis com idade maior de 62 anos vacinados contra a gripe, as taxas
de soroconversdo para as cepas HIN1 e H3N2 do virus influenza A e do virus
influenza B, foram 42,2%, 91,1% e 42,2% respectivamente, resultado superior aos
encontrados no presente estudo (Brydak et al, 2003).

Na literatura consultada néo foi encontrado nenhum trabalho que analisou
periodicamente os TMG durante seis meses consecutivos juntamente com taxas de
soroprotec@o e soroconversdo em transplantados de rim vacinados contra a gripe,
sendo assim, ndo foi possivel fazer uma comparacdo detalhada dos resultados deste
trabalho com outras publicacdes.

Vdrias causas podem ser creditadas & baixa resposta humoral apds a vacina
trivalente inativada contra os virus da gripe em populacées de imunossuprimidos ou
transplantados, como: a auséncia de atividade replicativa nas vacinas inativadas, néo
havendo habitualmente uma resposta imunolégica tdo satisfatéria quanto & obtida com

as vacinas de microrganismo vivo; pacientes muitos jovens e idosos; a presenca de
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doencas crénicas; o tipo de érgdo transplantado; o tempo apés o transplante; o tipo
de drogas imunossupressoras utilizadas. Mesmo independente do estado imune do
hospedeiro, a viruléncia dos virus influenza pode variar de forma sazonal, e a
capacidade de induzir resposta imune pode variar entre as cepas circulantes de virus
influenza e também entre as cepas vacinais. E possivel que as cepas contidas na vacina
em determinado ano ndo sejom antfigenicamente relacionadas com os virus em
circulacéo naquele ano em particular (Burroughs et al, 2000; Cavdar et al, 2003;
Brydak et al, 2003).

Na populacéo estudada, a possivel influéncia do tempo decorrido entre a
realizacdo do transplante e a vacinacdo, na resposta imune mostrou que pacientes que
realizaram o transplantante hd menos de 87 meses, apresentaram menor producdo de
anticorpos do que aqueles que foram transplantados em tempo superior. Refletindo
possivelmente que, quanto maior o tempo decorrido apéds o transplante, melhor é a
resposta imunolégica.

Além disso, a utilizagdo de azatioprina e micofenolato de mofetil modificou a
producdo de anticorpos anti-HA apds a vacinacéo, enquanto que outros fatores como
sexo, tipo de doador, as diversas doencas de base e a utilizacdo de tacrolimo,
ciclosporina, sirolimo e metilprednisolona, ndo interferiram na resposta & vacina.

Willcocks et al estudaram a influéncia do uso de esquema de imunossupress@o
com os inibidores de calcineurina (ciclosporina ou tacrolimo) ou sirolimo na resposta &
vacina em transplantados de rim e figado, e demonstraram que a producdo de
anticorpos anti-HA foi semelhante entre os dois grupos, e ndo houve interferéncia de
outros fatores na taxas de resposta a vacina (Willcocks et al, 2007). Outro estudo em
transplantados de rim vacinados contra a gripe, mostrou que somente as taxas de
protecdo pré-vacinais e o uso de MMF reduziram a resposta & vacina (Scharpé et al,
2007).

Outros fatores, como a maior circulacdo de virus influenza em uma
determinada época do ano associado ao regime de imunossupressdo, foram fatores

associados a menor resposta a vacina de gripe em transplante de medula éssea

(Machado et al, 2005).
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No presente estudo, o MMF reduziu as taxas de protecdo para as cepas HINT e
H3N2 e a taxa de soroconverséo para a cepa HINT do virus influenza A, quando
comparado com o uso de azatioprina.

J& s@o conhecidos os efeitos inibidores potentes sobre a imunidade humoral do
MMF em pacientes transplantados de rim (Smith et al, 1998; Rentenaar et al, 2002).
Sanchez-Fructuoso et al demonstraram tendéncia & menor producdo de anticorpos
anti-HA apés a vacina contra influenza em transplantados renais que faziom uso de
MMF (Sanchez-Fructuoso et al, 2000). Em estudo recente, demonstrou-se que o uso de
MMF foi responsavel pela reducéo de 2,6 a 5 vezes nas taxas de soroconversdo &
vacina contra a gripe em transplantados de rim (Scharpé et al 2007). Ao contrdrio dos
resultados encontrados no presente estudo, Versluis et al demonstraram que a resposta
humoral & vacina contra a gripe em transplantados de rim foi inferior em pacientes que
utilizavam ciclosporina quando comparado com azatioprina (Versluis et al, 1986).

Nao foram incluidos voluntdrios sadios para a comparacdo de resposta imune.
Vdrios estudos anteriores compararam transplantados de érgéos com voluntdrios sadios
e os resultados, com poucas excecdes, mostram menor producdo de anticorpos anti-
HA apés a vacina contra gripe nos imunossuprimidos (Stiver et al, 1977; Sanchez-
Fructuoso et al, 2000; Vilchez et al, 2002a; Cavdar et al, 2003; Scharpé et al, 2007).
Todavia, a maioria dos estudos concluem que a resposta imune & vacina é adequada,
com excecdo de Vilchez et al e Blumberg et al que encontraram resposta imune
insuficiente apds a vacina (Blumberg et al 1996; Vilchez et al, 2002b). A resposta
imune induzida pelo virus da gripe é complexa e inclui a perfeita interacdo entre
imunidade humoral e celular, e ocorre principalmente pela producéo de anticorpos
anti-hemaglutinina e anti-neuraminidades e de gama-interferon (IFN-Y) produzido pelas
células T periféricas (Ballet et al, 2006).

No presente estudo, a producdo de anticorpos para as cepas HINT e H3N2 do
virus influenza A manteve-se em elevacdo por tempo inferior nos seis meses de
avaliacdo e o numero de eventos de protecdo & vacina foi menor em pacientes que

usavam MMF, e maiores nos pacientes que utilizaram azatioprina, mostrando que a
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resposta imune é maior e mais duradoura em transplantados renais imunossuprimidos
com azatioprina do que os que utilizam micofenolato de mofetil.

Os estudos que analisam a efic4cia da vacina contra a gripe nos transplantados
de égdos sélidos preocupam-se com a quantificacGo dos anticorpos anti-HA, sem
determinar a real frequéncia das doencas respiratérias apds a vacinacdo, e
comumente, ndo existe a preocupacdo em diferenciar a infeccdo respiratéria causada
pelo virus da gripe das infeccdes causadas por outros virus respiratérios, tais como o
viris sincicial respiratério (VSR) , adenovirus e os virus parainfluenza 1, 2 e 3, que sdo
cada vez mais reconhecidos como causas de complicacées graves nesta populacéo
(American Society of Transplantation, 2004a). H& poucos estudos prospectivos que
usam técnicas diagnosticas atuais para o diagnéstico de infeccdes virais respiratérias
em transplantados, e a maioria em transplante de medula éssea e de pulmao (Ison,
2005). Um estudo retrospectivo em um Unico centro demonstrou que transplantados de
medula éssea alogénico, que apresentaram infeccdes por influenza, VSR, parainfluenza
e picornavirus desenvolveram pneumonia grave, com mortalidade global de 15%
(Chemaly et al, 2006).

No presente estudo, realizamos sistematicamente, a pesquisa nas secrecdes
nasofaringeas dos virus influenza A e B, parainfluenza 1,2 e 3, virus sincicial
respiratério (VSR) e o adenovirus. Apesar de 68% dos transplantados, ao longo dos seis
meses de seguimento apresentarem sinfomas respiratérios, em somente seis pacientes a
pesquisa direta do virus nas secrecdes nasofaringeas foi positiva, sendo que dois deles
que néo produziram resposta vacinal eficiente, foi encontrado o virus influenza. Um
deles assintomdtico infectado pelo virus influenza B e o outro pelo virus influenza A,
com sinfomas mais intensos que permaneceram por seis semanas, possivelmente pela
maior patogenicidade da cepa de influenza A (Kilbourne, 2006). Entretanto, ndo
houve necessidade de internacdo hospitalar e a funcdo renal manteve-se preservada.
Em transplantados de rim, Vilchez et al descreveram apds gripe a presenca de
miocardite, miosite, bronquiolite obliterante e dois casos bem documentados de

rejeicGo aguda ao enxerto (Vilchez et al, 2002a).
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O VSR foi identificado em dois pacientes, um assintomdtico e o outro com
sinfomas leves de vias aéreas superiores. O VSR é descrito como o virus respiratério
mais comum em transplantados de medula 6ssea, com patogenicidade varidvel,
porém, em transplantes de égdos a incidéncia parece estar crescendo, especialmente
naqueles com linfopenia (American Society of Transplantation, 2004a). Em criancas
transplantadas de rim com diagnéstico de infeccdo pelo VSR, os sintomas foram
semelhantes aos encontrados no presente estudo, entretanto, trés pacientes
desenvolveram rejeicdo aguda imediatamente apés a infeccao (Miller et al, 1996).

O virus parainfluenza (PIV) 3 foi também diagnosticado em dois pacientes,
ambos com sintomas respiratérios associados & dispnéia e cansaco, e um paciente
apresentou sintomas gastrointestinais. Infeccdes por PIV sdo também descritos com
mais frequéncia nos transplantados de medula éssea e pulméao, associados & rejeicdo e
bronquiolite obliterante (Ison, 2005). Foi descrito epidemia de PIV 3 em uma unidade
de transplante de rim com descricdo de 16 pacientes infectados com sinfomas
respiratérios moderados, sem sinftomas gastrointestinais ou episédios de rejeicdo, ndo
havendo impacto na mortalidade global (DeFabritus et al, 1979).

No presente estudo, a pesquisa de adenovirus nas secrecées respiratérias foi
negativa em todas as amostras. Ha relatos de infeccdo pelo adenovirus em vias aéreas
em transplantados que evoluiram com cistite hemorrégica e bronquiolite (Ison, 2005).
Estudos recentes sugerem que a infeccdo pode ocorrer com frequéncia apds
transplantes de érgéos sélidos (7,2%-22,5%), porém, evoluem de forma assinftomdética
com baixa morbidade (Humar et al, 2004).

Existe pouca informacdo relativa ds consequéncias clinicas das infeccdes virais
respiratérias em transplantados de égdos. Um estudo recente prospectivo demonstrou
complicacées bacterianas secundérias em 18,5% dos pacientes, com necessidade de
hospitalizacGo em 5% deles, diferentemente, nenhum paciente em nosso estudo
necessitou internacé@o hospitalar (Lopez-Medrano et al, 2007).

O pequeno nimero de agentes identificados no nosso estudo deve-se
provavelmente ao longo tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e a coleta da

secrecdo nasofaringea, em média 9,7 dias. O sucesso diagndéstico da pesquisa direta
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de virus nas secrecdes nasofaringeas depende da precocidade da coleta, de
preferéncia entre o terceiro e quinto dia apds o inicio dos sinfomas respiratérios.
Também ¢é descrito que a sensibilidade da pesquisa de virus nas vias aéreas pode ser
mais baixa em transplantados (Ison, 2005).

Geralmente, a vacina inativada trivalente para os virus influenza A e B é bem
tolerada, com baixa incidéncia de complicacdes, apesar de relatos esporddicos de
inducéo de rejeicdo ao enxerto, de complicacdes neuroldgicas e de sinfomas
relacionados a gripe (Cavdar et al, 2003; Scharpé et al 2007). Sanchez-Fructuoso et al
relataram algum tipo de evento adverso em somente 2% dos transplantados de rim
apés a vacina contra a gripe, resultados semelhantes aos encontrados no presente
estudo (8%), no qual os eventos adversos foram infrequentes e brandos. Néo houve
reacdes alérgicas cutbneas, episddios de rejeicGo aguda, piora da funcdo renal e
tampouco complicacdes neurolégicas ao londo dos seis mese de observacao.

Apesar de amplamente recomendado como a principal estratégia profilética
para infeccdes pelo virus influenza A e B em transplantados de érgdos, muitos
pacientes néo sdo imunizados contra o virus da gripe. Recentemente, um estudo sobre
infeccdes virais respiratérias em transplantados de rim, figado e coracdo, mostrou que
somente 54% dos pacientes haviam recebido vacina contra a gripe (Lépez-Medrano et
al, 2007). As razdes para a auséncia de vacinacdo estdo geralmente relacionadas &
possiveis reacdes & vacina, a falta de preocupacdo com a gripe, a falsa ideia de que
apds a vacinacdo “do idoso” estes podem evoluir com sinftomas de gripe, & baixa
producdo de anticorpos especificos causada pelo uso de imunossupressores e até pela
preocupacdo de possivel rejeicdo ao enxerto (Muora et al, 2004; Duchini et al, 2003).

Ao final do presente estudo, aplicou-se um questionério direcionado & verificar
como os pacientes consideraram a vacinacdo em termos de confiabilidade e satisfacé@o
, e a disposicdo de realiza-la anualmente como método profildtico. A maioria dos
pacientes que responderam das perguntas considerou que a vacina os protegeu contra a
gripe. Também, demonstraram interesse em receber a vacina novamente e a indicariom
aos familires. Este resultado mostra aceitago e confiabilidade da vacina contra a gripe

na populacdo estudada de transplantados de rim, provavelmente pela baixa ocorréncia
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de efeitos colaterais locais e sistémicos relacionados & vacina, pelo pequeno nimero
de pacientes que apresentaram gripe diagnosticados pela pesquisa direta nas secrecoes
nasofaringeas e principalmente pelo fato da vacina néo ter induzido danos diretos ao
enxerto. De fato, na fase inicial da pesquisa havia o receio dos pacientes que a vacina,
ndo somente poderia “produzir gripe ou resfriado”, mas também que apds a vacinacdo
a func@o renal poderia deteriorar ou interferir na acéo das drogas imunossupressoras.
Todavia, existe a possibilidade destes dados apresentarem viéses, pois, o questiondrio
foi aplicado pelo préprio investigador que durante a conducdo da pesquisa
acompanhou os pacientes com maior frequéncia do que o habitual. Ou seja, a
seguranca e confiabilidade da vacina podem ter sido confundidas com a seguranca do
acompanhamento ambulatorial mais estreito.

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que pacientes transplantados de
rim vacinados contra a gripe, produziram anticorpos contra as cepas do virus influenza
A, e ndo para o virus influenza B. Pacientes imunossuprimidos com micofenolato de
mofetil e aqueles transplantados hd menos tempo, apresentaram menor resposta imune
do que aqueles que foram transplantados hd mais tempo e que utilizavam azatioprina.

Os eventos adversos relacionados & vacina foram infrequentes e leves.
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6 CONCLUSOES

Na populacéo estudada de receptores de transplante renal:

1. A vacinacdo contra a gripe produziu resposta imune humoral ao virus
influenza A. Houve maior producé@o de anticorpos anti-hemaglutinina para a
cepa HINT do que para a cepa H3N2, e os fitulos de anticorpos
permaneceram estdveis durante seis meses. N&o houve producdo de

anticorpos para o virus influenza B.

2. Individuos que receberam o enxerto hd menos de 87 meses apresentaram

menor taxa de protecdo para a cepa HINT e soroconversdo para a cepa

HINT e H3NZ2.

3. Alimunossupressdo farmacolégica com micofenolato de mofetil associou-se
a menor taxa de protecdo para as cepas HINT e H3N2, e soroconverséo
para a cepa HINT do virus influenza A, quando comparado & utilizacdo de

azatioprina.

4. A identificacdo dos virus influenza A e B, adenovirus, virus sincicial

respiratério e parainfluenza 1, 2 e 3 nas secrecées nasofaringea foi baixa.
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5. A frequéncia de eventos adversos diretamente relacionados com a

vacinacdo foi pequena e sem gravidade.

6. A maioria dos transplantados de rim e vacinados, consideraram que a

vacina os protegeu contra a gripe.

7 ANEXOS
ANEXO 1- FICHA CLINICA DE AVALIACAO INICIAL E DADOS DA VACINAGAO.

Identificacéo:

(1)Nome:
(2)ldade: (3)Sexo: (4)Data TX: / /
(5) Quantos Transplantes Realizou: 1 2

(6) Tipo de Doador: Vivo falecido

(7)Doenca de base:

Imunossupressdo:
(1)Ciclosporina (2)Tacrolimo (3)Sirolimo
(4)Azatioprina (5)Micofenolato mofetil B

(6) Prednisona



ANEXO-2 EFEITOS ADVERSOS DA VACINA.

Vacinagdo:

(1) Data da vacinagéo: /[

(2) Sitio de aplicacéo da vacina:
(3)Efeitos colaterais apds vacinacdo: Sim
(4) Tempo (dias) apds vacinagdo:

(5)Quais Sintomas:

Néo
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ANEXO-3 QUESTIONARIO DE ACEITACAO E CONFIABILIDADE A VACINA.

(1) A Vacina protegeu contra a gripe? Sim Nao

(2) Vocé Tomaria a vacina novamente? Sim Nao

(3) Vocé Indicaria a vacina para familiares2 Sim Nao

62



63

ANEXO-4 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

COLETA DE LAVADO DE NASOFARINGE PARA PESQUISA DE VIRUS
RESPIRATORIOS, INFLUENZA A e B, PARAINFLUENZA, VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO E ADENOVIRUS, APOS VACINACAO.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Numero do Protocolo Nome do Paciente

ESTUDO:

Vocé realizou um transplante de rim ha pelo menos 6 meses e esta usando medica¢des para evitar
complicagdes no enxerto como as rejeicoes. Estas medicagdes que vocé usa diariamente fazem com
que a imunidade do seu organismo fique mais baixa, e portanto vocé pode adquirir infeccdes com
maior frequéncia do que as pessoas que nao usam eses remédios para evitar rejeicao.

As infecgdes mais frequentes que existe sdo o resfriado comum e a gripe. O resfriado pode ser
causado pelos virus parainfluenza ou pelo virus sincicial respiratorio ou até pelo adenovirus. Ja a
gripe € causada por virus que se chama influenza do tipo A e B. A gripe por influenza pode causar
febre, tosse, mal estar, coriza nasal, dores no corpo ¢ fraqueza. Porém, nas pessoas que sao
transplantadas, a gripe por influenza pode causar sintomas pulmonares mais fortes como
pneumonia, sinusite, otite e complicacdes em outros 6rgaos inclusive no enxerto.

A gripe e o resfriado comum sdo transmitidos com facilidade por via respiratoria, e a forma de
contrair estes virus ¢ sempre através do contato com outras pessoas que estdo com o virus da gripe
ou do resfriado de forma encubada ou ja com tosse e espirros. Pessoas de sua propria familia e
outras pessoas que podem estar em qualquer lugar como no 6nibus ou metrd também podem
transmitir estes virus.

Existe vacina contra o virus influenza A e B da gripe que ¢ feita com virus inativados (virus que
estdo mortos ¢ ndo produzem mais doengas) e que € realizada em pessoas sadias e também em que
tem a imunidade baixa como a sua, nas pessoas idosas e nos diabéticos ou transplantados. A vacina
estimula o organismo a produzir anticorpos contra o virus influenza.

As pessoas que receberam um transplante de rim hd mais de 6 meses e que estdo usando
medicacdes contra rejeicdo deveriam ser vacinadas para evitar que a gripe comprometa o pulmao ou
ou enxerto. A justificativa da vacinacdo € no sentido de proteger as pessoas transplantadas de
adquirirem a gripe e suas formas graves.

OBJETIVOS DO ESTUDO:

Neste estudo planejamos vacinar contra os virus influenza A e B da gripe pessoas que receberam o
transplante apds 6 meses e que nao tenham sido vacinadas antes de realizar o transplante.

Apos 3 semanas da data da vacinagdo e de 3 em 3 semanas até completar 6 meses apos a vacina as
pessoas transplantadas serdo submetidas a colheita de secre¢des nasais para que seja realizada a
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pesquisa dos virus causadores de resfriado e de gripe. As pessoas que apresentarem um ou mais dos
sintomas respiratorios tais como, tosse seca ou produtiva, coriza nasal, febre, cefaléia, chiado no
peito, falta de ar e dor no corpo, serdo também submetidas a colheita de secrecdes nasais para que
seja realizada a pesquisa dos virus causadores de resfriado e de gripe.

Para colher esta secrecdo € preciso fazer uma lavagem das duas narinas com soro e deve-se assoar o
nariz em um copo coletor. Este procedimento pode ser um pouco desconfortavel, mas ndo oferece
nenhum risco. O material ¢ encaminhado ao laboratério onde véarias técnicas sdo feitas para
identificar-se corretamente o virus

Sera também colhida amostra mensal de sangue para determinar a quantidade de anticorpos que
foram induzidos pela vacina. O objetivo deste estudo ¢ saber se a vacina contra a gripe confere
protecao aos pacientes transplantados renais que tomam medicagdes para rejeicao, € se a pessoa que
¢ vacinada tem capacidade de evitar o aparecimento dos sintomas de gripe. Também avaliaremos se
as pessoas que apresentarem sintomas respiratorios estao infectadas com outros virus causadores de
resfriado como o parainfluenza, o virus sincicial respiratdrio ou o adenovirus.
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO:

Se vocé decidir participar deste estudo, vocé recebera uma tnica dose intramuscular de 0.5 ml da
vacina de virus inativado anti-influenza A e B, pelo menos 6 meses apos ter recebido um rim
transplantado.

Todos os individuos que apresentarem um ou mais dos sintomas respiratorios apds a vacinagao tais
como, tosse seca ou produtiva, coriza nasal, febre, cefaléia, chiado no peito, falta de ar e dor no
corpo sera submetida a colheita de secre¢oes nasais através da lavagem das duas narinas com soro e
em seguida deve-se assoar o nariz em um copo coletor. Estes exames serdo colhidos também a cada
3 semanas a partir da data da vacinacdo até o quarto més, mesmo se vocé ndo apresentar sintomas
respiratorios.

Também sera realizada a cada més, a colheita de amostra de sangue para determinar a concentragao
de anticorpos de defesa contra os virus da gripe induzidos pela vacinagao.

Para participar deste estudo, vocé deve ter mais de 18 anos e estar sentindo-se bem, ter a fungdo do
rim transplantado estavel, e ndo pode estar usando antibidticos para infecgdes.

Vocé nado pode participar do estudo se vocé tiver antecedentes de alergia a proteina de ovo ou ja
tiver tido complicacdes alérgicas anteriores com outras vacinas.

Antes de receber a vacina, sera realizado exame fisico completo e colhidos exames de sangue para
determinar os niveis de anticorpos contra os virus da gripe.

Durante o periodo de acompanhamento, vocé tera visitas médicas ambulatoriais a cada 3
semanas (ambulatorio da clinica de nefrologia da Santa Casa de Sdo Paulo) e também visitas a
Santa Casa de Sdo Paulo todas as vezes que vocé apresentar sintomas respiratorios de resfriado ou
gripe. Serdo realizados exames de sangue mensal para determinar os niveis de anticorpos contra os
virus da gripe, e hemograma e fungo renal (creatinina) e colheita de secregdes nasais através da
lavagem das duas narinas com soro seguido da coleta da secrecdo em um copo coletor.

DURANTE O PERIODO DE ACOMPANHAMENTO, QUE TERA A DURACAO
APROXIMADA DE SEIS MESES APOS A VACINACAO, VOCE TERA QUE COMPARECER
O MAIS RAPIDO POSSIVEL A SANTA CASA PARA COLHEITA DE SECRECOES NASAIS
SEMPRE QUE VOCE APRESENTAR SINTOMAS RESPIRATORIOS DE GRIPE OU
RESFRIADO. AINDA, VOCE TERA ACOMPANHAMENTO MENSAL ATRAVES DE
VISITAS MEDICAS NO AMBULATORIO DA CLINICA DE NEFROLOGIA DA SANTA
CASA DE SAO PAULO.

BENEFiCIOS E POSSIVEIS EFEITOS COLATERAIS:

Os beneficios com a vacinagdo sdo para proteger as pessoas transplantadas renais de adquirirem
gripe e suas formas graves como pneumonia, otite, sinusite e doengas que possam comprometer o
enxerto. Isto evitaria usar antibidtico e internagdes hospitalares.

Apesar da vacina contra o virus influenza ser composta de virus inativado, raramente podera haver
efeitos colaterais como reag@o local a aplicacdo da vacina intramuscular, tais como dor e eritema
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local (vermelhiddo). Sintomas sistémicos sdo raros , porém, febre, mal estar e dores no corpo
podem ocorrer até 2 dias apds a vacinagdo e desaparecem espontaneamente.

SEUS DIREITOS:

A participacdo neste estudo € totalmente voluntaria: voc€ ndo € obrigado a fazer parte deste estudo.
O seu tratamento e a atitude de seu médico com respeito a vocé ndo serdo afetados caso vocé decida
nao fazer parte deste estudo. Vocé precisara assinar um documento dizendo que vocé esta dando o
seu consentimento em participar.

Se vocé concordar em participar, vocé podera, contudo, retirar-se do estudo a qualquer momento
sem penalizacdo alguma e sem prejuizo aos seus cuidados. Para a sua propria seguranga, €
aconselhavel avisar o investigador responsavel se vocé pretender retirar-se do estudo.

As informagdes obtidas a seu respeito durante o curso deste estudo permanecera confidencial. No
registro dos resultados deste estudo, vocé sera referido apenas por um nimero de codigo e suas
iniciais.

Vocé recebera uma copia deste documento de consentimento informado e podera solicitar
informacdes adicionais, a qualquer tempo, durante o estudo, da pessoa abaixo.

Dr. Mauro José Costa Salles
Telefone Celular: 0 11 91277289.
Telefone Consultorio: 0 11 32267792

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO:

1. Declaro ter lido o consentimento informado. Recebi explicacdo da natureza, objetivo, duragao,
efeitos e riscos previsiveis do estudo. Minhas duvidas foram esclarecidas.

2. Concordo em tomar parte deste estudo, cooperando totalmente com o investigador, com o qual
me comunicarei caso sofra qualquer sintoma inesperado ou incomum durante o estudo. Durante
todo o periodo de estudo, comunicarei o investigador sobre quaisquer outros tratamentos médicos
que se fizerem necessario.

3. Ja informei ao investigador sobre doencas anteriores , sobre os medicamentos usados

4. Estou ciente de que, se ndo cooperar integralmente com as solicitacdes e orientagdes do
investigador, posso prejudicar-me ao participar deste estudo.

5. Entendo que a minha participagdo neste estudo ¢ voluntdria e que posso recusar minha
participacdo ou retirar-me do estudo, a qualquer tempo, sem nenhuma penalidade ou perda ou perda
de beneficios aos quais eu tenha direito.

6. Estou ciente que este estudo foi submetido a um Comité de Etica.

7. Concordo que os resultados do estudo sejam comunicados as autoridades apropriadas, € que os
dados do estudo sejam publicados em revistas cientificas especializadas.

Meu nome e enderego permaneceram confidenciais.

8. Representantes do Comité de Etica ou autoridades governamentais podem querer examinar meus
registros médicos para verificar as informacdes coletadas. Ao assinar este documento, dou minha
permissao para esta revisdo de meus registros médicos.

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, concordo em participar da presente pesquisa.

Sdo Paulo, de de

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal
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Assinatura do Pesquisador (carimbo e nome legivel)
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RESUMO

A vacina de virus inativados para influenza em transplantados de érgaos tem
mostrado variacdo nas taxas de resposta imune, e pode estar associada ao uso de
diferentes drogas imunossupressoras. Este estudo avaliou prospectivamente em
transplantados renais a resposta imune humoral & vacinag@o contra a gripe, e realizou
vigilancia clinica e laboratorial das infeccées respiratérias. Setenta e cinco pacientes
com pelo menos seis meses de transplante receberam a vacina trivalente inativada para
os virus influenza A e B. Realizou-se a dosagem de anticorpos anti-influenza antes da
vacinacdo e mensalmente até seis meses. A cada trés semanas realizou-se investigacdo
clinica e também coletou-se lavado nasofaringeo para a pesquisa de virus respiratérios.
Os Titulos Médios Geométricos pré e pds-vacina para as cepas HINT e H3N2 dos
virus influenza A foram 2,57 e 13,54 (P=0,001) e 2,44 e 7,29 (P<0,001)
respectivamente. As taxas de protecdo pré e pds-vacina para as cepas HINT e H3N2
foram 9,3% e 45,3% (P<0,001) e 9,3% e 33,3% (P<0,001) e a taxa de soroconversdo
para as cepas HINT e H3N2 foram de 36% e 25,3% respectivamente. Nao houve
resposta imune ao virus influenza B vacinal. O uso de MMF e pacientes transplantados
h&4 menos de 87 meses apresentaram menor resposta imune apds a vacina. A
positividade da pesquisa de virus respiratérios pelo lavado nasofaringeo foi capaz de
identificar somente seis episédios. Os eventos adversos foram leves e infrequentes.
Conclui-se que a vacina para gripe em transplantados renais produziu resposta imune
efetiva somente para o virus influenza A, o uso de MMF e os transplantes realizados ha
menos tempo, reduziu a imunidade humoral & vacina. A positividade da pesquisa de

virus em lavado nasofaringeo foi baixa e os eventos adversos foram infrequentes e leves.

ABSTRACT

The innactivated influenza vaccine response in solid organ transplanted recipients has
shown conflicted results, which can be associated with different immunosupressive
regimens. The purpose of this study was to prospectively access the humoral immune

response to the innactivated influenza vaccine in kidney transplant recipients and also to
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perform a clinical and laboratory surveilllance of the upper respiratory tract infections.
Seventy-five renal transplanted individuals with at least six months of transplantation
received one dose of inactivated trivalent influenza vaccine. Anti-influenza antibody
response against each strain was measured before and 1 to 6 months after vaccination.
Virus isolation from nose-and-throat washes were collected every three weeks. After
vaccination, the geometric mean titer of HIN1 and H3N2 strains increased from 2,75
and 2,44 to 13,54(P=0,001) and 7,29(P<0,001) respectively. Pre and post-
vaccination protection rates for HIN1 and H3N2 increased from 9,3% to 45,3%
(P<0,001) and 9,3% to 33,3% (P<0,001). The HINT and H3N2 seroconversion rates
after vaccination was 36% and 25,3%, respectively. There was no antibody response to
influenza B virus. The use of Mycophenolate Mofetil and transplantion less than 87
months reduced immnu response to HINT and H3N2 strains of influenza A virus.
Diagnosis of symptomatic or asymptomatic patients with virus isolation collected from
nose-and-throat washes was able to detect only six episodes of virus infection. Adverse
events were reported as mild and infrequent. In conclusion, kidney transplant patients
submitted to an anti-influenza vaccination responded with antibody production against
strains HINT and H3N2 of influenza A virus but not to influenza B virus. Use of MMF
and less than seven years of transplantation decreased the humoral immune response to
the anti-influenza vaccine, virus isolation from nose-and-throat washes identified only six

cases and adverse events were mild and rare.

LISTAS E APENDICES

TABELA 1 — Quantificagao mensal do Titulos Médios Geométricos (TMG) dos
anticorpos anti-hemaglutininas para a cepa vacinal H1N1 do virus influenza

A nos 75 transplantados renais, vacinados.

CEPAS IC 95% IC 95%
R Mediana 25% 75% Ccv TMG .
VACINAIS/MES inferior  superior
H1N1/Més1 1,00 1,00 10,0  302,24% 2,57 0,78 23,6
H1N1/Més2 20,00 1,00 40,0 252,96% 13,45 7,33 157,3

H1N1/Més3 20,00 1,00 40,0 248,86% 12,44 6,21 140,1



H1N1/Més4
H1N1/Més5
H1N1/Més6

20,00
15,00
10,00

1,00
1,00
1,00
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40,0 323,38% 12,12 3,74 199,1
40,0 214,98% 11,17 6,40 109,0
20,0 367,74% 10,52 6,17 180,6

Teste de Friedman com P = 0.0013 * p<0,05 vs HIN1M1 (Pds teste de Miller-Dunn)

TMG - Titulo Médio Geométrico
CV - Coeficiente de Variagao

TABELA 2 — Quantificagado mensal dos Titulos Médios Geométricos (TMG)

dos anticorpos anti-hemaglutininas para a cepa vacinal H3N2 do virus

influenza A nos 75 transplantados renais vacinados.

CEPAS IC 95% IC 95%
. Mediana 25% 75% Ccv TMG*

VACINAIS/MES inferior  superior
H3N2/M1 1,00 1,00 10,0 201,95% 2,44 1,03 14,6
H3N2/M2 10,00 * 1,00 40,0 188,03% 7,20 3,74 50,94
H3N2/M3 10,00 * 1,00 40,0 174,88% 7,30 3,56 46,69
H3N2/M4 10,00 * 1,00 20,0 204,51% 5,56 2,23 35,72
H3N2/M5 10,00 * 1,00 20,0 163,63% 5,78 2,26 27,35
H3N2/M6 10,00 * 1,00 20,0 161,69% 6,59 2,69 32,22

Teste de Friedman com P < 0.00001 * p<0,05 vs H3N2M1 (Pds teste de Miller- Dunn)

TMG - Titulo Médio Geométrico
CV - Coeficiente de Variagao
TABELA 3 — Quantificagdo mensal Titulos Médios Geométricos (TMG) dos

anticorpos anti-hemaglutininas para o virus influenza B nos 75
transplantados renais, vacinados.
CEPAS IC 95% IC 95%
. CV* TMG*

VACINAIS/MES inferior superior
FLUB/M1 193.64% 1,16 0,97 2610,00
FLUB/M2 253.30% 1,20 0,87 3738,00
FLUB/M3 346.85% 1,23 0,34 5788,00
FLUB/M4 346.85% 1,23 0,34 5788,00
FLUB/M5 347.89% 1,23 0,35 5711,00
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FLUB/M6 347.89% 1,23 0,35 5711,00

*Titulo Médio Geométrico
* Coeficiente de Variagao

TABELA 4 — Titulos minimos e maximos atingidos antes a apés a vacinagao
para as cepas vacinais H1N1, H3N2 do virus influenza A e para o virus

influenza B nos 75 transplantados renais, vacinados.

’ CEPP"S VACINAIS’ o e IC 95% IC 95%
TITULOS MAXIMOS E MINIMOS inferior superior
MinH1N1 211.47% 1,66 2,16 10,60
MaxH1N1 289.23% 14,56 8,00 199,9
MinH3N2 223.67% 2,12 0,73 11,44
MaxH3N2 167.93% 8,37 4,66 52,74
MinFLUB 174.89% 1,11 0,89 2095,00
MaxFLUB 334.51% 1,23 0,67 5194,00

*Titulo Médio Geométrico
* Coeficiente de Variagao

TABELA 5 — Taxas de protecao antes e apos a vacinagao, para a cepa H1N1 do

virus influenza A nos 75 transplantados renais.

Protecao Protecao
Influenza A H1N1
Pré-vacina Pés-vacina

Nao Sim Total P




% Protecao Pré-vacina
% Protecao Pés-vacina
Sim N
% Protecao Pré-vacina
% Protecao Pés-vacina
Total N
% Protecao Pré-vacina

% Protecao Pés-vacina

60.3 39.7
100 79.4
- 7

- 100

- 206
M1 34

547 453
100 100

100

90.7

100

9.3

75

100

100

<0,001

80

P*<0,05. Teste de McNemar

TABELA 6 — Taxas de protecao antes e apos a vacinagao, para a cepa H3N2 do

virus influenza A nos 75 transplantados renais.

Protecao Protecao
Influenza A H1N1
Pré-vacina Pés-vacina
Nao Sim Total P
Nao N 50 18 68
% Protecao Pré-vacina 73,5 39,7 100



% Protecao Pés-vacina 100 72

90.7

81

H3N2

Sim N - 7 7
% Protecao Pré-vacina - 100 100
% Protecao Pés-vacina - 28 9.3
Total N 50 25 75 <0,001
% Protecao Pré-vacina 66,7 33,3 100
% Protecao Pés-vacina 100 100 100
P*<0,05. Teste de McNemar
HIN1
PROTECAO PRE-VACINA PROTECAO POS-VACINA p
) NAO 41 (60,3%)
NAO (68) < 0,0001
SIM 27 (39,7%)
NAO 0 (0%)
SIM  (07)
SIM 07 (100%)

NAO 50 (73,5%)



82

NAO (68) — 0,0001
SIM 18 (26,5%)

NAO 02 (28,6%)
SIM~ (07)
< SIM 05 (71,4%)

FIGURA 1 - Diferentes taxas de protecdo poés-vacinais dependentes da

protecao pré-vacinal, para as cepas H1N1 e H3N2 do virus Infuenza A.

TABELA 7 — Relagao entre as drogas imunossupressoras e as taxas de
protecao apds a vacinagao para as cepas H1N1, H3N2 do virus influenza A e

para o virus influenza B nos 75 transplantados renais.

CsA TAC SIR AZA MMF
Taxade o 00 Va0 Sim% Nso Sim 9 Nio  Sim % Nio  Sim % Nio
Protecao
CePa 457 448 455 453 667 444 505 316 281 581

p>0,05 p>0,05 p>0,05 p*=0,01 p*=0,01



&3

RR=3,17 RR=0,28

ﬁgﬁ; 31,0 348 27,3 358 333 333 432 237 188 4472
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 *=0,02
RR=0,29
FLUB 0 22 0 1,9 0 1,4 0 2,6 3,1 0
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

p * <0,05. = Teste do Qui Quadrado de Pearson e teste exato de Fisher.

CsA: Ciclosporina A, TAC: Tacrolimo, SIR: Sirolimo,

AZA: Azatioprina, MMF: Micofenolato de mofetil.\

FLUB: Virus influenza B
TABELA 8 — Relagao entre as drogas imunossupressoras e as taxas de
soroconversao apos a vacinagao para as cepas H1N1, H3N2 do virus

influenza A e para o virus influenza B nos 75 transplantados renais.

Cs A TAC SIR AZA MMF
Taxa de
Soro
conversaio Sim % Nio Sim % Nao Sim % Nao Sim % Nao Sim % Nao
Cepa 37,0 34,5 36,4 35,8 33,3 36,1 43,2 28,9 25,0 442
H1N1

p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p*=0,02
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RR=0,29
Cepa
H3N2 241 26,1 227 264 0 26,4 35,1 15,8 12,5 34,9
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p*=0,054 p*=0,02
RR=2,88 RR=0,26
FLUB 0 2,2 0 1,9 0 1,4 0 2,6 3,1 0
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

p *<0,05. = Teste do Qui Quadrado de Pearson e teste exato de Fisher.
CsA: Ciclosporina A, TAC: Tacrolimo, SIR: Sirolimo,

AZA: Azatioprina, MMF: Micofenolato de mofetil.
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