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RESUMO

Tonacio de Proenga, AC. Avaliacdo da imunogenicidade e seguranca da vacina fracionada
contra febre amarela em pacientes com doencas reumaticas autoimunes com baixo nivel de
imunossupressao [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2022

O Brasil enfrentou uma epidemia de febre amarela (FA) no periodo de 2016 a 2018 e
a vacinacdo passou a ser considerada para pacientes com doencas reumaticas
autoimunes (DRAI) com baixa imunossupressdo em razéo da alta mortalidade desta
infeccdo. Objetivo: Avaliar de forma prospectiva a imunogenicidade em 30 dias e
seguranca da vacina de febre amarela (VFA) fracionada em pacientes com DRAI em
uso de baixa imunossupressao. Métodos e Resultados: Um total de 318 participantes
(159 DRAI e 159 controles saudaveis pareados por idade e sexo) foram vacinados
com a dose fracionada (um quinto) da VFA 17DD. Todos os participantes foram
avaliados no dia da vacinacéo (DO0), e nos dias D5, D10, D30 apés a mesma para
parametros clinicos, incluindo avaliagdo com escores de atividade das respectivas
doenca reumatica, e parametros laboratoriais. As taxas de soroconversdo 30 dias
apos a vacinagao (83.7%vs.96.6%, p=0.0006) e a média geométrica dos titulos de
anticorpos neutralizantes (GMT) [1143.7 (95%CI 1012.3-1292.2) vs.731( 95%CI
593.6-900.2), p<0.001] foram menores no grupo DRAI comparados aos controles.
Uma menor ocorréncia de viremia vacinal foi detectada também entre os pacientes
com DRAI se comparados aos controles no D5 (53%vs.70%, p=0.005) e, no D10, a
frequéncia de positividade de viremia vacinal se manteve para pacientes enquanto
declinou entre os controles (51%vs.19%, p=0.0001). A presenca de viremia vacinal foi
a Unica variavel independentemente associada a soroconversao entre 0s pacientes e
a quimiocina CCL20 esteve inversamente associada a soroconversao da casuistica
total. Nenhum evento adverso grave foi relatado. A atividade de doenga se manteve
estavel na avaliacao pelos escores de atividade no DO e D30 (p>0.05). Concluséo: A
dose fracionada da VFA-17DD nos pacientes com DRAI resultou em alta taxa de
soroconversao (>80%), no entanto mais baixa que nos controles. A viremia vacinal foi
mais prolongada, porém menos intensa entre pacientes DRAI se comparados aos
controles. A vacina foi imunogénica, segura e ndo desencadeou reativacdo de doenca
reumatica nos pacientes em uso de baixa imunossupressao e pode ser indicada para
situacdes epidémicas ou pacientes que vivem ou trabalham em areas endémicas
(ClinicalTrials.gov, NCT03430388).

Descritores: Vacina contra febre amarela; Doencas reumaticas; Febre amarela;
Imunossupresséao; Uso off-label; Lupus eritematoso sistémico.



ABSTRACT

Tonacio de Proenca AC. Immunogenicity and safety of primary fractional-dose yellow fever
vaccine in autoimmune rheumatic disease patients with low level of immunosupression
[thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

Background: Brazil faced a yellow fever (YF) outbreak in 2016-2018 and vaccination
was considered for autoimmune rheumatic disease patients (ARD) with low
immunosuppression due to YF high mortality. Objective: This study aimed to evaluate,
prospectively for the first time, the short-term immunogenicity of the fractional YF
vaccine (YFV) immunization in ARD patients with low immunosuppression.
Methodology and principal findings: A total of 318 participants (159 ARD and 159 age-
and sex-matched healthy controls) were vaccinated with the fractional-dose (one fifth)
of 17DD-YFV. All subjects were evaluated at entry (DO), D5, D10, and D30 post-
vaccination for clinical/laboratory and disease activity parameters for ARD patients.
Post-vaccination seroconversion rate (83.7%vs.96.6%, p=0.0006) and geometric
mean titers (GMT) of neutralizing antibodies [1143.7 (95%CI 1012.3-1292.2) vs.731(
95%CI 593.6-900.2), p<0.001] were significantly lower in ARD compared to controls.
A lower positivity rate of viremia was also identified for ARD patients compared to
controls at D5 (53%vs.70%, p=0.005) and the levels persisted in D10 for patients and
reduced for controls (51%vs.19%, p=0.0001). The viremia was the only variable
associated with seroconversion in ARD patients and the chemokine CCL20 was
inversely associated with seroconversion in whole sample. No serious adverse events
were reported. ARD disease activity parameters remained stable at D30 (p>0.05).
Conclusion: Fractional-dose 17DD-YF vaccine in ARD patients resulted in a high rate
of seroconversion rate (>80%) but lower than controls, with a longer but less intense
viremia. This vaccine was immunogenic, safe and did not induce flares in ARD under
low immunosuppression and may be indicated in YF outbreak situations and for
patients who live or travel to endemic areas. (ClinicalTrials.gov, NCT03430388).

Descriptors: Yellow fever vaccine; Rheumatic diseases; Yellow fever;
Immunosuppression; Off-label use; Lupus erythematosus systemic.
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1. INTRODUCAO

Pacientes com doencas reumaticas autoimunes (DRAI), como artrite
reumatoide, espondilite anquilosante(EA), artrite psoriasica (AP), artrite idiopética
juvenil (Alj), dermatomiosite adulto (DM), poliomiosite (PM), dermatomiosite juvenil
(DMj), esclerose sistémica (ES), doenca mista do tecido conectivo (DMTC) , IGpus
eritematoso sistémico (LES), vasculites sistémicas, sindrome do anticorpo
antifosfolipide (SAF), doenca de Behcet, sindrome de Sjogren priméria (SSp), sao
particularmente suscetiveis a infecgcbes, como consequéncia ndo s6 da
imunossupressao gerada pela propria doenca como também induzidas pelas terapias
imunossupressoras.

A Disciplina de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) acompanha cerca de 2.500
pacientes, sendo um centro formador e de referéncia no atendimento terciario desta
especialidade clinica. Faz parte da atencdo em saude prestada a essa populacdo
estabelecer estratégias de prevencado dos processos infecciosos, para os quais tém
risco aumentado e/ou maior morbimortalidade associada.

A vacinacdo consiste em um método eficaz e seguro para o controle das
doencas imunopreveniveis na populacdo geral e deve ser utilizada, sempre que
possivel, nos pacientes imunossuprimidos com doengas reumaticas. Portanto, € uma
das principais ferramentas utilizadas para reduzir a morbimortalidade associada a
infeccdes virais e bacterianas nessa populacédo. Faz-se necessario identificar as suas
particularidades no que diz respeito a definicdo dos grupos com maior beneficio de
cada vacina, comprovacdo da eficAcia desta estratégia, uma vez que a
imunogenicidade pode diferir da populagdo em geral, bem como a seguranca da sua
administragcdo em pacientes imunossuprimidos, particularmente aguelas compostas
de virus vivos atenuados.

Habitualmente, as vacinas compostas por virus vivos atenuados n&do sao
recomendadas para pacientes com DRAI, muitas vezes independentemente do uso
de imunossupressores, enquanto a imunizacdo com agentes inativados é fortemente
indicada resultando em imunogenicidade e seguranca vacinal adequadas, sem efeitos

deletérios relevantes no controle das suas doencas de base, como tem sido

13



evidenciado em criancas, adolescentes e adultos com doencas reuméticas

crénicas(2-5).

1.1 Febre Amarela no Brasil e a necessidade de vacinacao

A Febre Amarela (FA) é uma arbovirose causada por virus RNA do género
Flavivirus presente em paises das Américas e Africa. O ciclo de transmisséo da FA
compreende as formas silvestre e urbana. Na forma silvestre, os primatas néo
humanos sdo os principais hospedeiros, o homem € afetado como hospedeiro
acidental, e os vetores sao das espécies Haemagogus janthinomys e Haemagogus
leucocelaenus, Sabethes chloropterus e Sabethes albiprivus. Na forma urbana, o
homem é o principal hospedeiro e o vetor passa a ser o Aedes aegypti. Constitui-se
em uma doenca febril aguda, com amplo espectro de apresentacéo clinica variando
de formas assintométicas e oligosintomaticas até formas hemorragicas graves com
insuficiéncia hepatica e renal, com letalidade média de 38.4% no Brasil no periodo de
1980 a Maio de 2018(6-8).

Desde 1942 ndo houve relato de casos da forma urbana no Brasil e a vacinacao
se tornou recomendacdo permanente aos habitantes das regides do pais
consideradas endémicas para a FA silvestre. No entanto, o risco de reurbanizacéo da
doenca é tema de preocupacdo frequente, frente a ocorréncia de casos em areas
préximas aos centros urbanos e capitais que concentram a maior parte da populagéo
até entdo nao vacinada do pais(9,10) .

Surtos de epizootia séo relatados a cada 7 a 9 anos na populacéo de primatas
nao humanos, com risco de contaminacdo de populacbes humanas suscetiveis
presentes nas regifes proximas as areas de mata. A epizootia € monitorada em todo
pais e permite a projecdo dos corredores ecoldgicos de disseminacédo do virus e
consequente estabelecimento das estratégias de vacinacdo caso contemplem regides
sem a prévia circulagédo do virus(11).

Desde o ressurgimento do virus da febre amarela na regido Centro-Oeste em
2014, houve sua disseminacéo progressiva pelo territorio brasileiro, atingindo areas
com baixas coberturas vacinais e onde a vacinagcdo ndo era parte do calendario
recomendado de rotina. A partir da descricdo do ciclo de transmissao silvestre da
febre amarela na década de 1930, os maiores surtos da histéria desta doenca no

Brasil, ocorreram nos anos de 2016/2017 e 2017/2018, quando foram registrados
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cerca de 2,1 mil casos e mais de 700 Obitos pela doenca. Durante o monitoramento
de 2018/2019, a chegada do virus ao Vale do Ribeira/SP facilitou sua entrada no
Parana (janeiro/2019) e em Santa Catarina (marco/2019) pelo litoral, onde produziu
surtos de menor magnitude quando comparados aqueles dos anos anteriores. No
entanto, essas areas nao registravam a circulacao do virus ha décadas, de modo que
a recomendacao de vacinacdo para essas populacbes havia sido recentemente
adotada(11).

No ano de 2016, os orgaos de vigilancia epidemiologica do pais identificaram
circulacdo viral através da identificacdo de epizootia nos estados de Minas Gerais e
Espirito Santo com previsdo de deslocamento do virus para os estados de Sao Paulo
e Rio de Janeiro. Dessa maneira, a area de vacinacao foi sendo ampliada de forma
dindmica conforme ocorria a confirmacao das previsdes geradas(6,12).

No ano de 2018, ocorreu um aumento expressivo de FA nas areas
metropolitanas fronteiricas com as regides de mata na prépria cidade de Sao Paulo e
a OMS definiu o Estado de Sao Paulo como area de risco. Diante desse quadro, houve
uma campanha de vacinagcdo em massa nha cidade. No entanto, para pacientes
imunossuprimidos existia ainda uma recomendacao formal de ndo se utilizar vacinas
de virus vivo atenuado pelo risco de doenca viscerotrépica bem como possibilidade
de reativacao da doenca autoimune de base no caso dos pacientes reuméaticos(13—
16). Por outro lado, a seguranca e a eficacia da vacina de febre amarela ja tinha sido
demonstrada em pequenas casuisticas de outros pacientes imunossuprimidos, como
pacientes com HIV (17-20), pacientes transplantados de 6rgdos solidos(21) e em
alguns pacientes com doencas reuméticas que foram inadvertidamente revacinados
para a FA (22).

Diante da impossibilidade de afastamento da area de alto risco para alguns
pacientes, ponderou-se a possibilidade de vacinacdo dos pacientes com baixo nivel
de imunossupressdo conforme sugerido pelas recomendacbes de sociedades
médicas, que culminou em nota técnica das Sociedades de Especialistas
(Reumatologia, Imunizacao, Infectologia e Medicina Tropical) (23,24) indicando a
vacinagdo para pacientes com DRAI que estivessem com baixo grau de
imunossupressdo na Campanha de Vacinacao.

No entanto, ndo existem estudos que avaliem a imunogenicidade da dose
fracionada da vacina contra a febre amarela nas DRAI. Alguns relatos e séries de

casos de pacientes com DRAI que foram inadvertidamente revacinados em areas
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endémicas com a dose convencional da vacina contra a febre amarela estao
disponiveis (22,25). As reagbes graves, como “Doenca Viscerotrofica Associada a
Vacina” (YEL-AVD) e “Doencga Neurolégica Associada a Vacina” (YEL-AND) estéo
principalmente associadas com a dose primaria e ndo com a dose de reforco(14),
dessa maneira a avaliagdo sistematica da vacinagao primaria se faz necessaria nesta
populacdo de imunossuprimidos.

A seguranca da vacinacdo primaria com a dose convencional da VFA foi
avaliada recentemente em 211 pacientes com DRAI, e foi obtida frequéncia de
eventos adversos semelhante a 38 controles saudaveis e nenhum evento grave
relatado(26). No entanto, nenhum dado da atividade da doenca reumética de base foi
avaliado apoés a vacinacao. Nesse mesmo estudo (26), uma avaliagdo prospectiva de
160 pacientes em comparacdo com 23 controles revelou uma taxa significativamente
menor de soroconversdo 28 dias ap6s a vacinagcdo nos pacientes (78%),
particularmente naqueles com lapus eritematoso sistémico (73%) e espondiloartrite
(73%), mas ainda sim uma taxa de protecéo que justifica a sua utilizacado em situagdes
epidémicas. A média geométrica do titulo de anticorpos neutralizantes também foi
significativamente menor em pacientes com doencas autoimunes (160 1C95%2144-
228; p=0,0047), em especial com LES (143 1C95% 61-332; p=0,01) e espondiloartrite
(112 1C95% 73-170; p<0,001), se comparados a controles saudaveis (440 1C95% 291-
665)

Essas descobertas promissoras da imunogenicidade e seguranca da VFA em
dose convencional reforcam a necessidade de estudos com a vacinacdo também
priméaria, mas com dose fracionada em pacientes DRAI, a fim de permitir o acesso
ampliado a vacina, caso haja manutencdo da imunogenicidade com a dose menor
nesses pacientes, conforme relatado para a populacdo em geral (27). Além disso, a
avaliacdo da atividade da doenca reumatica pos vacina amplia a analise de seguranca
da VFA nesses pacientes, uma vez que nédo seria desejavel que a vacina pudesse

induzir a atividade da doenca reumética.

1.2 A Vacina de Febre Amarela convencional e fracionada

A vacina de febre amarela é uma vacina de virus vivo atenuado inicialmente
produzida em 1937 a partir do virus selvagem isolado de um paciente africano curado

(cepa Asib). Max Theiler submeteu o virus a 176 passagens em culturas de células
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de camundongos e ovos embrionados de galinhas, levando a atenuacdo do virus,
cepa 17D, porém mantendo a imunogenicidade do mesmo(28,29).

A vacina contra a febre amarela comecou a ser produzida no Rio de Janeiro
com uma amostra do virus 17D e 17 DD trazidas de Nova York por Hugh H. Smith,
em 1937. Aqui no Brasil, novas passagens do virus em ovos embrionados de galinhas
foram realizadas, chegando-se na década de 1940 a cepa 17 DD (287-289 passagens
no total) que é utilizada até hoje, com o objetivo de reducdo das doencas
viscerotropica e neurotropica ocasionadas pelo virus vacinal, no entanto mantendo-
se a sua imunogenicidade(30).

Existem hoje quatro produtores de VFA qualificados pela OMS para producao
mundial: 1) Bio-Manguinhos (cepa 17DD), 2) Sanofi-Pasteur (cepa 17D-204), 3)
Pasteur Institute in Dakar (Senegal) (cepa 17D-204) e 4) Institute of Poliomyelitis and
Virus Encephalitis (Russia) (cepa 17D-203) (29).

A VFA em doses fracionadas comecou a ser estudada no Instituto de
Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos) da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FioCruz) como uma forma de aumentar a disponibilidade de doses mundiais diante
de surtos da doenca e insuficiéncia na producdo mundial de vacina(31). A partir da
analise de doses possiveis identificou-se que, entre outras, aquela correspondente a
1/5 da dose convencional, produziu cinética viral similar a dose convencional em
pacientes imunocompetentes, inclusive, com o pico de carga viral no 5% dia apos
vacinacdo, comportamento este bastante similar entre ambas. Desta maneira,
concluiu-se que a replicacao viral atingiu um “steady-state” independente da dose
inicial inoculada acima de um minimo que foi definido para se obter adequada
imunogenicidade(32).

A disponibilizacéo de vacina fracionada no Estado de Sao Paulo se deu pela
necessidade de ampliar rapidamente a cobertura vacinal num cenario com doses
mundialmente limitadas de vacina(33). Tal formulacdo demonstrou adequada
imunogenicidade nos estudos que a sugeriram para uso(27,34), e mais recentemente
com a reconvocacdo dos voluntarios adultos do primeiro estudo realizado pela
FioCruz foi possivel a demonstracdo de 85% de persisténcia de anticorpos
neutralizantes ap6s 8 anos da vacina(32). Essa estratégia foi também eficaz na
contencgdo de surto de FA no Congo(35,36) e esta se tornando mais aceita como uma
medida de poupar doses, especialmente no contexto de escassez mundial da vacina.

Neste contexto, a OMS formulou prioridades para as pesquisas com VFA, dentre as
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guais os estudos com dose fracionada para populacdes especiais, permitindo assim,
num futuro proximo, a ampliacdo das recomendacdes para a dose fracionada, além
do uso para as campanhas de emergéncia (31,37).

O presente estudo prospectivo e controlado pretende, portanto, definir de forma
pioneira a cinética viral, imunogenicidade e seguranca da vacina de febre amarela
fracionada em pacientes com doencas reumética autoimunes com baixa

imunossupressao.

2. OBJETIVOS

Priméario: - Avaliar a imunogenicidade da vacina da FA fracionada através da
dosagem de anticorpos neutralizantes em pacientes com doencas reuméaticas

autoimunes sistémicas que residem em area de alto risco
Secundarios:

a) Avaliar a seguranca da imunizacdo com a vacina contra FA fracionada em

pacientes com doencgas reumaticas autoimunes sistémicas

b) Avaliar a possivel associacdo entre imunogenicidade vacinal com: dados
demograficos, atividade clinica e laboratorial da doenca, tratamento de

pacientes com doencgas reumaticas autoimunes sistémicas e cinética viral.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo observacional prospectivo controlado (Clinical Trials:
NCT03430388 / Plataforma Brasil: 82409118.0.0000.0068) realizado de janeiro a abril

de 2018 em um Unico centro referenciado de atendimento terciario.

A triagem dos pacientes com doencas reumaticas de acordo com os critérios
de exclusdo e inclusdo foi feita no ambulatério de reumatologia apés avaliacéo
médica, com a utilizacdo de uma amostra de conveniéncia reunida durante a
campanha de vacinacéao.

Os pacientes com doencas reumaticas e controles foram vacinados contra FA
no Centro de Referéncia para Imunobiolégicos Especiais (CRIE) do HCFMUSP e no
Centro de Atencédo ao Colaborador (CEAC) do HCFMUSP, respectivamente, ap0s a
incluséo.

O projeto foi submetido e aprovado na Comisséo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesg/no. 2.477.902 - Anexo) e todos 0s pacientes e
controles assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE -

Apéndice).

3.2 Populacéo estudada
Pacientes com as seguintes doencas reumaticas foram avaliados: artrite

reumatoide (AR), espondilite anquilosante (EA), artrite psoriasica (AP), artrite
idiopatica juvenil (AlJ), dermatomiosite adulto (DM), poliomiosite (PM),
dermatomiosite juvenil (DMJ), esclerose sistémica (ES), doenca mista do tecido
conectivo (DMTC), lupus eritematoso sistémico (LES), lUpus eritematoso sistémico

juvenil (LESJ), vasculites sistémicas, sindrome de Sjogren primaria (SSp).

3.2.1Critérios de incluséao:

1. Idade de 18 a 60 anos
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2. Pacientes em seguimento regular na Divisdo de Reumatologia do
Hospital das Clinicas da Universidade de Sédo Paulo (HCFMUSP) que
apresentassem doenca reumatica definida de acordo com:

- o0s criterios de classificacdo do American College of
Rheumatology (ACR) para AR (38)

- 0s critérios de classificagdo do Internacional League of
Associations for Rheumatology (ILAR) (formas de inicio oligoarticular
- estendida ou persistente, poliarticular fator reumatoéide positivo,
poliarticular fator reumatoéide negativo ou sistémica) para AlJ(39)

- o0s critérios de espondiloartrites, mais especificamente de
Espondilite Anquilosante (critérios de New York)(40)e Artrite
psoriasica (critérios do European Spondyloarthropathy Study Group-
ESSG)(41) e classificagdo de Moll and Wright para Artrite
Psoriasica(42).

- 0s critérios de classificacdo do ACR(43) para LES e LESJ
segundo

- os critérios preliminares do ACR (44) para esclerose sistémica

- os critérios de Bohan and Peter(45) para miopatias inflamatorias
- os critérios de Kasukawa & Sharp(46) para DMTC

- os criterios do ACR para vasculites primarias (arterite de
Takayasu, granulomatose com poliangiite, poliarterite nodosa) (47—
49)

- Pacientes com SSp (critérios de classificacdo do European Study

Group on Diagnostic Criteria for Sjégren’s Syndrome(50)

3. Morassem ou transitassem com frequéncia (para atividades de
trabalho p. exemplo) em area de alto risco sem possibilidade de
afastamento temporario.

4. Baixo nivel de imunossupresséao e tempo de suspenséo de biolégicos
de pelo menos 4 meias-vidas, de acordo com Quadros 1 e 2. Para tal,
paciente deveria estar em baixa atividade de doenca de acordo com
escores validados para cada doenca reumética e avaliacdo clinica

pela equipe assistencial.
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Quadro 1. Medicamentos considerados baixo grau de imunossupressao

Hidroxicloroquina isolada ou com 1 associa¢ao abaixo

Sulfassalazina isolada ou com 1 associacdo abaixo

Prednisona até 20 mg/dia (Em <18 anos: até 0,5mg/kg/dia, maximo 20mg/dia)
ISOLADA

Metotrexato até 0,4mg/kg/semana, maximo 20 mg/semana ISOLADO ou
associado a prednisona <7,5mg/dia

Leflunomida 20mg/dia ISOLADO ou associado a prednisona <7,5mg/dia

Quadro 2. Biologicos e intervalos de descontinuidade para utilizacéo de vacinas vivas

atenuadas
Bioldgico Tipo Meia-vida Intervalo pré vacina
(dias)

Etanercepte Anti-TNF 3,56-5,5 25 dias
Infliximabe* Anti-TNF 9,5 45 dias
Adalimumabe Anti-TNF 10-20 70 dias
Certolizumabe Anti-TNF 14 70 dias
Golimumabe Anti-TNF 14 70 dias
Abatacepte Inibidor célula T | 12,6 70 dias
Tocilizumabe Anti-1L6 11-13 65 dias
Ustequinumabe | Anti-1L23 21 105 dias
Secuquinumabe | Anti-IL17 27 135 dias
Rituximabe Inibidor célula B | 18-22 6 meses
Belimumabe Anti-Blys 21 105 dias
Denosumabe Anti-RANKL 25 dias 6 meses

*Para pacientes em uso de infliximabe isolado (intervalo igual ou acima de 8
semanas) ou em 1 associacdo com medicamentos considerados de baixo grau
de imunossupressao, conforme Quadro 1, a vacina poderia ser administrada
apos 45 dias da ultima infuséo, respeitando-se o retorno da medicacdo somente
apos 4 semanas da dose da vacina.

3.2.2 Grupo Controle
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O grupo controle foi composto de individuos com idade entre 18 e 60 anos,
saudaveis, isto €, sem condi¢cdes imunossupressoras, que fossem funcionérios do
complexo HCFMUSP, convidados a participar do estudo durante a campanha de
vacinacao. Posteriormente a inclusdo e seguimento de pacientes e controles pelo
tempo previsto no estudo (até D30-45), foi realizado pareamento 1:1 para sexo e idade

em anos.

3.2.3 Critérios de exclusao para pacientes e controles:

e Historia de resposta anafilatica aos componentes vacinais ou alergia a ovo

e Histdria de imunizagdo prévia com a vacina da FA

e Historia de vacina de virus vivo até 4 semanas antes

e Historia de vacina inativada até 2 semanas antes

e Doenca aguda febril nas tltimas 72 horas

e Morar ou transitar fora da area de risco

e Na&o preencher critérios de baixa imunossupressao, para pacientes DRAI.

e Individuos que ndo aceitassem participar do estudo e/ou cujos responsaveis
nao concordassem em participar do estudo

e Estar gestante ou amamentando

3.2.4 Célculo Amostral:

Em razéo da auséncia de dados em literatura com relacao a imunogenicidade
da vacina na populacdo de doencas reumaticas em 2018, quando foi iniciado este
estudo, definiu-se a utilizagdo de amostra de conveniéncia dos pacientes com
doencas reumaticas autoimunes com baixo nivel de imunossupressdo e
impossibilitados de afastamento da area de alto risco. Seriam, dessa forma, incluidos
todos os pacientes que preencheram estes critérios durante a campanha de

vacinacao do municipio de Sao Paulo.
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3.3 Vacina
A vacina de febre amarela utilizada foi a vacina 17DD fabricada por

Biomanguinhos/FioCruz, dos lotes 174uVFA034Z e 178VFC089Z, sendo estes 0s
mesmos utilizados na campanha de vacinacdo no Hospital das Clinicas FMUSP.
Todos os participantes receberam a dose fracionada, 0,1mL, correspondente a 1/5 da
dose convencional (0,5mL), via subcutanea. A dose convencional corresponde a
aproximadamente 27.476 Ul de virus vacinal, e, dessa forma a dose fracionada de
0,1mL corresponde a aproximadamente 5495 Ul, ainda acima da poténcia
recomendada pela OMS (>1000Ul), salvaguardando a integridade da vacina de

eventuais limitagdes na manutencéo da cadeia de frio e na administracédo das doses.

3.4 Avaliacéo clinica, de seguranca e vigilancia de eventos adversos graves

Os pacientes e controles passaram por avaliacdo clinica no dia da vacinagao
(DO0), ap6s 5 dias (D5), ap6s 10 dias (D10) e apds 30 a 45 dias (D30-45). Nesses dias,
foi feito inquérito ativo dos sintomas para identificacdo de eventos adversos a vacina.

Os pacientes e controles saudaveis foram orientados quanto aos possiveis
efeitos colaterais da vacina. Além disso, foram orientados a anotar em diario
padronizado (apéndice B) os sinais e sintomas observados e que ocorreram no
periodo pés-vacinacdo. Em caso de febre e outros sintomas possivelmente
relacionados com a vacina, os pacientes foram orientados quanto aos medicamentos
sintoméaticos que poderiam ser utilizados e quanto aos sintomas de alarme para
procurar atendimento médico. A comunicacdo foi realizada, nessas situacdes,
também com o0s pesquisadores executantes por este protocolo para orientacao,
através do numero de telefone celular do protocolo disponibilizado a todos os
voluntarios. Eventos adversos graves foram definidos como aqueles que resultaram

em hospitalizagao ou o6bito.

Um dnico pesquisador do grupo de Moléstias Infecciosas (Dra. SFC), néo
participante deste estudo, foi designado para a vigilancia de eventos adversos de
forma independente e este poderia, a qualquer momento, suspender a continuidade
de captacdo de novos sujeitos para o projeto, se julgasse assim necessario até maior
esclarecimento do evento relatado. Os Pesquisadores Responsaveis foram
orientados a relatar os eventos adversos graves que ocorressem em formulario
especifico que deveria ser enviado por e-mail imediatamente a ocorréncia.
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3.4.1 Avaliacdo da Atividade de Doenca Reumatica
Com relacéo a atividade de doenca, os pacientes foram avaliados nos tempos

DO e D30-45 com a utilizacdo de escores validados para cada doenga reumatica:

1) LES: Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000 (SLEDAI-2K
)(51)

2) AR: Disease Activity Score 28 (DAS28)(38)
3) AlJ: Juvenile Arthritis Disease Activity Score (JADAS)(52)

4) EA: Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI), Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Score (ASDAS)(40,53)

5) Vasculites Sistémicas: Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS)(54)

6) DM, PM e DMJ: Manual Muscle Testing (MMT), Disease Activity Score (DAS),
Childhood Myositis Assessment Scale (CMAS)(55-57) (80-82)

7) SSp: EULAR Sjogren's syndrome disease activity index (ESSDAI)(58,59)

3.3.2 Avaliacao laboratorial
Foi realizada coleta de sangue para avaliacdo laboratorial nas visitas DO, D5,

D10 e D30-45 conformes quadros 3 e 4 abaixo.

Quadro 3. Exames coletados em cada um dos momentos de avaliacdo DO, D5, D10,
D30-45.

DO D5 D10 D30-45
Exames de rotina | X X X X
laboratorial: Hemograma,
PCR, U, Cr, ALT, AST
Viremia X X X X
Anticorpos  Neutralizantes | X X
para Febre Amarela
Citocinas X
* PCR: Proteina C Reativa, U: Ureia, Cr: Creatinina, ALT: alanina aminotransferase,
AST: aspartato aminotransferase
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Quadro 4. Exames especificos solicitados de acordo com a doenca reumatica de
base nos tempos de avaliacao de atividade de doenca: dO, d30-45.

LES e LESJ C3, C4, urina tipo 1, proteina e creatinina urinarias em amostra
isolada e relacdo proteindria/creatinuria, anticorpo anti-DNA de
dupla hélice (ELISA e IF)

AlJ, AP, Behcet, | Velocidade de hemossedimentacéo (VHS)
Espondiloartrites

DM/PM/ DMJ-2 CP, aldolase, LDH

Arterite de | VHS e anticorpo anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA)
Takayasu
Sd. Sjogren C3, C4, urina tipol, proteina e creatinina urinarias em amostra

isolada e relacdo proteinuria/Creatinuria, dosagem sérica de IgG.

3.4 Mensuragéo da viremia do virus vacinal da febre amarela

O sangue dos pacientes com doencas reumaéticas e controles foram coletados
para avaliacdo da viremia nos momentos: DO, D5 quando se tem classicamente o pico
de viremia, D10 para definicdo de viremia prolongada, e D30-45 com janela para

coleta +3 dias.

O ensaio quantitativo para determinar a carga viral do virus vacinal da Febre
Amarela foi realizado através de um ensaio de RT-PCR (transcricao reversa seguida
de reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real. Em todas as reacOes de
amplificacdo foram utilizados controles positivos e negativos. Como controle interno
das extracdes de RNA foram adicionadas 2 pL da vacina da Pdlio diluida 1:100. Os
acidos nucleicos totais foram extraidos a partir de 1.000 yL de soro ou plasma
utilizando o “kit” MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation — Large Volume (cat.
n°03730972001, Roche) em aparelho automatizado MagNa Pure Compact Instrument
(Roche, Alemanha). A RT-PCR foi realizada utilizando 10 pL do RNA, 1 uM dos
primers, 0,3 uM de probe (quadro 1) e 5 uL do mix Fast Virus 1-Step Master Mix 4x
Kit (cat. n°4444434, Life Technologies) em volume final de 20uL de reacédo. Para a
guantificacdo absoluta do virus vacinal, diluicbes seriadas do produto de PCR
contendo a sequéncia alvo, correspondendo a 2x10° to 2x10° cépias foram utilizadas
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para construir uma curva padrao. A reacao foi realizada utilizando o equipamento
StepOne System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o seguinte programa
foi utilizado: 50 -C por 10 min, seguido por 50 ciclos de 95 -C por 15 s e 60 °C por
1min.

Este ensaio foi realizado pelo laboratério de Biologia Molecular do Hemocentro
do HCFMUSP pelas colaboradoras Anna Nishiya e Suzete Cleusa Ferreira Spina

Lombardi, sob chefia do Dr. Alfredo Mendrone.

Quadro 5. Sequéncia de primers YFV(1) e virus da Pdlio.

YF-NS5_F GCACGGATGTAACAGACTGAAGA

YF-NS5 R CCAGGCCGAACCTGTCAT

YFE-NS5Probe FAM - CGACTGTGTGGTCCGGCCCATC-TAMRA
PV_4F GCTTTATTGCTCCCAGAGTACTCA

PV_4R CAATTCGACTGAGGTAGGGTTACT

PV_M VIC — CGTTGGCTTGACTCATTTT

3.5 Avaliacao de imunogenicidade pela titulacdo de anticorpos neutralizantes
pelo método de micro-prntso:

Os anticorpos neutralizantes de FA foram titulados em amostras de soro
usando o teste de neutralizagao por reducao de microplaca (mPRN-YF) realizado em
células Vero, com placas de 96 pocos e uma etapa de revelacdo especifica para
deteccdo de placas utilizando-se um anticorpo monoclonal para deteccdo de
flavivirus. Resumidamente, as amostras de soro foram diluidas em série (fator de
diluicdo = 3) em meio E199 seguido pela adicdo de aproximadamente 100 PFU do
virus da febre amarela e incubadas a 37 ° C por 2 h (etapa de neutralizacdo). A mistura
(soro + virus) foi transferida para monocamadas de células Vero (etapa de adsor¢ao)
e incubada a 37 ° C por 1 h. As células foram cobertas com 100 pL de meio E199 com
2% de carboximetilcelulose e as placas foram incubadas por 2 dias a 37 ° C em 5%
de CO2. As células foram entéo fixadas, reveladas com anticorpo monoclonal 4G2-
HRP e adicdo de substrato True Blue (KPL) HRP. As placas foram contadas e os
titulos de anticorpos neutralizantes foram expressos pela reducdo em 50% das
placas/focos (MPRN-FA50%).

Os resultados foram apresentados como a diluigdo sérica reciproca, e 0s
valores acima da diluicdo sérica 1: 100 (3,15 log10 mlU / mL) foram considerados
positivos. Esses ensaios foram realizados no Laboratorio de Tecnologia Virologica de
Bio-Manguinhos (LATEV, FIOCRUZ-RJ, Brasil) com amostras de DO e D30. A taxa de

soropositividade foi calculada dividindo o nimero de positivos (mPRN-FA50%) pelo
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total de individuos com resultado valido (excluindo resultados indeterminados). A taxa
de soroconversao foi obtida dividindo-se o nimero de individuos que eram negativos
em DO e tornaram-se positivos em D30 pelo total de negativos em DO. Os individuos
cujas amostras apresentaram qualidade inadequada para mensuracéo de anticorpos

foram nomeados indeterminados na avaliacdo de imunogenicidade.

3.6 Dosagem do nivel sérico de citocinas
Foi avaliado perfil de citocinas em amostras de soro do DO de todos os

pacientes reumaticos e controles. Para detecgdo, foi utilizado o kit comercial
MILLIPLEX MAP Human TH17 Magnetic Bead Panel - Immunology Multiplex Assay,
gue contempla a deteccao por imunoensaio de 25 proteinas plasmaticas listadas a
seguir: GM-CSF, IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-
15, IL-17A, IL-17F, IL-17E/IL-25, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-28A, IL-31, IL-33, MIP-
30/CCL20, TNF-a, TNFB.

3.7 Analise estatistica
As andlises descritivas de pacientes com DRAI e controles pareados por idade

e sexo foram realizadas para as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos
pacientes. As variaveis categoricas dos dois grupos foram comparadas usando o teste
do qui-quadrado e o teste exato de Fisher, quando aplicavel. Para variaveis numéricas
continuas, o teste t de Student ou o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foram
realizados. A Analise de Variancia de Medidas Repetidas (ANOVA) foi realizada para
a analise longitudinal (D0-D5-D10-D30) de cada parametro laboratorial com os testes
de comparacdo multipla de pares. Essa andlise foi realizada para cada parametro
laboratorial dentro de cada grupo estudado (pacientes com DRAI e controles
saudaveis). Para comparar os parametros entre os dois grupos, foi realizado um
modelo misto com andlise de variancia de medidas repetidas e procedimento de
comparacao multipla (método Holm-Sidak). Para comparacgéo posterior, 0s pacientes
com DRAI também foram subdivididos de acordo com os niveis de neutrofilos e
linfécitos na linha de base em: neutropénicos (neutréfilos <1.600 células / mm3) ou
com neutrofilos normais (> 1.600 células / mm3) e linfopénicos (<900 células / mm3)
ou com linfécitos normais (> 900 células / mm3) para comparacao de suas cinéticas
apOs a vacinagcao contra FA. Com o0 objetivo de encontrar possiveis condi¢des
associadas a soroconversao, foi realizada analise bivariada (qui-quadrado ou teste
exato de Fisher) com as variaveis referentes as doencas de base mais frequentes,
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imunossupressores em uso e achados laboratoriais mais relevantes. As variaveis
encontradas com valor de p<0,10 foram utilizadas na andlise por regressao logistica
multipla. Usamos os softwares SigmasStat (verséo 3.0, Systat Software Inc, San Jose-
California, EUA) e Prism (versdo 7, GraphPad Sowftware Company, San Diego-

California, EUA). A significancia estatistica foi definida para um valor de p <0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Populacao estudada
Um total de 335 pacientes com doencas reuméaticas e 343 controles saudaveis

foram triados para inclusdo no estudo. Foram excluidos 176 pacientes, conforme
Figura 1, e o grupo controle foi formado a partir do pareamento de individuos
saudaveis por sexo e idade na razdo de 1:1 com grupo de pacientes reumaticos,

incluindo-se aqueles controles que haviam perdido no maximo uma visita de retorno.

Figura 1. Fluxograma de Inclusdao e seguimento de pacientes com DRAI e controles para
avaliacdo de imunogenicidade da VFA em dose fracionada.

Centro de
Imunizagdes -
Funcionérios

Ambulatorio
Pacientes DRAI

343 funcionarios
concordaram em
participar do estudo

335 pacientes DRAI
entrevistados

Exclusdes (176):
57 vacinados prévios com VFA (32,2%)
53 ndo concordaram em participar (29,9%)
37 doencas ativas (20,9%).
9 alto grau de imunossupressdo (5,1%)
— 7 idade> 60 anos ou < 18 anos (4,0%),
5 gestantes/amamentando (2,8%),
3 neoplasias (1,7%),
2 febre ha menos de 72 horas da vacinacdo (1,1%)
1 asplenia (0,6%),
- 1 doenga desmielinizante (0,6%),
Study protocol Visits 1 transfus#o de hemocomponente hd menos de 3

/r \ meses (0,6%)
Do
159 controles - exames lab. de 158 pacientes DRAI
seguranca*
- Viremia

- Anticorpos neutralizantes
- Auto anticorpos e
exames relacionados a
atividade das DRAI**

Exclusdes (184):

97 ndo retornaram em pelo menos trés avaliaches (53%)
82 n#o retornaram apbs a vacinacio (44%)

3 apresentavam algum grau de disfuncdo hepética (2%)
2 referiam vacinacgo prévia (1%),

D5
- exames lab. de
seguranga*
- Viiremia

158 controles 148 pacientes DRAI

D10
-exames lab. de
seguranca*

- Viremia

156 controles 147 pacientes DRAI

D30
— exames lab. de

150 controles seguranca® 149 pacientes DRAI
- Viremia

HyiNOn

- Anticorpos neutralizantes
I Auto anticorpos e exames
relacionados 4 atividade
das DRAI**
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Com relacéo as caracteristicas basais, os dois grupos diferiram com relacdo a
cor/raca referida pelos participantes, com maior propor¢cao de caucasianos entre 0s
controles e de mulatos entre os pacientes. Com relacdo as comorbidades, houve
maior frequéncia de hipertensdo arterial sistémica e cardiopatia entre os pacientes,

enquanto a frequéncia de tabagismo atual foi maior entre os controles (Tabela 1).

Entre as medicagBes de uso continuo, o grupo de pacientes reuméticos
apresentou maior frequéncia de uso de anti-hipertensivos, estatinas, fibratos,
horménios tireoidianos e medicamentos psiquiatricos. Os controles apresentaram

maior uso de contraceptivos orais.

Tabela 1. Caracteristicas basais de 159 pacientes com doengas reumaticas autoimunes (DRAI)
e 159 controles saudaveis (CS).

DRAI cs p

Idade (anos -média + DP) 44,8+12,8 44,3+11,4 0,81
Sexo - n (%)
- Feminino 137 (86,2%) 137 (86,2%)
- Masculino 22 (13,8%) 22 (13,8%)
Cor/raga auto-declarada - n (%)
- Caucasiana 85 (53,5%) 109 (68,6%) <0,01
- Mulata 39 (24,5%) 20 (12,6%) <0,01
- Negra 30 (18,9%) 23 (14,5%) 0,290
- Asiatica 1(0,6%) 7 (4,4%) 0,070
- Latino-Americana 4(2,5%) 0(0,0%) 0,120
Comorbidades - n (%)
- Tabagismo prévio 45 (28,3%) 59 (37,1%) 0,090
- Tabagismo atual 9 (5,67%) 33 (20,8%) <0,001
- Diabetes 14 (8,8%) 6 (3,8%) 0,060
- Hipertensao arterial sistémica 56 (35,2%) 30 (18,9%) <0,01
- Dislipidemia 35 (22,0%) 30 (18,9%) 0,340
- Cardiopatia 14 (8,8%) 3(1,9%) <0,05
- Hipotireoidismo 12 (7,6%) 5(3,1%) 0,130
- Dispepsia 7 (4,4%) 4 (2,5%) 0,550
- Outras comorbidades 49 (30,8%) 28 (17,6%) <0,001
Peso
- IMC (media = DP) 26,9+5,8 27,5+5,7 0,38
- Baixo peso — n (%) 10 (6,3%) 1(0,6%) < 0,05
- Peso normal — n (%) 38 (23,9%) 48 (30,2%) 0,150
- Sobrepeso—n (%) 71 (44,7%) 61 (38,4%) 0,200
- Obesidade 40 (25,1%) 40 (25,1%)

Obesidade Grau 1 —n (%) 25 (15,7%) 39 (24,5%) <0,05
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Obesidade Grau 2 —n (%) 12 (7,5%)
Obesidade Grau 3 —n (%) 3(1,9%)
Cont. Tabela 1 DRAI
- Hipotireoidismo 23 (14,5%)
MedicagGes de uso continuo - n (%)
- Antihipertensivos 56 (35,2%)
- Estatinas e Fibratos 27 (17,0%)
- Agentes hipoglicemiantes 11 (6,9%)
- Contraceptivos 5(3,1%)
- Medicamentos psiquidtricos 32 (20,1%)

6 (3,8%)
4(2,5%)
cs

12 (7,5%)

29 (18,2%)
16 (10,1%)
7 (4,4%)

32 (20,1%)
18 (11,3%)

< 0,05
1,00

p
<0,01

< 0,001
<0,001
0,13

< 0,001
<0,001

Lapus eritematoso sistémico foi a DRAI mais frequente (42%) entre os

pacientes incluidos neste estudo, seguida das artrites inflamatérias (19,5%) e

esclerose sistémica (10,1%) (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo das doencas Reumaticas Autoimunes (DRAI) entre os 159 pacientes

Doengas Reumaticas n(%)
Lupus Eritematoso Sistémico/Cutineo 67 (42,1%)
Adulto 60 (37,7%)
Juvenil 5(3,1%)
Cutaneo 2 (1,3%)
Artrites Inflamatorias Cronicas 31(19,5%)
Artrite Reumatoide 11 (6,9%)
Artrite Idiopatica Juvenil 10 (6,3%)
Espondilite Anquilosante 8 (5,0%)
Artrite Psoridsica 2 (1,3%)
Esclerose Sistémica 16 (10,1%)
Sd. Antifosfolipide Primaria 15 (9,4%)
Vasculites Sistémicas Primarias 12 (7,5%)
Doenca de Behget 7 (4,4%)
Arterite de Takayasu 3(1,9%)
Granulomatose com Poliangiite 2 (1,3%)
Sd. Sjogren Primaria 8 (5,0%)
Dermatomiosite/polimiosite 6 (3,7%)
Adulto 3(1,9%)
Juvenil 3(1,9%)
Doenc¢a Mista do Tecido Conjuntivo 4 (2,5%)

Entre os 159 pacientes, 33,3% nao utilizavam drogas imunossupressoras ou

imunomoduladoras no DO, 83 (52,2%) utilizavam apenas uma droga e 23 (21,7%)

utilizavam associacdo de drogas imunossupressoras e/ou imunomoduladoras.

Somando todos os esquemas de uso, a droga mais frequentemente encontrada foi a
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hidroxicloroquina (41,5%), seguida da prednisona (15,7%) e do metotrexato (15,1%).
Com relacéo as doses utilizadas, vale destacar que foram identificadas baixas doses
de prednisona com uma dose diaria média de 5mg/d (2,5 - 20mg/d) e doses semanais

moderadas de metotrexato de 15mg/semana (10-20mg/semana) (Tabela 3).

Tabela 3. Drogas Imunossupressoras e imunomoduladoras em uso pelos 159 pacientes com
doencgas reumaticas autoimunes (DRAI).

Imunossupressao (IS)/ Imunomodulagao (IM) n (%)

Sem imunossupressao 53 (33,3%)
Somente uma droga IS/IM 83 (52,2%)
- Hidroxicloroquina (HCQ) 46 (28,9%)
- Prednisona (PD) 10 (6,3%)
- Metotrexato (MTX) 15 (9,4%)
- Leflunomida (LEF) 9 (5,7%)

- Sulfasalazina (SS) 3(1,9%)
Associacdo de drogas IS/IM 23 (14,4%)
HCQ + LEF 2 (1,3%)
HCQ + LEF +SS 1(0,6%)
HCQ + PD + LEF 2 (1,3%)
HCQ + PD + MTX 2 (1,3%)
HCQ + MTX 5 (3,1%)
HCQ + PD 8 (5,0%)
PD + MTX +SS 1(0,6%)
PD +SS 1(0,6%)
PD + MTX 1(0,6%)

Dose das Drogas Imunossupressoras e Imunomoduladoras em uso

Dose (mg) Médiat DP Mediana N
& - (Min - Max) (%)
Hidroxicl i HC 400 66
idroxicloroquina (HCQ) 397.0+24.4
mg/d (200 - 400) (41,5%)
5 25
Predni PD d 7,6+4,3
rednisona (PD) mg/ (5 20) (15,7%)
Metotrexato (MTX) 15 24
15,3+4,4
mg/semana (10 - 20) (15,1%)
20 14
Lefl ida (LEF d 18,6+3,6
eflunomida (LEF) mg/ (10 - 20) (8.8%)
2000 6
Sulf lazi SS d 1833,3+408,2
ulfassalazina (SS) mg/ (1,000- 2,000) (3,8%)
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4.2 Viremia Vacinal

Os pacientes com DRAI apresentaram viremia menos intensa (Figura 2) e mais

persistente (Figuras 3 e 4) do que os controles. Uma taxa mais baixa de positividade

da viremia do virus vacinal da FA foi identificada nos pacientes com DRAI em

comparacdo com os controles em D5 (53% vs. 70%, p = 0,005). Essa taxa, por sua

vez, manteve-se estavel para os pacientes e reduziu-se para controles no D10 (51%

vs. 19 %, p = 0,0001).

Figura 2. Viremia dos pacientes com doenga reumdtica autoimune (DRAI) e controles
sauddveis (CS) em dois momentos: D5 e D10 apds receberem a dose fracionada da vacina de
febre amarela. Teste T de student para amostras pareadas comparando D5 e D10 de cada
grupo e Qui-quadrado (x?) comparando a propor¢do de individuos com viremia positiva (RT-

PCR positivo) em cada um dos momentos (D5 e D10) em cada um dos grupos.

A 6 p=0.299 p <0.001
A
- A
8’ 44 A A
© 2 -
£ 4 Appnn ApA
o S axh gk
= - AAAAM;A AA%
> g AAA A A 2 "
‘5. 2 AAAAAQAAA a AﬁAAAﬁAﬁAAA -...-
\8 ﬁﬁﬁAAAAﬁAﬁ :AﬁﬁAzﬁﬁAAA ..l...-..
= AL AARC R u"a
ND | oo i~ Aaiiuiesd o mmm______. raemattt
0 - 2 =S =S
DRAI D5 DRAI D10 CS D5 CS D10
n(+v) 79 (53%) 74 (51%) 110 (70%) 30 (19%)
ND 69 (47%) 70 (49%) 48 (30%) 125 (81%)
12 p= 0.815 p= 0.0001

n(+v): numero de individuos com viremia presente; ND: nimero de individuos com viremia (RT-PCR)

ndo detectavel.
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Figura 3. Distribuicao dos padrdes de cinética viral apresentados por pacientes com doencas
reumaticas autoimunes (DRAI) e controles saudaveis (CS) apds VFA 17DD fracionada

p<0.001
100
80 Padrdes de viremia:
§ Bl Persistente
@ 60 (= Tardia
= 55% 1 Precoce
> 401 21% 3 Sem viremia
2
20-
28% 25%
0 T ]
DRAI CS

Padrdes: viremia persistente (detectavel no D5 e D10); precoce (detectavel apenas no D5), tardia
(detectavel apenas no D10), sem viremia (ndo detectavel no D5 e D10).

O valor mediano da carga viral foi maior para controles saudaveis do que para
pacientes DRAI em D5 (0,7 + 1,1 vs. 2,3 = 1,46 log10 mUl / mL; p <0,0001) e maior
nos pacientes DRAI versus controles no D10 (0,48 + 0,87 vs. 0,15 £ 0,55 logio mUI /
mL; p < 0,0001). Houve reducéo da carga viral média do D5 para o D10 no grupo dos
controles, mas nédo no grupo de pacientes DRAI (Figura 2 e 4). Observando-se as
Figura 3 e 4 é possivel notar que os controles apresentam um padrédo de viremia mais

precoce e menos persistente do que os pacientes DRAI.

Figura 4 Cinética viral de cada individuo (DRAI e CS) nos momentos de avaliacdo D5 e D10

apos receber a vacina de febre amarela fracionada.
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Nenhum controle sadio apresentou viremia detectavel no D30 e apenas um
paciente apresentou valor detectavel de RT-PCR no D30, no valor de 3 copias/mL.
Este paciente apresentava Sd. Antifosfolipide primaria como doenca de base e nao

se encontrava em uso de drogas IS ou IM.

4.3 Imunogenicidade da dose fracionada da vacina 17DD-YF

No inicio do estudo, as taxas de soropositividade (SP) pré vacinacao eram mais
baixas nos pacientes com DRAI se comparados aos controles (4,1% vs. 14,3%, p =
0,0034). Esses individuos soropositivos no DO (6 pacientes e 20 controles) foram
excluidos da andlise de soroconversdao, bem como aqueles com resultados
indeterminados na sorologia pos (8 controles) e aqueles que ndo compareceram na
visita do D30 (12 pacientes e 11 controles).

A taxa de SP pdés-vacinacao também foi menor nos pacientes no D30 (84,4%
vs. 96,4%, p = 0,0006), bem como a taxa de soroconverséo (83,7% vs. 96,6%, p =
0,047) (Tabela 4), embora mantidas em niveis acima de 80%.

A média geométrica dos titulos (GMT) de anticorpos neutralizantes foi
significativamente menor nos pacientes se comparados aos controles antes [31,2,IC
95% 27,6-35,1 vs. 45,3, IC 95% 39-52,6, p <0,001] e apds receberem a VFA
fracionada [1143,7, IC de 95% 1012,3-1292,2 vs. 731, IC de 95% 593,6-900,2, p
<0,001] (Tabela 4).

Entre as doencas reumaticas, os pacientes com LES (78%), SSp (57,14%),
miopatias inflamatoérias (PM/DM) (71,4%) e DMTC (50%) apresentaram menores
taxas de SC e SP pés vacina, se comparados aos controles nesta amostra.

Com a andlise da imunogenicidade em 147 pacientes e 140 controles
saudaveis, calculamos, a posteriori, 0 poder da amostra obtida. Identificamos 93,6%
de poder para deteccéo de diferenca significativa entre as taxas de soroprotecéo pos-

vacinacgao.
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Tabela 4. Imunogenicidade da dose fracionada da Vacina de Febre Amarela (VFA) nos pacientes com doengas reumaticas autoimunes
(DRAI) e controles sadios(CS).

Taxa de Soropositividade, n (%) GMT, valor (95% CI) Taxa _ de
Soroconversao, Fl,
0, - -
Antes da A ss Vacinacio ®) Antes da Apds % [(!3 An-A] value (95% ClI)
Vacinagéo (A) P & Vacinagéo Vacinacgéo (95% CI)
- - 6(4.1) * 124 (84.4) * 31.2* 731.0 * 83,7 [118/141] * 23.5
DRAI (n=147) (27.6 -35.1) (593.6-900.2)  (76,6-88,9) (18.5-29.7)
LES (n=60) 1(1.7)* 47(78.3) * 27.4 % 516.2 * 78,0 [46/59] * 18.9
(23.1-32.4) (357.8-744.6) (65,7 - 86,8) (12.8 - 27.8)
Al (n=30) 0(0)* 29 (96.7) 30.9 * 1220.7 96.7 [29/30] 39.5
(25.8 —37.0) (970.7-1535.1) (81,9 ->99,9) (29.2 - 53.5)
ES (n=13) 2 (15.4) 12 (92.3) 38.5 1054.4 90,9 [10/11] 27.4
(22.0 - 67.3) (657.0-1692.1) (60,1 —>99,9) (13.3 - 56.5)
SAF (n=13) 1(7.7) 13 (100) 29.4 1458 100 [12/12] 49.5
(17.9 — 48.4) (1458 — 1458) (71,8 — 100) (30.1-81.3)
- 1(8.3) 11 (91.7) * 29.9 1082.0 90,9 [10/11] 36.2
VASC (n=12) (20.0 - 44.8) (606.5-1930.5) (60,1 —>99,9) (18.6 - 70.5)
ssp (n=8) 1(12.5) 5 (62.5) 30.6 * 361.7 57,14 [4/7] * 11.8
(13.1-71.5) (107.0-1223.0) (24,98 — 84,25) (2.8-50.7)
- 0 (0) 5(71.4) * 51.6 474.8 71,4 [5/7] * 9.2
DM/PM (n=7) (34.5—77.1) (136.5-1652.2) (35,2 —92,4) (2.4-35.9)
- 0 (0) 2 (50) * 68.2 248.9 50 [2/4] * 3.6*
DMTC (n=4) (42.6 — 109.4) (33.7-1839.9)  (15-85) (0.5—29.0)
Cs (n=140)" 20 (14.3) 135 (96.4) 45.3 1143.7 96,6 [116/120] 25.3
(39-52.6) (1012.3-1292.2) (91,4-98,9) (20.6 —31)
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* p<0.05. comparagdo entre pacientes e controles; GMT- média geométrica dos titulos; CS: Controles Saudaveis; DRAI- Doengas Reumaticas Autoimunes LES —
Lupus Eritematoso Sistémico; Al — Artropatia Inflamatdria; ES — Esclerose Sistémica; SAF — Sd. Antifosfolipide (primaria); Vasc- Vasculites Primarias; SSp — Sd
Sjogren primaria; DM/PM - dermatomiosite/polimiosite; DMTC- Doenc¢a Mista do Tecido Conjuntivo.

¥Dos 159 pacientes DRAI, 12 nio compareceram na visita do D30, restando 147 pacientes para analise sorolégica.

*Dos 159 controles, 11 ndo compareceram na visita do D30 e 8 tiveram resultado indeterminado na sorologia pés, restando 140 controles para analise sorolégica.
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A frequéncia da ocorréncia da viremia, bem como o pico de viremia (maior
carga viral detectada em D5 ou D10) foram maiores nos individuos que
soroconverteram em ambos o0s grupos (CS e DRAI) (Figura 5).

Figura 5. Pico de viremia em pacientes com doengas reumaticas autoimunes (DRAI) e
controles saudaveis (CS) vacinados com VFA fracionada com e sem soroconversao.

B 6-
p <0,001 p =0,170

H
1

Com soroconversao
Sem soroconversao

Pico de viremia
(cépias/mL Log 4¢)
N

NDfr == e e e e -

Detec 99 (88%) 1 (5%) 95 (82%) 1 (25%)
ND 13 (12%) 21 (95%) 21 (18%) 3 (75%)
X2 = p<0.0001 p=0.0249

“Detec”: carga viral detectavel; “ND”: carga viral ndo detectavel.

Analisando-se os fatores associados a soroconversdo entre os pacientes
DRAI, a presenca da viremia foi o Unico fator independentemente associado (Tabela
5), estando sua presenca relacionada a um aumento em 83 vezes na chance de
soroconverter nesta populagdo. A escolha das varidveis para o modelo baseou-se
nas hipéteses feitas de possiveis interferentes na resposta imune com base na
plausibilidade biolégica e escolheu-se ainda incluir os dois principais grupos de
pacientes com DRAI do estudo (LES e Al), considerando-se que seus esquemas
imunossupressores bem como fisiopatologia das suas doencas pudessem interferir

coletivamente na resposta a vacina.
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Tabela 5. Analise dos fatores associados a soroconversdo 30 dias apds a dose fracionada de vacina de febre amarela em pacientes com Doencgas

Reumdticas Autoimunes (DRAI).

Analise Bivariada Analise Multivariada
Soroconversao Sem soroconversao
DRAI (n=141) 118 23
n(%) n(%) p OR (1€C95)
Viremia 1(4,5) 99 (89,2) <0,001 83,79 (10,0-703,5)
Linfocitopenia 6 (5,1) 5(21,6) 0,021 0,24 (0,03-1,8)
Artrites inflamatdrias crénicas 29 (24,7) 1(4,3) 0,059 5,75(0,4-85,7)
LES 41(34,7) 11(47,8) 0,340
Sexo masculino 18 (15,2) 3 (13,0) 0,962
Diabetes mellitus 9(7,6) 3(13,0) 0,658
Hipertens3o Arterial 41(34,7) 8(34,8) 0,813
Dislipidemia 89 (75,4) 18 (78,3) 0,980
Hidroxicloroquina 49(41,5) 11 (47,8) 0,742
Prednisona 19 (16,1) 8 (34,8) 0,073 0,92 (0,15-5,73)
Metotrexato 17 (14,4) 6(26,1) 0,28
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4.4 Avaliacao do nivel sérico basal (D0) de vinte e cinco citocinas em pacientes
com doencas reumaticas autoimunes e controles sadios.

Reuniu-se a amostra total passivel de avaliacdo de soroconversao ou de aumento de
guatro vezes no titulo de anticorpos neutralizantes no D30 em relacdo ao DO, e foram
encontrados 257 individuos nessa condicdo, bem como 29 individuos que nao

apresentaram soroconversao.

Apés a comparacdo de medianas entre os dois grupos, identificou as seguintes
citocinas como candidatas para a analise multivariada: CCL20, GM-CSF, IFNy, IL10,
IL-15 e IL1B. (Tabela 6)

No entanto, avaliando-se as curvas de correspondéncia entre a quantificacdo sérica
de cada citocina em pg/mL ou ng/mL e a intensidade média de fluorescéncia emitida
no teste imunoenzimatico, foi possivel definir que os niveis encontrados de GM-CSF,
IFNy, IL-10, IL-15 e IL1B eram valores menores do que os de limiar inferior de
deteccdo precisa do método. Dessa maneira, embora ndo exista definicdo em
literatura dos valores correspondentes aos limites de normalidade destas citocinas
séricas, os valores obtidos nas medianas de ambos os grupos (soroconvertidos e ndo
soroconvertidos) mostraram-se muito baixos, imprecisos, e provavelmente
desprovidos de significado clinico, ainda que apresentassem alguma diferenca

estatisticamente significante entre si.

A citocina CCL20, por sua vez, demostrou estar inversamente associada a chance de

soroconversao nesta analise.
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Tabela 6. Analise bi e multivariada do nivel sérico basal (DO) de vinte e cinco citocinas nos
individuos (DRAI+CS) para predi¢ao de soropositividade em D30.

Sem

Com

Anilise Regressao Logistica Multipla
Sorqconverséo Sorqconversﬁo Bivariada
Mediana Mediana OR (1C95%) p
(P25-P75) (P25-P75) P
n 29 257
IL17F ** 0,02 0,03 0,437
ng/mL (0,01-0,06) (0,01-0,103)
GM-CSF 0,01 0,02 0,003 0,006381 0,063
ng/mL (0-0,01) (0,01-0,03) (1,198e-005 - 0,63)
INFy 5,14 7,28 0,117 1,01 0,058
pg/mL (2,21-11,11) (3,3-20,2) (1,001 - 1,02)
IL-10 0,07 0,16 0,076 1,11 0,213
pg/mL (0,027 - 0,26) (0,03-0,96) (1,01-1,42)
CCL20/MIP3a** 44,84 20,88 0,007 0,988 0,0004
pg/mL (18,94-78,71) (1,21-44,84) (0,98 - 0,99)
IL-12p70 3,85 5,57 0,343
pg/mL (2,71-6,36) (2,31-11,35)
IL-13 ** 118,28 133,3 0,888
pg/mL (95,80-189,71) (66,50-193,87)
IL-15 2,06 3,94 0,016 1,021 0,3125
pg/mL (0,528-4,06) (1,34-12,72) (0,9845 - 1,068)
IL-17A 6,42 7,79 0,199
pg/mL (4,83-9,38) (5,41-11,45)
IL-22 0 0 0,21
ng/mL (0-0) (0-0,23)
IL-9 1,96 3,09 0,19
pg/mL (1,35-4,97) (1,39-6,2)
IL-1B 2,31 2,97 0,013 1,002 0,9539
pg/mL (1,51-3,23) (1,83-5) (0,94 -1,12)
IL-33 0,29 0,46 0,502
pg/mL (0,035-14,067) (0,01-39,49)
IL-2 5,2 6,43 0,062
pg/mL (2,66-6,83) (3,91-11,01)
IL-21 ** 12,4 12,4 0,731
pg/mL (3,16-27,26) (3,78-30,63)
IL-4 0 0 0,138
ng/mL (0-0) (0-0,03)
IL-23 0 0 0,54
ng/mL (0-0,08) (0-3,07)
IL-5 3,42 3,74 0,772
pg/mL (1,39-9,33) (1,85-7,14)
IL-6 0,18 0,24 0,643
pg/mL (0,065-1,2) (0,07-1,35)
IL-17/IL-25 0,05 0,05 0,902
ng/mL (0,03-0,07) (0,03-0,10)
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IL-27 ** 0,61 0,71 0,547
ng/mL (0,22-1,28) (0,26-1,44)

IL-31 0,01 0,01 0,373
ng/mL (0-0,02) (0-0,07)

TNF alfa ** 9,15 8,74 0,327
pg/mL (4,93 -21,96) (3,10-18,15)

TNF beta 0 0,01 0,238
ng/mL (0-0,01) (0-0,02)

IL-28A 0 0 0,398
ng/mL (0-0,05) (0-0,04)

** citocinas cujos valores de mediana estdo acima do limiar confidvel de detec¢do do método
imunoenzimatico utilizado.

4.4 Avaliacado de Eventos adversos
4.4.1 Sinais e Sintomas Locais e Sistémicos

A maioria dos sinais e sintomas foram relatados no periodo dos primeiros 10
dias subsequentes a vacinacdo. Os mais comuns foram: dor de cabeca, mialgia,
fadiga, nausea, artralgia, diarreia, dor abdominal e prurido no local da vacinacéo
(Tabela 7). Os pacientes com DRAI relataram maior frequéncia de artralgia (p =
0,001), cefaléia (p = 0,0003), nausea (p = 0,049), vémitos (p = 0,003), dor abdominal
(p = 0,001), diarréia (p = 0,001), e fadiga (p = 0,0034) se comparados aos controles
sadios.

Tabela 7 — Eventos locais e sistémicos registrados apds uso da vacina da febre amarela YFV
em pacientes com doenca autoimune reumaticas (DRAI) e controles saudaveis (CS).

DO - D10 D11-D30

DRAI cs o* DRAI cs o*

n (%) n (%) n (%) n (%)
Local
Erupgdo cutdnea 1(0,6) 2(1,3) 1,00 0(0) 0(0) 1,00
Edema 1(0,6) 2(1,3) 1,00 6 (3,8) 0(0) < 0,05
Coceira 34 (21,4) 24 (15,1) 0,15 0(0) 0 (0) 1,00
Sistémicos
Mialgia 82 (51,6) 75 (47,2) 0,43 43 (27) 3(1,9) < 0,001
Artralgia 71 (44,7) 42 (26,4) <0,001 | 14(8,8) 5(3,1) 0,06
Cefaleia 102 (64,2) 71 (44,6) <0,001 |12(7,5) 7 (4,4) 0,06
Febre 15 (9,43) 26 (16,35) 0,07 6 (3,8) 0(0) <0,05
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Cont. Tabela 7 DO - D10 D11-D30

DRAI cs o* DRAI cs o

n (%) n (%) n (%) n (%)
Mal-estar 60 (37,7) 50 (31,4) 0,24 7 (4,4) 2(1,3) 0,17
Nausea 56 (35,2) 39 (24,5) <0,05 1(0,6) 1(0,6) 1,00
Vomito 12 (7,5) 1(0,6) <0,01 8 (5) 0(0) <0,01
Dor abdominal 44 (27,7) 20(12,6) <0,001 |5(3,1) 0 (0) 0,06
Diarreia 49 (30,8) 14 (8,8) <0,001 | 15(9,4) 0 (0) < 0,001
Fadiga 65 (40,9) 46 (28,9) <0,05 2(1,3) 2(1,3) 1,00

Resultados estdo apresentados em n (%)

No periodo de 10 a 30 dias pds vacinacdo, o edema local, febre, vomito e
diarréia foram mais frequentemente observados nos pacientes com DRAI (Tabela 7).
Na avaliacédo final de 30 a 45 dias ap0s a vacinacdo, a maioria dos pacientes e
controles estavam assintomaticos, exceto pela mialgia que foi mais frequente nos
pacientes com DRAI (Tabela 7). Nenhum evento adverso grave foi relatado em ambos

0S grupos.

4.4.2 Parametros de Atividade de DRAI
Todos os parametros de atividade dos pacientes com DRAI foram medidos por
seus respectivos indices e permaneceram estaveis no periodo de 30 a 45 dias pés

vacinacgao (DO vs D30).

Tabela 8. Indices de atividade de doenca padronizados e especificos para cada doenca
reumatica autoimune (DRAI), aferidos antes e 30 dias apds a vacina de febre amarela 17DD

fracionada
indice de Atividade de Do, ) D3'0'
Doenca Med!a + DP Med!a + DP p
Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
LES SLEDAI 1,64+2,48 1,67 £2,56 0,829
AR - DAS28 2,18 £ 0,83 2,48 £ 1,05 0,262
AR-CDAI 5771 7,379 0,403
DM - MMT 80 (80 - 80) 80 (80 - 80) 1
DMJ MMT 80 (80 - 80) 80 (80 - 80) 1,0
DMJ CMAS (n=3) 52 (44 - 52) 52 (44 - 52) 1,0
DMJ DAS 0(0-5) 0(0-5) 1,0
AlJ - JADAS 4,36 £ 4,38 5,58 £ 6,56 0,844
All - CHAQ 0,68 £0,56 0,625+ 0,57 1,0
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Continuagdo Tabela 8 DO D30
indice de Atividade de Doenca Média + DP Média + DP p
Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
Sjogren ESSDAI 1,5+2,01 2,2+3,74 0,5
EA BASDAI 2,94 +1,74 3,82+0,85 0,13
EA ASDAS PCR 1,88 +0,54 2,15+0,71 0,70
EA ASDAS VHS 1,49+0,44 4,04 + 4,46 0,188
APs DAS28 3,09 +£2,09 3,12+4,8 0,4
3,09 (1,61 - 4,56) 3,96 (3,12 - 4,8)
Behget BDCAF 09+1,5 1,5+2,3
0(0-4) 0,5 (0-6) 1,0

DP: desvio padrdo; P25: percentil 25; P75: percentil 75.

4.5 Achados laboratoriais gerais
A contagem de neutrofilos e linfocitos basais foi semelhante em ambos os

grupos (p> 0,05) (Figura 6A e 6B). Em comparagéo com o valor basal, houve uma
diminuicdo significativa na contagem de neutréfilos (Figura 6A) em D5 seguida por
uma reducdo mais pronunciada em D10, e uma recuperacao aos niveis basais em
D30 para ambos os grupos estudados (p> 0,05) em comparacdo com os valores
basais para ambos 0s grupos. Para os niveis de neutréfilos, a taxa maxima de
reducdo foi semelhante em pacientes com doenca reumatica e controles (26,9% vs.
27,0%, p> 0,05). Os linfécitos (Figura 6B) também apresentaram reducao da sua
contagem no D5, mas a recuperacao comecou mais precocemente, ja no D10. Além
isso, a taxa maxima de reducdo também foi semelhante em pacientes com doencas

reuméticas e controles (12,3% vs. 14,4%, p> 0,05).
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Figura 6. Cinética de Linfécitos e neutrdfilos de pacientes com doengas reumadticas
autoimunes (DRAI) e controles saudaveis (CS) vacinados com VFA fracionada. Os
valores (cels/mm?3) representam a média + DP das medidas em cada momento de avalia¢do:
dia 0 ou basal(D0), dia 5 pds vacinagdo (D5), dia 10 pds vacinagdo (D10), e dia 30 pds vacinagao
(D30). O N para pacientes com DRAI em cada dia é: DO (n = 159), D5 (n=148), D10 (n=147), e
D30 (n= 149); e para os controles é: DO (n = 159), D5 (n=158), D10 (n= 156), e D30 (n= 150).
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*p < 0,05 e ***p < 0,001 comparados ao dia 0 (DO).

Embora a cinética de leucdcitos (Figura 8F) e linfocitos (Figura 6B) fossem
bastante semelhantes em pacientes reumatoldgicos e controles, os valores meédios
foram consistentemente mais baixos no grupo de pacientes em comparagdo com 0s
controles em todos 0os momentos avaliados para linfocitos [DO, D5, D10 e D30 (p
<0,001)] (Figura 6B) e leucocitos [DO e D10 (p <0,01), D5 (p <0,001) e D30 (p <0,05)]
(Figura 8F).
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A avaliagdo especifica da cinética celular dos pacientes neutropénicos
(Figura7A)(<1,600 cels/mm3) e linfopénicos (<900 cels/mm3)(Figura 7B) foi realizada
para esses parametros com o objetivo de verificar qual seria o impacto no valor de
nadir de neutrofilos e linfocitos nesses pacientes (Figura 7). Foram identificados
guatro pacientes neutropénicos e nove pacientes linfopénicos. Nao houve controles
sadios com neutropenia ou linfopenia. Esta andlise revelou que pacientes
reumatolégicos com neutropenia ou linfopenia apresentavam uma cinética diferente
destas células, sem reducdo dos seus niveis ap0os a vacinacao (D5, D10), como foi

descrito para os demais participantes deste estudo (Figura 6).

Figura 7. Cinética de Linfécitos e neutréfilos de pacientes com DRAI vacinados com VFA
fracionada, comparando-se pacientes neutropénicos vs ndao-neutropénicos e linfopénicos vs
ndo-linfopénicos. Valores (cels/mm3) representam a média + DP das medidas em cada
momento de avaliacdo: dia 0 or basal(D0), dia 5 pds vacinacdo (D5), dia 10 pds vacinacdo
(D10), e dia 30 pés vacinacao (D30).
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*p < 0,05, ** p< 0,01 e ***p < 0,001 comparados ao dia 0 (DO).
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Os exames relacionados a funcéo renal (ureia e creatinina) e transaminases
(AST e ALT) permaneceram estaveis durante todos os momentos de avaliacdo se
comparados aos niveis basais. Diferencas estatisticamente significantes foram
encontradas nos valores de hemoglobina, plaquetas e proteina C reativa, no entanto,
foram diferencas numéricas sem relevancia clinica (Figura 8). Nenhuma disfun¢éo ou

alteracao grave foi identificada nos exames laboratoriais avaliados individualmente.

Figura 8. Achados Laboratoriais dos pacientes com DRAI e controles saudaveis vacinados com
VFA fracionada. Valores representam média + DP das medidas em cada momento de
avaliacdo: dia 0 or basal(DO0), dia 5 pds vacinacdo (D5), dia 10 pds vacinacdo (D10), e dia 30
pos vacinacdo (D30). O N para pacientes com DRAI em cada dia é: DO (n = 159), D5 (n=148), D10 (n=
147), e D30 (n= 149); e para os controles é: DO (n = 159), D5 (n=158), D10 (n= 156), e D30 (n= 150).
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*p <0,05, ** p< 0,01 e ***p < 0,001 comparados ao dia 0 (DO).
PCR- Proteina C Reativa; ALT- alanina transferase, AST — aspartato transferase
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5. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo prospectivo realizado especificamente para avaliar a
imunogenicidade de curto prazo de uma dose fracionada de 17DD-VFA em pacientes
reumatoldgicos sem atividade de doenca, sob baixa imunossupressdo e demonstrou
claramente que a dose mais baixa de VFA resultou em um alto nivel de
imunogenicidade, embora inferior & de controles saudaveis pareados por sexo e
idade, com um perfil de seguranca favoravel, sem induzir reativacdo das doencas
reuméticas de base. A vacina foi, no geral, bem tolerada e uma diminui¢éo transitoria
de neutrofilos e linfécitos com recuperacao completa apos um més foi identificada em

pacientes e controles.

Os niveis de soropositividade e soroconversdo foram satisfatérios nos
pacientes com DRAI (84,4% e 83,7%), apesar de receberem dose fracionada de VFA.
Ambos parametros foram, no entanto, inferiores aos do grupo de controles saudaveis,
e aqueles relatados na populagdo vacinada em uma campanha de grande escala
realizada na Republica Democréatica do Congo em 2016 (35). E importante ressaltar
gue esta é a primeira demonstracdo de que VFA fracionada mantém imunogenicidade
em niveis compardaveis aos descritos para dose convencional em pacientes
reumatoldgicos (78%) (26), sugerindo que o uso de dose fracionada € adequado para
estes pacientes durante um surto de FA. A avaliacdo de curto prazo realizada neste
estudo € uma limitacdo do mesmo e analises futuras para a investigacdo da duracdo
da imunidade p6s-vacinacéo nesses pacientes devem ser realizada, uma vez que uma
resposta sustentada de oito anos foi relatada para a populacdo em geral (32), mas

nao ha dado na populagéo reumatoldgica.

Curiosamente, de forma semelhante a nossa populacdo com DRAI, a viremia
prolongada para FA foi previamente relatada em individuos idosos vacinados com
17DD YFV (60). Uma rede complexa de citocinas pro e anti-inflamatorias com uma
participacdo proeminente da imunidade inata esta associada com a resposta imune
apos a primo-vacinagdo com 17DD YF e potencialmente deve interferir na viremia
vacinal documentada (61). Um possivel fator que influencia a replicacéo viral apos a
vacinacdo € uma resposta imune inata deficitaria em pacientes com doenca
reumatica, como também observado na populacao idosa. Esta, em associa¢cdo a uma
resposta humoral prejudicada, poderia permitir um tempo mais longo de replicacao do
virus 17DD YF.
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E importante ressaltar que apenas pacientes com doenca reumatica com baixa
imunossupressao foram incluidos no presente estudo, a fim de minimizar os riscos de
eventos adversos graves da vacina, conforme recomendado pela Sociedade Brasileira
de Reumatologia e EULAR para vacinagdo com vacinas de virus vivo atenuado
(16,24). Portanto, o ambiente de citocinas avaliado no momento pré-vacinacéo, bem
como o efeito dos imunossupressores na reposta vacinal podem nao refletir o que

ocorreria em pacientes mais ativos de sua doenca de base e/ou imunossuprimidos.

O pareamento por idade e sexo também foi relevante, uma vez que a idade
avancada e o sexo masculino foram relatados como associados a um maior risco de
eventos adversos graves (60,62). O uso de um diario pessoal para registrar todos o0s
possiveis efeitos colaterais, que foi verificado cuidadosamente nas visitas de retorno
durante um més de acompanhamento no estudo, permitiu uma identificacdo mais
abrangente da reatogenicidade da vacina contra FA em dose fracionada do que
agueles relatados previamente. A maior frequéncia de eventos adversos sistémicos
do que locais, observados neste estudo, também foi encontrado em outro trabalho
retrospectivo e multicéntrico realizado nas clinicas de viagens da Universidade de
Zurigue que incluiu viajantes em terapia imunossupressora/imunomoduladora que

receberam vacinas de virus vivo (incluindo VFA) entre 2008 e 2015(63).

Eventos adversos graves ndo foram observados em pacientes com doencas
reumaticas sob baixa imunossupressdo no presente estudo, apesar de existirem
alguns poucos relatos de casos de doenca neurotropica e doencga viscerotrépica
relacionadas a vacina contra febre amarela em pacientes com doencas
imunomediadas (64,65). Uma revisdo de 40 estudos que utilizaram vacinas de virus
vivos em pacientes com doencas inflamatérias imunomediadas também relatou uma
incidéncia muito baixa de eventos adversos graves (64), bem como no estudo
prospectivo com a dose convencional (completa) de 17DD-YFV em pacientes com
doencas autoimunes, no qual também ndo se encontrou eventos adversos graves

(26).

Demonstramos ainda que a VFA néo parece induzir uma piora nos parametros
de atividade da doenca. Na verdade, pela primeira vez, a seguranca desta vacina viva
atenuada foi avaliada por indices padronizados de atividade da doenca para cada
doenca reumatica. Digno de nota, o uso de virus vivo atenuado em pacientes
imunossuprimidos é acompanhado de preocupacdo pela comunidade médica,

particularmente na reumatologia, em razdo do risco potencial de “flares” da doenca
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subjacente ou aparecimento de novas doencas autoimunes apés a vacinacao, embora
nenhuma relacao causal clara tenha sido demonstrada (16). Este também foi um dos
achados do estudo controlado que avaliou atividade de doenca reumatica apds vacina
inativada de influenza na pandemia de influenza A HIN1 em 2009 e n&o encontrou

aumento significativo de reativacdes (4).

A cinética de linfocitos encontrada neste estudo para pacientes com doencas
reumaticas e controles confirma os achados descritos em 18 adultos saudaveis que
tiveram suas células sanguineas periféricas estudadas apos a vacina 17D-YF (66).
Uma diminuicdo nas contagens de linfécitos B, TCD4, TCD8 nos primeiros 4 dias com
normalizagdo subsequente apos o dia 10, e um aumento nas células T e B especificas
de YFV-17D foi encontrado. Da mesma forma, uma diminuigdo significativa, mas
transitoria, nas contagens de CD4 foi identificada no dia 7 em individuos HIV-negativos
e infectados pelo HIV vacinados para febre amarela (67). A hip6tese € de que, no
periodo entre o dia 4 e 0 10 apds a vacinacao, os linfocitos sédo recrutados para 6rgaos
linféides com o objetivo de iniciar a resposta adaptativa que, por sua vez, é detectada

no sangue periférico, em seu pico, no 14°. dia apés a vacinacao (66).

Para os neutrdfilos, o nadir foi mais tardio (dia 10) com uma recuperacdo
completa no dia 30. Esses achados podem ser explicados pelo aumento relatado na
producdo de citocinas e pico de carga viral durante a primeira semana apés a
vacinacado convencional e fracionada contra FA(27). A imunidade inata, mas néo a
adaptativa, é apontada como o elemento mais importante para o controle da viremia

da FA (68) e a curva de neutréfilos pode refletir essa condicao.

Supreendentemente, a contagem de neutréfilos e linfécitos permaneceu
estavel, sem reducdo adicional em pacientes reumatolégicos com neutropenia e/ou
linfopenia de base, em contraste com aqueles com niveis normais no inicio do estudo.
Este € um achado clinico tranquilizador, mas a pequena representacdo desses
pacientes neutropénicos e/ou linfopénicos em nosso estudo impede uma conclusao
definitiva sobre esse achado. Talvez a ligacdo entre imunidade inata e adaptativa
esteja desorganizada nesses pacientes, contribuindo para a diferente cinética nas

células imunes.

Neste estudo, a carga viral foi menor nos pacientes com doencgas reumaticas
do que nos controles. Foi, a principio, um achado inesperado, uma vez que a hipotese
inicial era de que a imunossupressao poderia favorecer a detec¢ao de uma carga viral
maior nos pacientes. No entanto, este resultado também foi observado em um grupo
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pequeno de pacientes reumaticos que receberam a dose convencional e tiveram sua
carga viral mensurada (26). Dessa forma, a viremia dos pacientes parece ser mais
afetada pela atividade da resposta imune do que pela quantidade de particulas virais
inicialmente inoculadas. Um exemplo disto é o achado de que a ativagcdo imune no
momento pré-vacinacdo imediato interferiu negativamente na viremia e na producao
de anticorpos apés a vacina 17D-YF em habitantes de Entebbe (Uganda) em
comparacao com os de Lausanne (Suica) no estudo de Muyanja et al (69). As células
NK e mondcitos mostraram-se mais ativados no momento pré- e pés-vacinagdo, com
uma maior liberagdo de IFNy em individuos de Entebbe, que, por sua vez,
apresentaram menor viremia (69). Em pacientes reumatoldgicos, a ativacdo imune
produzida pela doenca de base poderia ser responsavel por diminuir a carga viral e,
consequentemente, diminuir a resposta humoral subsequente, uma vez que, em

nosso estudo, viremias mais elevadas estiveram associadas a soroprotecao.

Considerando a hipétese de ativacdo imune basal e o perfil de citocinas
encontrado no momento pré-vacinacdo para o total de sujeitos da amostra,
identificamos que maiores valores de CCL20 estiveram relacionados a menor chance
de soroconversao. Esta citocina, € uma quimiocina, também chamada de MIP3a
(Proteina Inflamatéria de macrofagos 3 alfa) e foi descrita pela primeira vez em 1997,
como parte de uma (CC) das quatro familias de quimiocinas existentes (C, CC, CXC,
CX3C). Sua producéo ocorre principalmente em tecido hepatico, pulmonar, célon, pele
e em tonsilas, embora a maioria dos tecidos corporais a produza em quantidades
menores do que o0s primeiros. Seu receptor € o CCR6, que esta expresso
principalmente em células dendriticas, Linfécitos T de memodria, Linfécitos B e
Linfocitos Th17, definindo a atracdo dessas células para os sitios com sua maior

concentracdo, em especial pele e mucosas(70).

O bindmio CCL20-CCR6 esté presente em cenérios fisiolégicos e patoldgicos,
e entre estes Ultimos, destacam-se neoplasias (colon, pancreas, melanomas),
doencas neurologicas como esclerose mdltipla, doencas cutdneas como psoriase,
dermatite atoOpica e doencas reumaticas como Artrite Reumatoide, Arterite de
Takayasu, Artrite Idiopatica Juvenil e Lupus Eritematoso Sistémico(70).

Nas doencgas reumaticas como Arterite de Takayasu (71), e Artrite Reumatoéide
(72) correlaciona-se diretamente com atividade de doenca, inclusive em pacientes
com vasculite, com marcadores inflamatérios classicos normais (PCR e VHS). Para

AR, h& na literatura cientifica correlacdo positiva robusta de niveis de CCL20 com o
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titulo de fator reumatoide e anti-CCP, bem como com a pontuacdo de DAS28 e o valor
de VHS (72).

No Lupus, a correlagdo dos niveis séricos de CCL20 com marcadores de
atividade € controversa ainda, no entanto, aparentemente, a maior proporcao de
linfécitos ThCD4*CCR6* tem sido observada em pacientes como lapus comparados a
individuos saudaveis e estes estariam envolvidos na inducgéo de linfécitos B CCR6*
produtores de auto-anticorpos (73).

Transpondo esses dados do funcionamento do binbmio CCL20-CCR6 para a
resposta imune vacinal, pode-se considerar que 0s nhiveis séricos aumentados de
CCL20 se traduzam em maior ativagcdo imune basal nos sujeitos que néo
apresentaram soroconversao ou aumento no titulo de anticorpos. Essa maior ativacéo
imune poderia ser responsavel pela menor frequéncia e intensidade de viremia,
inclusive com maior contencao da replicacao viral j no sitio de inoculacdo da vacina,

que é subcutaneo, pela atracao de células dendriticas e de linfocitos para o local.

Dada a complexidade da fisiopatologia das doencas reumaticas autoimunes
bem como da resposta imune a vacina seria muito simplista e pretencioso basear a
explicacdo dos achados de viremia em uma Unica quimiocina. Seguramente a
interacao desses dois elementos associados as possiveis interferéncias das variacdes
de unidades internacionais de virus inoculadas no ato da aplicacdo da vacina e falhas
na cadeira de frio que, eventualmente ocorrem, séo fatores que podem interferir na
viremia vacinal obtida. Além disso, ndo somente a CCL20, mas outras citocinas que
nao foram dosadas neste trabalho, bem como presentes em outros sitios, que ndo o
soro, podem estar implicadas também na viremia dos vacinados. No entanto,
considerando a maior facilidade de afericdo de substancias séricas, novas validacdes
dessa e de outras hipoteses podem ser realizadas em amostras maiores, no futuro,

com o objetivo de se obter um “cut-off” para predicdo de soroconversao.

Neste presente estudo a soroconversao esteve relacionada a menores niveis
de CCL20, e entre os pacientes DRAI, a presenca de viremia foi o unico fator
independente associado a soroconversao, com aumento em cerca de 83 vezes na
chance de se obter esse desfecho. Outros potenciais fatores que poderiam estar
relacionados negativamente a chance de soroconverséo, como linfopenia e uso de
corticoterapia (em baixa dose), ndo se sustentaram na analise multivariada, com a

ressalva de que eram pacientes com baixo nivel de imunossupressao, de modo que,

52



eventualmente, em pacientes mais imunossuprimidos esses fatores poderiam ter

maior importancia.

6. CONCLUSAO

Em conclusdo, a vacina 17DD-YF fracionada foi segura e ndo induziu
exacerbacdes das doencas de base em pacientes com doengas reuméaticas com baixa
imunossupressao, e pode ser considerada em situacdes de surto de febre amarela,

uma vez que atingiu imunogenicidade adequada.
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Apéndice A — Modelo de Ficha de Entrevista (Ex. Controles)

PROJETO:

AVALIACAO DA VACINA DA FEBRE AMARELA EM PACIENTES COM DOENGAS
REUMATOLOGICAS COM BAIXO NIVEL DE IMUNOSSUPRESSAO E QUE RESIDEM EM AREA DE
RISCO

NOME DO CONTROLE:

RG- HC: Idade: anos Datade nascimento: / /

Telefones: ( ) )

Controle: ( ) adulto () juvenil

Dados da vacina:

Data: / / . Lote:

Nome do responsavel pela aplicacéao:

Sexo: ()M ()F

Cor (avaliagdo do médico): ()Branco ( )Negro ( )Mulato ( )Asiatico ()Latino-americano

Raca (ancestrais referidos pelo pacientes até avos):
()Caucasiano (ancestrais europeus) ( )Asiatico (pelo menos 1 ancestral asiatico)
( )Afro-latinoamericano (pelo menos 1 ancestral africano)

()Outros ()Desconhecido ( )Caucasiano + indio  ( )Latino puro

AVALIACAO CLINICA

R

Tabagismo prévio: ( ) Sim () Nao
Tabagismo atual: () Sim () Néao N° cigarros/dia:
Dislipidemia: () Sim( ) Nao
Doenca arterial coronariana: ()Sim ( ) Nao
Diabetes: () Sim( )Nao
Hipertensao arterial: ( )Sim ( )Nao
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Viajou nos ultimos 30 dias? ( ) Sim () N&ao

Para onde? , Data:
Agendamentos:
DO D5 D10 D 30-45 D365
DATA I I I I I

Critérios de Inclusdo

a. Criancas maiores de 24 meses completos de idade, adolescentes e adultos
até 60 anos incompletos com Doencga reumatoldgica diagnosticada

o

b. Transitando em area de Risco

o

c. Disponivel para comparecer as visitas D5-D10-D30 a 45

& L& &0

o
4
3

d. Em uso de Baixa Imunossupressao:
i. HCQisolada ou com 1 associacdo abaixo

ii. Sulfassalazina isolada ou com 1 associagdo abaixo [ ] N3o
iii. Prednisona isolada até 20mg/dia (Em <18 anos: até 0,5mg/kg/dia, maximo |:| Sim
20mg/dia)

iv. MTX até 0,4mg/Kg (max de 20mg/sem) isolado ou associado com
prednisona até 7,5mg/d
v. Leflunomida até 20mg/d ou associado com prednisona até 7,5mg/d

e. Concordancia em participar do estudo conforme assinatura do termo de [] []
consentimento livre e esclarecido (TCLE) N3o Sim

Critérios de Exclusao

SOMENTE PARA O SEXO FEMININO: Gravidez (confirmada por teste BhCG positivo),
estar amamentando ou manifestar intencao de ter praticas sexuais com potencial

[ JNdo [ ] N3o

: . . . . . seaplica [_]Sim
reprodutivo sem uso de método contraceptivo nos 28 dias seguintes a vacinacao.

Evidéncia de doenga reumatoldgica em atividade [ JNdo [ ]sim
Imunodeficiéncia Primaria [ INdo []sim
Mora fora da area de Risco [ JNdo [ ]sim
Recebeu Vacina de Febre amarela anteriormente [ INdo []sim
Histdria de reagdo alérgica grave ou anafilaxia a ovo, a vacina ou seus componentes. [ JNdgo [ ]sim
Histdria de asplenia. [ JNdgo [ ]sim
Ter recebido hemoderivados (transfusGes ou imunoglobulinas) nos ultimos trés meses . .
|:| Nao |:| Sim

antes da sua inclusdo no estudo.

Suspeita ou confirmacdo de febre nas 72 horas que antecedem a vacinagdo ou
temperatura axilar superior a 37,8°C no dia da vacinacdo (a inclusdo pode ser adiada até |:| Nao |:| Sim
que o potencial participante complete 72 horas sem febre).

Ter recebido vacina com virus vivo atenuado nos ultimos 28 dias ou vacina inativada nos
ultimos 14 dias que antecedem a sua inclusdo no estudo,(Poderd agendar vacinacdo para |:| Nao |:| Sim
febre amarela baseado nesses prazos)

Individuos ndo aceitam participar do estudo e/ou cujos responsaveis ndo concordam em D N3 D Si
do im

participar do estudo.
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N3o preencher critérios de baixa imunossupress3o [ INgo [ ]sim

O participante é elegivel a receber a vacina fracionada para Febre Amarela? |:| N3o |:| Sim
DO D5 D10 D 30-45 D365

DATA / / / / / / / / / /

PESO

ALTURA

IMC

MEDICACAO

LABORATORIO
Ureia
Creatinina
TGO

TGP

HB

Leuco
Neutro
Linfo
Plaquetas
PCR

OUTROS MEDICAMENTOS:
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QUEIXAS DO D5 D10 D 30-45 D365
Dor muscular () Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Dor articular ()Sim ()Sim ()Sim () Sim () Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Coceira ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Vermelhidao no ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
local de aplicacao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Inchago no local ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
de aplicacao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Hematoma ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
IManchas Roxas ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
()Sim ()Sim () Sim ()Sim ()Sim
Sangramento ( ) Nzo ( ) Ndo ()Ndo | ()N@o | ()Nao
Febre ()Sim () Sim () Sim ()Sim ()Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Mal-estar ()Sim ()Sim () Sim ()Sim ()Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
NausealEnjoo ()Sim ()Sim () Sim ()Sim ()Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Vomito ()Sim () Sim () Sim ()Sim ()Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Diarréia ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
___ Xldia ___ Xidia ___Xidia |___ Xidia| ___ Xl/dia
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Tontura ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Tremor ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Dor de cabecga ()Sim ()Sim ()Sim () Sim () Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Cansaco ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Dor abdominal ()Sim ()Sim ()Sim () Sim () Sim
( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao
Vermelhidao no ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim ()Sim
corpo ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao ( ) Nao

OUTRAS QUEIXAS:

Quanto sua pior queixa prejudicou seu dia a dia?

( ) Nada ( ) Um pouco ( ) Muito ( ) Incapacitou

62



Apéndice B - Diario de Sintomas

Para o médico que for avaliar este paciente:

Se suspeita de febre amarela vacinal grave com
alteracao de enzima hepatica (10x o valor normal) ou
com meningite ou meningoencefalite, entrar em contato
imediatamente com o Plantao Controlador do Hospital
das Clinicas (HC) da FMUSP (Tel. 2661-6570)

PROTOCOLO
VACINA
FEBRE AMARELA
2018

PACIENTES REUMATOLOGICOS
HC da FMUSP

ETIQUETA

PACIENTE COM ENTRADA AUTORIZADA NO
PERIODO: __ /[ A__ [/ NA

REUMATOLOGIA (PAMB 59 ANDAR-BLOCO 4A) DE
24, A 6A FEIRA DAS 7H30 AS 15H30.

QUEIXAS [ L L ! L Data Procedimento Comparecimento
Dor nos musculos () Sim { ) Sim () Sim ) Sim { ) Sim
() Nao { ) Nao { ) Nag ( ) Hao () Nao Dia 0 Coleta + Vacina +Avaliacio
Dor nas juntas ()sm | ()8m | ()sm | ()sm | ()sm Clinica
() Nao { ) Nao { ) Nao ( ) Nao { ) Nao 3
Coceira () Sim () Sim () 8im (18im { ) Sim Dias / ! Coleta
() Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao
Vermelhidio no local de () Sim () Sim ( ) Sim (18im () 8im Dia 10 ! ! Coleta
aplicagio (INao | ()Nao | ()Mo | (INao | ()Mao Dia i/ Coleta + Avaliagio Clinica
Inchago no local de ()Sim | ()sim | ()sim | ()sim | ()sim b
aplicagdo ()Nao | ()Nao | ()Nao | ()Nao | ()MNao 30-45
Hematoma /Manchas () Sim () 8im () 8im ()8im { ) Sim Dua 365 / 7 Coleta
roxas () Nao { ) Nao { ) Nao { Y Nao { ) Nao
{ ) Sim { ) Sim { ) Sim () Sim { ) Sim
Sangramento () Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao Ori t ~
Febre () Sim () Sim () sim T )15im NED rientacoes
()Mao | ()Mao | ()Mao | ()Mao | ()Nao 1) Preencher a tabela de queixas ao lado.

- Si Si Si Si Si . - .
Mal-estar : })NI:; E )}N.':‘; {‘ })NI:; ({ 3N'an; E )}N:‘; 2) Caso tenha mal estar intenso, vomitos, dor na barriga ou
NausealEnjéo ()Sm [ ()8m | ()Ssm | ()sm | ()sm dor de cabeca intensa, procurar servico de pronto

J ¢ , P ¢ p
( ) Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao . - A - - .
Vamite Orsm T (ysm T (Jsm | ()sm | ()sm atendimento proximo da residéncia para avaliacdo médica e
()Nao | ()Nae | ()Nao | ()Mac | ()Nao de necessidade de transferéncia para o HC da FMUSP.
Si Si Si Sil Si - o P
Tontura : })N':; E ,}N'::, {‘ }JN':; ({ :N';; f ,}N:'; 3) Se os sintomas forem leves, apenas utilizar dipirona
Tremor ()sim [ ()sim [ ()sim [ ()Sim [ ()Sim conforme receita médica e relatar as queixas ao lado.
() Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao
Dor de cabega () Sim ( ) Sim () Sim () sim { ) Sim .
{ ) Nao {)Nao | ()Nac ( ) Nao { ) Nao ™
Cansago ()Sim | ()Sim | ()Sim | ()Sm | ()Sim f .
( ) Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao { ) Nao Comprovante DATA: —/—/—
Dor abdominal () Sim { ) Sim () Sim ) Sim { ) Sim . -
()Nas | {)Nao | {)Nao ( ) Nao { ) Nao de vacinacio LOTE:
Vermelhidao ne corpo () Sim { ) Sim () Sim () 8im { ) Sim
{ ) Nag { ) Nao { ) Nao ( yNao { ) Nao

OUTRAS QUEIXAS:




Apéndice C- TCLE Controle Saudavel

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

CONTROLE SAUDAVEL - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

T N[ Y1 TR
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 ...oviviveeieeeeeeeeeeeeeeeeeanens sexo: MmO rF O
DATA NASCIMENTO: ........ oo, AT
ENDEREGCO: .. ittt et ettt e e e e et e aere s NO: s APTO: ..o,
BAIRR O i e (O 172X B 1
CEP: TELEFONE: DDD (............ I
2. RESPONSAVEL LEGAL: evoiee it e oo e oot e e e et e e e e ettt e ee e et eeeseeeee e eeesee e eeeseeeeeeeereeeeeareeseeeeseeeeaasaeeeeeeessaeesannneesaans
NATUREZA (grau de parenteSCO, tULOr, CUMAON BIC.): .uuviiiiiiiieiiiiiiieeeeeiieeii it es s e e e s e e e e e e e e e e e e eeeteeteaeseeeeteereeeesesaessessseesreennnnnns
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ...oooviieieeeieeeeeeeeeeeeeeenanns sexo: M OO F O
DATA NASCIMENTO: ........ A oo,
ENDEREGCO: ..ottt e NO: i, APTO: ..o
BAIRR O oo CUDADEE: .. s
CEP: oot TELEFONE: DDD (............ ) ettt ettt ettt

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

PROJETO TEMATICO: Avaliacdo da vacina da febre amarela fracionada em pacientes com
doencas reumatolégicas com baixo nivel de imunossupressao e que residem em area
de alto risco



2. PESQUISADOR PRINCIPAL:

ELOISA BONFA

Cargo/ Funcgéo: Profa. Titular da Disciplina de Reumatologia da Faculdade de Medicina do HC-FMUSP.
Inscrigdo no Conselho Regional N°: 42.708

Unidade do HC-FMUSP: Disciplina de Reumatologia do HCFMUSP

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiNIMO O RISCO MEDIO [

RISCO BAIXO X RISCO MAIOR [

4. DURACAO DA PESQUISA: 12 meses

INTRODUGAO: Vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa por estar em programacédo de receber a vacina contra Febre

Amarela por residir em area de alto risco sem possibilidade de afastamento temporario.

As informagfes sobre o estudo estdo detalhadas nesse documento e lhe serdo explicadas pelos pesquisadores, que responderdo
gualquer davida. Pedimos a vocé que leia este termo com atencao e se sinta livre para fazer qualquer pergunta que lhe surgir a respeito

do mesmo.

PROPOSITO DO ESTUDO:

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, desde Dezembro de 2016, o Brasil esta apresentando um aumento significativo de casos de
Febre Amarela em humanos. Diante desse quadro, a vacinagao esté indicada para os residentes e viajantes para areas de risco. Estamos
convidando vocé a participar deste estudo para entender melhor como € a sua resposta a vacina da Febre Amarela com dose fracionada.
Dessa forma, estamos convidando vocé a participar deste estudo para entender melhor como € a sua resposta a vacina da Febre Amarela
e assim, ser um paciente controle em comparagao com pacientes com alguma doenga reumatologica (artrite reumatoide, espondilite
anquilosante, artrite psoriasica, artrite idiopatica juvenil, dermatomiosite adulto, poliomiosite, dermatomiosite juvenil, esclerose sistémica,

doenca mista do tecido conectivo, lGpus eritematoso sistémico, vasculites sistémicas, sindrome de Sjégren primaria).

CRITERIOS DE INCLUSAOQ: Poderao participar desse estudo pacientes que irdo receber a vacina da Febre Amarela por residirem em area
de alto risco para Febre amarela sem possibilidade de afastamento temporario. A sua participagcdo é voluntaria e se o Sr.(a) nao desejar
participar, ou quiser sair do estudo, isso ndo mudard em nada o seu seguimento no Hospital. Seréo aceitos no estudo apenas os

pacientes que concordarem em assinar esse documento.



CRITERIOS DE EXCLUSAO: Nao poderdo participar do estudo os pacientes que: apresentem histéria de alergia aos componentes da
vacina; tenham recebido anteriormente a vacina da Febre Amarela; tenham recebido outra vacina de virus vivo até 1 més antes; estejam

com alguma infec¢éo; morem fora da area de risco ou estejam tomando altas doses de medicac¢des que reduzem a imunidade.

PROCEDIMENTOS: Caso vocé concorde em participar desse protocolo, serdo colhidos exames de sangue (20 mL — menos que uma
xicara de café) em 4 momentos: antes de receber a vacina, apés 5 dias, 10 dias, 30 dias e 365 dias. O sangue sera colhido somente para
se estudar a resposta a essa vacina em pacientes com doencas reumatoldgicas. Essa resposta € medida através da dosagem de
anticorpos, que sao substancias produzidas pelas células de defesa do corpo. N&o h& procedimentos, exames ou remédios experimentais.

Lembre-se de que todos os exames que forem feitos neste estudo séo para fins de pesquisa.

RISCOS E DESCONFORTOS: Poderd ocorrer um pouco de dor ou inchago no local da coleta de sangue. Riscos da vacina (1 para
400 000 doses em estudos populacionais) podem apresentar doenga grave com sintomas parecidos com os da febre amarela grave,

tais como hemorragia, choque, faléncia de 6rgaos e morte.

Se vocé tiver alguma reagéo, procure um hospital perto de sua residéncia e pega para entrar em contato com o plantéo controlador do Hospital

das Clinicas FMUSP (Tel 26616570), conforme orientacéo do folheto em anexo.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA/ SAIDA DO ESTUDO: A sua participacdo é completamente voluntaria, ou seja, o Sr.(a) pode decidir
participar ou ndo deste estudo e também ¢é livre para deixar o estudo a qualquer momento, sem que exista qualquer prejuizo ou

perda de seus direitos de seguimento e tratamento no Hospital.

Se o Sr.(a) decidir participar, deve assinar esse consentimento informado (Ultima folha) e rubricar (fazer uma pequena
assinatura) em todas as outras folhas. Uma via sera fornecida ao Sr.(a) e a outra sera guardada pelo pesquisador. Se decidirndo

participar do estudo, ou sair dele, essa decisao nao terd nenhuma influéncia sobre seus futuros cuidados médicos.

BENEFICIOS: O principal beneficio é saber se a resposta & dose fracionada (reduzida) da vacina da Febre Amarela é adequada. Além
disto, a resposta vacinal (imunogenicidade) para cada paciente sera estudada. O participante sera revacinado, portanto recebera duas
doses fracionadas da vacina da febre amarela. N&o existem beneficios financeiros nem para o Sr.(a), nem para os pesquisadores. O

Sr.(a) ser4 informado de todos resultados de exames.

CONFIDENCIALIDADE: Essa pesquisa € confidencial e seus dados pessoais ndo serdo revelados, em qualquer hipétese a outras
pessoas. O sigilo do estudo s6 sera quebrado nos casos em que houver autorizagdo legal para fazé-lo. Os resultados desse estudo
poderdo ser apresentados em congressos ou em publicagdes cientificas, mas a sua identidade sera sempre preservada. Os dados

coletados nesse estudo serdo utilizados apenas para essa pesquisa.

INTERESSES COMERCIAIS: O estudo sera gratuito. Como nao existem interesses econdmicos ou financeiros por parte das
instituicbes participantes, ndo se espera que vocé, sua familia ou qualquer um dos pesquisadores recebam pagamento algum por

participar do mesmo.

MAIS INFORMACOES: Esse consentimento foi aprovado pelo Comité de Etica, Ensino e Pesquisa dessa instituicio. Se vocé tiver

perguntas adicionais referentes a pesquisa ou quaisquer outras dlvidas ou sintomas, por favor, entre em contato com: Profa. Dra.
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Eloisa Bonfa, Profa. Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira, Dra. Luciana Parente Costa Seguro ou Dra Nadia Emi Aikawa, nos enderegos

e telefones abaixo:

- Endereco: Faculdade de Medicina da USP
Av. Dr. Arnaldo, N ° 455 — 3° andar, sala 3150. Cerqueira César, Sdo Paulo/SP. CEP: 01246-903

- Telefones: (11) 3061-7492 / (11) 3061-7490 (Secretaria da Disciplina de Reumatologia, Faculdade de
Medicina da USP) (11) 2661-6105 (Ambulatério do Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP)

- Email: reumato@usp.br
Se vocé tiver alguma consideracdo ou dlvida sobre a ética dessa pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em

Pesquisa (C.E.P.) no seguinte endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar. Tel: (11) 2661-7585. E-mail:
cappesg.adm@hc.fm.usp.br.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo

“Avaliacdo da vacina da febre amarela fracionada em pacientes com doencgas reumatoldgicas com
baixo nivel de imunossupressao e que residem em area de alto risco”.

Eu discuti com a Profa. Dra. Eloisa Bonfa sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais séo
0s propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo é isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necesséario. Concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento nesse Servigo.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: [/

Assinatura da testemunha Data: [/

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido desse paciente ou representante legal
para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: [/


mailto:reumato@usp.br
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Apéndice D - TCLE Paciente

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

PACIENTE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L. N OME e e ——————————————— e —eeeeee et e e e eeeeeeeeeeeee e e e et et et e et et e e e e ettt rrrrrrarar—————.
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ....oovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen sexo: MmO rFO
DATA NASCIMENTO: ........ Lo Lo
ENDEREGCO: .. ittt ettt e e et e eerra s NO: s APTO: ..o,
BAIRR O e e (O] 72X B 1
CEP: e TELEFONE: DDD (............ ) e
2. RESP ONSAVEL LEGAL: eeoteteteeeeee oottt ee e et e et e e et e et e e e e e e e e emeeeeeaeeeeeeeen e e aeeeeseeeeaeaeeenaeeeteeeenaeeeneaeeaneeeeanes
NATUREZA (grau de parenteSCO, TULOr, CUFAOON ELC.): ..uuiiiiiiiieiiiiiiiee e e et eeii e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e et ee e et e et eeeereeaeebeebseenbeennnnnes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N ....oovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeees sexo: MmO rF O
DATA NASCIMENTO: ........ | AT
ENDEREGCO: .ottt ettt e et ettt e e s NO: o, APTO: i,
BAIRR O i (0157 2Y B ] T
CEP: o TELEFONE: DDD (............ ) e e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

PROJETO TEMATICO: Avaliagdo da vacina da febre amarela fracionada em pacientes com
doencas reumatolégicas com baixo nivel de imunossupressao e que residem em area
de alto risco

2. PESQUISADOR PRINCIPAL:

ELOISA BONFA
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Cargo/ Fungéo: Profa. Titular da Disciplina de Reumatologia da Faculdade de Medicina do HC-FMUSP.
Inscrigdo no Conselho Regional N°: 42.708

Unidade do HC-FMUSP: Disciplina de Reumatologia do HCFMUSP

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiNIMO O RISCO MEDIO [

RISCO BAIXO X RISCO MAIOR [

4. DURACAO DA PESQUISA: 12 meses

INTRODUGAO: Vocé esta sendo convidado a participar dessa pesquisa por ter uma doenga reumatoldgica (artrite reumatoide, espondilite
anquilosante, artrite psoriasica, artrite idiopatica juvenil, dermatomiosite adulto, poliomiosite, dermatomiosite juvenil, esclerose sistémica,
doenga mista do tecido conectivo, lUpus eritematoso sistémico, vasculites sistémicas, sindrome de Sjogren priméaria) e estar em

programagcao de receber a vacina contra Febre Amarela por residir em area de alto risco sem possibilidade de afastamento temporario.
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As informagdes sobre o estudo estéo detalhadas nesse documento e lhe serdo explicadas pelos pesquisadores, que
responderdo qualquer divida. Pedimos a vocé que leia este termo com atengdo e se sinta livre para fazer qualquer

pergunta que lhe surgir a respeito do mesmo.
PROPOSITO DO ESTUDO:

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, desde Dezembro de 2016, o Brasil est4 apresentando um aumento
significativo de casos de Febre Amarela em humanos. Diante desse quadro, a vacinagdo esta indicada para os
residentes e viajantes para areas de risco. Por causa dos remédios que vocé toma e da sua doenca, existe um risco de
complicagdes ao receber vacinas com virus vivos atenuados, como a Febre Amarela. Como vocé tem uma doenga
reumatolégica e/ou usa medicamentos que alteram a imunidade, estamos convidando vocé a participar deste estudo

para entender melhor como é a sua resposta a vacina da Febre Amarela na dose fracionada.

CRITERIOS DE INCLUSAO: Poderdo participar desse estudo pacientes com doencas reumatolégicas (artrite
reumatoide, espondilite anquilosante, artrite psoriésica, artrite idiopatica juvenil, dermatomiosite adulto, poliomiosite,
dermatomiosite juvenil, esclerose sistémica, doenca mista do tecido conectivo, lUpus eritematoso sistémico, vasculites
sistémicas, sindrome de Sjogren primaria) que usem baixas doses de medicac¢des que reduzem a imunidade e que irdo
receber a vacina da Febre Amarela por residirem em area de alto risco para Febre amarela sem possibilidade de
afastamento temporario. A sua participacao é voluntéria e se o Sr.(a) ndo desejar participar, ou quiser sair do estudo,
isso ndo mudard em nada o seu seguimento no Hospital. Serdo aceitos no estudo apenas 0s pacientes que

concordarem em assinar esse documento.

CRITERIOS DE EXCLUSAO: N&o poderdo participar do estudo os pacientes que: apresentem histéria de alergia
aos componentes da vacina; tenham recebido anteriormente a vacina da Febre Amarela; tenham recebido outra vacina
de virus vivo até 1 més antes; estejam com alguma infec¢éo; morem fora da area de risco ou estejam tomando altas

doses de medicacdes que reduzem a imunidade.

PROCEDIMENTOS: O médico responséavel pelo seu tratamento continuara sendo o mesmo. Ele indicara exames,
orientara o tratamento e 0 acompanhara em caso de complica¢des. Caso vocé concorde em participar desse protocolo,
vocé autoriza a coleta de dados em seu prontuario, respeitados o anonimato e confidencialidade das suas informagdes,
e, serdo colhidos exames de sangue (20 mL — menos que uma xicara de café) em 4 momentos: antes de receber a
vacina, apos 5 dias, 10 dias, 30 dias e 365 dias. O sangue sera colhido somente para se estudar a resposta a essa
vacina em pacientes com doencgas reumatoldgicas. Essa resposta é medida através da dosagem de anticorpos, que
sdo substancias produzidas pelas células de defesa do corpo. Nao ha procedimentos, exames ou remédios

experimentais. Lembre-se de que todos os exames que forem feitos neste estudo sdo para fins de pesquisa.

RISCOS E DESCONFORTOS: Podera ocorrer um pouco de dor ou inchago no local da coleta de sangue. Riscos
da vacina (1 para 400 000 doses em estudos populacionais) podem apresentar doenga grave com sintomas

parecidos com os da febre amarela grave, tais como hemorragia, choque, faléncia de 6rgaos e morte.

Se vocé tiver alguma reagao, procure um hospital perto de sua residéncia e peca para entrar em contato com o plantéo

controlador do Hospital das Clinicas FMUSP (Tel 26616570), conforme orientagao do folheto em anexo.
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PARTICIPACAO VOLUNTARIA/ SAIDA DO ESTUDO: A sua participacdo é completamente voluntéria, ou seja, o
Sr.(a) pode decidir participar ou ndo deste estudo e também é livre para deixar o estudo a qualquer momento,

sem que exista qualquer prejuizo ou perda de seus direitos de seguimento e tratamento no Hospital.

Se o Sr.(a) decidir participar, deve assinar esse consentimento informado (Ultima folha) e rubricar (fazer uma
pequena assinatura) em todas as outras folhas. Uma via serd fornecida ao Sr.(a) e a outra ser4 guardada pelo
pesquisador. Se decidirnédo participar do estudo, ou sair dele, essa decisédo ndo terd nenhuma influéncia sobre seus

futuros cuidados médicos.

BENEFICIOS: O principal beneficio é saber se a resposta a dose fracionada (reduzida) da vacina da Febre Amarela é
adequada. Além disto a resposta vacinal (imunogenicidade) para cada paciente sera estudada. O participante sera
revacinado, portanto recebera duas doses fracionadas da vacina da febre amarela. Nao existem beneficios financeiros

nem para o Sr.(a), nem para os pesquisadores. O Sr.(a) sera informado de todos resultados de exames.

CONFIDENCIALIDADE: Essa pesquisa € confidencial e seus dados pessoais ndo serdo revelados, em qualquer
hipétese a outras pessoas. O sigilo do estudo s6 sera quebrado nos casos em que houver autorizacdo legal para
fazé-lo. Os resultados desse estudo poderdo ser apresentados em congressos ou em publicagfes cientificas,
mas a sua identidade serd sempre preservada. Os dados coletados nesse estudo serdo utilizados apenas para

essa pesquisa.

INTERESSES COMERCIAIS: O estudo sera gratuito. Como néo existem interesses econdémicos ou financeiros por
parte das instituicbes participantes, ndo se espera que vocé, sua familia ou qualquer um dos pesquisadores

recebam pagamento algum por participar do mesmo.

MAIS INFORMACOES: Esse consentimento foi aprovado pelo Comité de Etica, Ensino e Pesquisa dessa
instituicdo. Se vocé tiver perguntas adicionais referentes a pesquisa ou quaisquer outras dividas ou sintomas, por
favor, entre em contato com: Profa. Dra. Eloisa Bonfa, Profa. Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira, Dra. Luciana
Parente Costa Seguro ou Dra Nadia Emi Aikawa, nos enderecos e telefones abaixo:

- Endereco: Faculdade de
Medicina da USP

Av. Dr. Arnaldo, N © 455 — 3° andar, sala 3150. Cerqueira César, Sao Paulo/SP. CEP: 01246-903

- Telefones: (11) 3061-7492 /(11) 3061-7490 (Secretaria da Disciplina de Reumatologia,
Faculdade de Medicina da USP) (11) 2661-6105 (Ambulatério do Servico de Reumatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP)

- Email:
reumato@usp.br

Se vocé tiver alguma consideragdo ou ddvida sobre a ética dessa pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em

Pesquisa (C.E.P.) no seguinte endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar. Tel: (11) 2661-7585. E-
mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo “Avaliagcdo da vacina da febre amarela fracionada em pacientes
com doencas reumatolégicas com baixo nivel de imunossupressdo e que
residem em area de alto risco”.

Eu discuti com a Profa. Dra. Eloisa Bonfa sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo o0s propdésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos
e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento,

antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,
ou no meu atendimento nesse Servigo.

-------------------- Assinatura do paciente/ representante legal Data: L/

Assinatura da testemunha Data: [/

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva
ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido desse paciente ou
representante legal para a participagdo neste estudo.

-------------------- Assinatura do responsavel pelo estudo Data: [/
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