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RESUMO

=

=

! Foi avaliada a imunidade humnoral para o Haemophilus influenzae do tipo b

L)

(Hib) em 68 criangas brasileiras saudaveis com idades entre 15 ¢ 19 meses. Foram

analisados os tilulos naturais de anticorpos contra o polissacanide capsular do Hib

{PRP), é)em como os litulos estimulados por uma dose de 0,5 ml por via tntramuscular da
vaciﬁéwc/;njugada do PRP com o toxdide difRérico (PRI-D, contendo 25 pg de PRP ¢ 18
ug de toxoide difiérico por dose). A determinagio dos titulos de anticorpos anti-PRP {oi
feita pelo método de radiotmunoensaio, em amostras de soro cothidas pré-vacinagiio ¢ |
més apds. A seguranga da vacina PRP-D na populag@o de estudo foi avaliada através de
acompanhamento de reagdes adversas 48 horas e 1 més apds a vacinagdo.

A analise dos titulos naturais demonstrou um titulo geométrico médio
(T.G.M) de 0,082 pg/ml. Dez criangas (14,7%) apresentaram titulos acima de 0,15
ug/ml, considerados naturalmente protetores. Observou-se que criangas que residiam em
domicilios com mais de 5 moradores apresentaram titulos acima de 0,15 pp/ml numa
propor¢io significativamente maior (33,7% vs 10,7%, P = 0,05).

Apbs a vacinagiio com PRP-D, o T.G.M. elevou-se a 2,92 pg/ml, com uma
taxa média de aumento de 35,4 vezes. Sessenta ¢ seis (97,1%) criangas alcangaram titulos
acima de 0,15 pp/ml, e 51 (75%) titulos acima de I pg/ml. Trés variaveis apresentaram

associagfio com a resposta & vacina PRP-D:



Titulos naturats; criangas com titulos naturais acima de 0,15 pg/mi
apresentaram uma proporcio significativamente maior de titulos pds-vacinais acima de 1
pg/mt (100% vs 70,7%, P = 0,05).

Idade: criangas com 18 meses ou mais apresentaram uma
propor¢do maior de titulos acima de 5 pg/ml, comparadas 4s de 15 meses (55% vs
19,2%, P = 0,01).

Freqiiéncia a creches: a resposta de anticorpos no grupo de
criangas que freqiientava creches caracterizou-se, de forma estatisticamente significativa,
por titulos médios mais baixos (T.G.M. de 1,49 pg/ml vs 4,81 pg/ml, P = 0,002}, taxas
de aumenio de titulos mais baixas (20,77 vs 32,52, P = 0,02) ¢ menor freqiiéneia de
criangas com ttulos acima de 5 ug/ml (20,7% vs 51,32%, P = 0,01) e acima de 10 pg/ml
(10,3% vs 30,8%, P = 0,05).

A vacina mostrou-se segura na populagio de estudo. No periodo de 48 horas
apds a vacinagiio, h ouve incidéneia de temperatura acima de 37,8 °C em 2 criangas
(2,9%), dor no local da injegdio em 3 criangas (4,4%) ¢ writabitidade em 8 (11,8%).

Concluimos que a imunidade natural contra infecgdes pelo Hib ¢ baixa na
populagio cstudada, sendo ela alvo de beneficio potencial com a vacinagio. A vacina

PRP-D demonstrou ser imunogénica ¢ segura.



1. INTRODUCAO

L.1. O MICROORGANISMO

O Haemophilus inflnenzae (14) fot isolado inicialmente por PFEIFFER, em
1892, a partir dc uma cultura de escarro de um paciente com pneumonia por influenza, ¢
denominado "bacilo da influenza de PFEIFFER". A partir da pandemia de influenza, entre

1918 ¢ 1919, tormou-se evidentc que o bacilo ¢ parle da flora normal das vias aéreas

superiores.. Em 1920, WINSLOW ¢ associados sugeritam o nome Haemophilus

st

influenzae, com base em suas condigdes de crescimento em cultura e sua assoclagiio

M O organismo ¢ um cocobacilo gram-negativo, facultativamente anaertbico.
Para crescimento em meto de cultura, exige a presenga de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo (NAD) ¢ hemina, que sdo liberados no meio de cultura a partir de hemolise.
Nio fermenta sacarose e lactose, ncm exige aumento do didxido de carbono ambiente. As
diferengas fenotipicas bioquimicas (baseadas na atividade das enzimas ornsting-
descarboxilase, urease ¢ na producdo de indol) sio responsdveis pela subdivisio da

espéeie em 8 biotipos (MENDELMAN & SMITH, 1987).

o



.

. O Hi é encontrado na natureza apenas em associagdo com a espécie humana,
como comensal em mucosas do frato respiratério ou como agente patogénico. Os

principais fatores de viruléncia descritos para o Hi sfo: capsula, proteases de IgA,

—

fimbrias, Hipopolissacaride e proteinas de membrana externa. j

Cipsula: PITTMAN, em 1931, (apud ROBBINS & SCHNEERSON, 1987),
caracterizou dois grupos, encapsulados ¢ nio-encapsulados (também chamados "nio-
tiphveis”). Enirc os encapsulados, scis tipos de polissacaride capsular  foram
reconhecidos, de a até f. Os tipos a e b s8o compostos de um monossacarideo (ribose, no
caso do tipo b) ligado a um 4lcool (ribitol). As unidades sacaridicas siio ligadas entre si
por grupos diésteres de fosfato. Os tipos ¢ ¢ f contém dois monossacarideos com grupos
de N-acetilglucosamina ligados por um fosfodiéster; os tipos d ¢ ¢ consistem de 4cidos
urdnicos ligados por monossacarides monoacetilados sem ligagGes fosfodiéster. Apenas
o3 tipos a ¢ b t&m propricdades que conferem aglio invasiva.

O Hacemaophilus influenzae do tipo b (Hib) ¢ o cncontrado cm 85% a 95%
dos casos de infecgiio invasiva cm criangas de paiscs desenvolvidos (ROBBINS &
SCHNEERSON, 1987, WARD & COCHI, 1988). Sua capsula constitui-se de um
polimero de ribose, ribitol ¢ fosfato {PRP), com um peso molecular de 150 kD. As cepas
encapsuladas resistem de maneira mais cficiente aos mecanismos de clarcamento
intravascular do hospedeiro, prolongando o tempo ¢ aumentando a intensidade da
bacteremia, O predominio do tipo b entre os tipos capsulares causadores de mfecgio
invasiva ainda ndo esta completamente esclarecido, mas ha evidéncias sugerindo que a
capsula do tipo b confere propriedades de viruléncia que sio ausentes nos outros
sorotipos (MOXON, 1992). A cépsula protege a bactéria da a¢o do complemento
(ROBBINS & SCHNEERSON, 1987). Em ratos, a expressio da capsula do tipo b



determina resisténcia & ingestio pelos macrofagos, ¢, quando ingeridas, tais cepas
conseguem sobreviver € reproduzir-se dentro dos macrofagos (WILLIAMS et al., 1991,

NOEL et al., 1992).

Proteases de IgA: Sio enzimas bacterianas cujo Unico substrato conhecido é
a IgAl humana. Devido i auséncia de modelos experimentais, ndo ha provas diretas de
seu papel patogénico, apesar de uma séric de evidéneias circunstanciais (KILLIAN &
POULSEN, 1992). No cntanto, sio consideradas fatores de virulénela potencialmente
importantes, porque a defesa da mucosa ¢ em grande parte mediada por IgA

(MENDELMAN & SMITH, 1987).

Fimbrias: Sio filamentos na superficie celular das bactérias, compostos de
subunidades proteicas idénticas arranjadas em conformagio helicoidal. Sua principal
funciio ¢ a adesiio as células das mucosas do hospedeiro, mas também estdo envolvidas
na resisténcia & fagocitose, translocagio através de superficies, aumento da capacidade de
colonizagio e aumento da viruléncia (BRINTON et al, 1989). As fimbrias ndo s8o
indispensaveis para a adesfio aos epitélios, e sua presenga pode ser desvantajosa para a
invasio da mucosa. Nem todas as cepas de Haemophilus influcnzae do tipo b tém a
capacidade de expressar fimbrias. Dados recentes indicam que a fimbriagio ¢ um
processo reversivel, ¢ a passagem do estado fimbsiado para o no-fimbriado poede ser um

evento importante na patogénese das infecgSes causadas pelo Hi (HAM et al., 1992).

Lipopolissacaride (LPS): Facilita a sobrevivéncia e disseminagiio do Hi da
nasofaringe para o sangue, através de lesdo no epitélio respiratorio ¢ orgdos-alvo, A

heterogencidade na estrutura do LPS entre diferentes cepas de Hi e entre bactérias de



origem comum, € devida & ativaglio reversivel da expressiio de varios epitopos. Estudos
experimentais demonstraram que tais diferengas tém papel modulador na viruléncia do

germe (MOXON, 1992).

Proteinas de membrana externa; A principal fungio da membrana externa é
agir como uma barreira de permeabilidade seletiva através do envelope da célula. Virias
destas proteinas j& foram caracterizadas ¢ purificadas, tendo demonstrado  ser
imunogénicas em animais ¢ humanos (GRANOFF & MUNSON, 1986; COULTON et af,,
1992,

1.2. O ESTADO DE PORTADOR ASSINTOMATICO

A taxa de colonizagiio faringea em criangas ¢ adultos pelo i ndo tipdvel
chega a 70%. Para o Hib, esta taxa ¢ mais baixa. Estudos nos E.UA. e Europa
demonstraram que, em um dado momento, a freqiéncia de criangas abaixo de 5 anos
portadoras do Hib em naso ou orofaringe varia de 1% a 5%. A aquisigio do agente
aumenta de forma cumulativa com a idade, de forma que, aos 5 anos de idade, a maior
parte das criangas saudaveis tera sido portadora do germe (WARD & CQCHLI, 1988). As
taxas de colonizagiio sic bem mais altas em populagGes infanﬁs {fechadas, como em
creches e escolas maternais, bem como contactantes domiciliares ou escolares de casos
de doenga, podendo alcangar até 50%. Em creches a incidéncia do estado de portador ¢
mais alta entre os 18 ¢ 71 meses, sugerindo que as criangas na idade pré-escolar sejam a
principal fonte de organismos causadores de doenga em lactentes (SHAPIRQ & WARD,

1991). O estado de portador pode durar meses e os adultos com contato freqaente com



ia

criangas porfadoras podem ser portadores assintomaticos (MURPHY et al, 1985).
Estudos recentes, conduzidos na Nova Guiné e em Gambia, sugerem que as taxas de
colonizagio podem ser mais altas do que em paises desenvolvidos, iniciando-se a

colonizagdo em idades mais precoces (FUNKHOUSER et al., 1991).

.

D¢ acordo com a patogénese, ha duas catcgorias de docnga a considerar:

Docnca invasiva: £ caraclerizada pela disseminagio hematogénica da
bactéria a partir da nasofaringe. Esta categoria deve-se quase exclusivamente ao Hib., A
mais comuni, ¢ mais grave, das sindromes clinicas de origem hematogénica ¢ a meningite,
seguindo-se pocumonia (com ou sem empicma), arlriie séptica, cclulite de face,

cpiglotite, pericardite, osteomiclite ¢ bactercmia oculla,

Doenca de mucesa; A mucosa de vias respiratorias superiores apresenta alta
taxa de colonizagiio em criangas ¢ adultos, e o Hi pode passar para sitios contiguos,

resultando deste processo otite média, sinusite, conjuntivite e traqueobronquite,



1.4. EPIDEMIOLOGIA

O Hib tem importdncia mundial como agente patogénico. Seu

.

comportamento ¢ endémico. A maioria dos estudos sobre a incidéncia de infecgdes pelo
Hib nos paises desenvolvidos tem base populaciona[;}

Antes do advento de vacinas eficazes, o Hib era o agente causal de cerca de
20,000 casos anuvais de infecgdes invasivas nos E.U.A., com cerca de 12.000 casos de
meningite. O risco de uma crianga norle-americana apresentar um episddio de doenga
invasiva pelo Hib nos primeiros 5 anos de vida era de 1:200. Especificamente em relagiio
3 meningite, a mortalidade era de 5% a 10%, com uma taxa de seqiiclas neurologicas em
torno de 25% a 40% dos sobreviventes (SELL, 1987). Estudos cpidemiologicos
reatizados nos E.U.A. mostraram uma variagio na incidéneia de doenga invasiva de
acordo com a regifio, a época ¢ a metodologia do estudo, As taxas de incidéncia anual
variaram entre 67 ¢ 129 casos por 100.000 criangas menores de 5 anos de idade, na
populagiio geral (WILFERT, 1990). Em populagSes nativas americanas, como navajos,
apaches e esquimds, a incidéncia foi muito mais alta, chegando a 600 casos por 100.000
criangas menores de 5 anos. Na populagio geral, pelo menos 85% de todos os casos
ocorreram em criancas menores de 5 anos, ¢ o pico da incidéncia de meningiie situou-se
entre 0s 6 ¢ 12 meses. No total, cerca de 75% dos casos ocorreram nos primeiros 2 anos
de vida. Nas populagdes nativas, a faixa etaria de maior incidéncia foi ainda mais baixa,
com a quase totalidade dos casos ocorrendo nos primeiros 2 anos de vida, e uma
proporgio significativa abaixo dos 6 meses (SHAPIRO & WARD, 1991).

Em paises europeus, a incidéncia de infecebes invasivas mostrou-se bem mais

baixa do que nos E.U.A. (entre 30% ¢ 50% da incidéncia norte-americana), com uma



propor¢do comparativamente mator em idades mais avangadas. Na Fmldndia, por
exemplo, 55% das infecgles invasivas ocorriam acima dos 18 meses de idade, ¢ o
periodo de risco se estendia até os 9 anos (WENGER et al., 1989).

Estudos na Australia e Nova Zelindia mostraram, na populagio de origem
européia, uma incidéncia de infecgdes invasivas e distribuigio etaria semelhantes as dos
paiscs do norte da Europa. Em aborigines australianos, no entanto, o perfil
epidemiologico mostrou-s¢ semelhante ao das populagbes nativas norte-americanas
(SHAPIRO & WARD, 1991},

Nos paises em desenvolvimento sio disponiveis poucos estudos populacionais
sobre a incidéncia das infeceBes invasivas pelo Hib. A maioria dos dados disponiveis
provém de levantamentos hospitalares, realizados de forma retrospectiva. Além disto, a
taxa de isolamenio de agente em infecgbes graves ¢ mais baixa. O menor acesso das
populagdes a servigos de sadde, bem como a menor cficiéneia dos sistemas de vigilincia
epidemiologica, contribuem para a dificuldade da caracterizagio da importancia das
infeegdes por Hib nestes paises. Os dados disponiveis até o momento sugerem uma
incidéncia semelhante 3 norte-americana, com predomindncia no primeiro ano de vida. A
taxa de letalidade por meningite também ¢ mais alta, ficando entre 20% ¢ 37%. O Hib ¢ a
principal causa de meningite bacteriana na india, Gambia e Chile (FUNKHOUSER ct al,,
1991; SHAPIRC & WARD, 1991; BIJLMER & ALPHEN, 1992).

Nio ha no Brasil até o momento nenhum estudo populacional prospectivo
sobre a incidéncia de infecgdes pelo Hib. Dados da Secretaria da Satde do Estado de
Sio Paulo referentes ao periodo de 1984 a 1989 demonstram ser o Hi responsavel por
uma incidéncia média anual de 7,2 casos de meningite por 100.000 criangas com menos
de 5 anos. O Hi (sem especificagiio de sorotipo) foi responsivel por 29,08% dos casos de

meningite com agente isolado neste grupo etario. As autoras do estudo reconhecem que,



por uma série de fatores, estes dados sdo incompletos (SECRETARIA DE ESTADO DA
SAUDE DE SAQ PAULO, 1991). No Instituto de Infectologia Emilio Ribas, de Sio
Paulo, um levantamento realizado nos anos de 1983 e 1984 mostrou que entre os 2
meses ¢ 5 anos o Hi fot o agente mais comum (45,8% dos casos) entre os causadores de
meningite bacteriana (FARHAT & MANTESE, 1987). Entre 1990 ¢ 1992, no mesmo
hospital, o Hi causou 14% dos casos, tendo sido o meningococo responsavel por 43,2%
(FARHAT et al, 1993). Estes Gltimos resultados sfo certamente influenciados pela
ocorréncia, desde 1988, de uma cpidemia de meningite pelo meningococo do sorotipo B
na Grande Sio Paulo. No Hospital das Clinicas da FCM-UNICAMP, do inicio de 1990
até o final do 1° scmestre de 1993, foram diagnosticados 254 casos de meningite com
provavel etiologia bacteriana em criangas menores de 15 anos. Em 140 casos conseguiu-
se definir o agente etiolégico, sendo o Hi responsavel por 40 casos (28,5%). Destes 40
casos, 36 (90%) ocorreram em criangas menores de 5 anos, 32 (80%) abaixo dos 2 anos
¢ 19 (47,5%) no 1° ano de vida (NUCLEO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA -
HC - UNICAMP, 1993).

1.5. FATORES DE RISCO

Em relagio 4 suscetibilidade individual, existe associaglo entre idade e
incidéncia da infecglio, sendo csta a mais importante caracteristica epidemioldgica da
docnga. Cerca de 90% das infecgdes por Hib ocorrem abaixo dos 5 anos, com
predomindncia abaixo dos 2 anos, sendo o pico de incidéncia entre 0s 6 e 11 meses de

idade. Nos paises em que a major incidéncia s¢ concentra no 1° ano de vida (como parece



Q@

ser o padrio dos paises em desenvolvimento), a meningite ¢ a forma predominante de
apresentaﬁa da doenga (SHAPIRO & WARD, 1991; BIILMER & ALPHEN, 1992).
Anormalidades da resposta imune aumentam o risco individual de infecghes
pelo H_ib:..};nunodeﬁciéncias congénitas (agamaglobulinemia, deficiéncia de componentes
terminais do complemento, deficiéncia de 1gG2), sindrome de imunodefici€ncia adquirida,

distirbios da fungio espiénica {anemia falciforme, sindrome nefrotica, esplenectomia),

linfoma, leucemia, tratamento com corticosterdides ou quimioterapicos anti ncoplésicols}

Determinados grupos élnicos apresentam sisco aumentado de infecgio pelo
Hib. Nos BE.UA., as criancas negras apresentam maior risco em relagio as brancas,
mesmo em estudos que analisam as diferengas socio-econOmicas ¢ culturals entre as
populagéics. Populagbes nativas (apaches, navajos, esquimos, aborigines australianos)
apresentam uma incidéncia 4 a 20 vezes maior do que populagdes brancas residentes nas
mesmas areas (SHAPIRO & WARD, 1991).

Fstudos caso-controle denmonstram gue o alcitamento materno parece ser uin
fator protetor em relagio A aquisi¢io de docnga pelo Hib nos primeiros 6 meses de wade
(ISTRE et al,, 1985; COCHI et al., 1986).

Em relaciio & exposicio, a aglomeragdo de familias em moradias pequenas
constitui um fator de rsco demonstrado em estudos caso-controle nos EUAL A
freqiiéneia a creche aumenta o risco de aquisigio de infecgdes pelo Hib de 2 a 5 vezes
em relagio a criangas de grupos-controles, principalmente nos 2 primeiros anos de vida,
O risco em criangas que fregiientam creche aumenta em proporg¢do direta com o nimero
de criangas & com o tempo em que a crianga permanece na instituigdo. A presenca de
irmdos no mesmo domicilio freqiientando pré-escola ou escola elementar demonstrou em

alguns estudos estar associada a risco aumentado de doenga por Hib em criangas



Hi

menores de 2 anos (ISTRE et al, 1985, COCHI et al, 1986, BROOME, 1987,
SHAPIRO & WARD, 1991).

Os fatores citados acima se referem ao risco de doenga primaria, ou seja,
doenga em criangas que ndo tenham tido contato nos 30 dias anteriores com pessoa com
infecgio invasiva pelo Hib. Os casos que ocorrem em menos de 30 dias apos um contato
sio considerados casos secundarios. O principal fator de risco para doenga secundaria € o
contato domiciliar com um caso. Contatos domiciliares de um caso-indice, menores de 3
anos, apresentam risco 585 vezes maior do que na populagio geral da mesma idade
(WARD et al., 1979). Dados sobre a importincia do contato em creches com um caso-
indice sio contraditorios, mas a maior parle dos cstudos tende a considerar tal fnsco
significativo, embora menor do que para contactantcs domiciliares ¢ restrito a criangas

menores de 2 anos (PETER et al,, 1991),

1.6. AQUISICAO NATURAL DE IMUNIDADE

A aquisicio de imunidade natural ac Hib envolve a integragio dos

——

componc;ncs do sistema imune: o sistema imune associado s mucosas possui fatores
que impedem a adesfio ¢ penetraglo do agente no epitélio respiratdrio; a opsonizagio do
Hib por anticorpo ¢ complemento, permite a lise da bactéria e ativagio de outras
respostas inflamatorias pelas vias clissica ¢ alternativa, a fagocitose ¢ morte intracelular
por macrofagos ¢ polimorfonucleares em tecidos subepiteliais, na circulagiio ¢ em Orgdos

do sistema ret:cuio~endotelxal a acgiio da imunidade celular.

..... J

P——
; Destes fatores, o mais diretamente relacionado com a chcac;a protetom da
A e

vacina contra o Hib ¢ o papel desempenhado pelos anticorpos especificos.
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FOTHERGILL E WRIGHT, em 1933, (apud ROBBINS & SCHNEERSON,
1987), demonstraram a presenga de um "poder bactericida” contra o Hi no sangue total
de recém-nascidos, criangas e adultos. Este "poder bactericida" desaparecia por volta dos
3 meses de idade, e reaparecia em torno dos 3 anos, aumentando gradativamente seu
nivel at¢ a idade adulta. A representagio grafica do "poder bactericida" e da incidéncia de
meningite por Hi om relagio & idade permitiu concluir que havia uma relagio inversa
entre o "poder bactericida" ¢ a incidéncia de meningite. Fot elaborada a hipotese de que o
"poder bactericida" estava presente no  reeém-nascido, gragas  a  passagem
transplacentaria, desaparecia nos primeiros meses de vida ¢ era gradualmente adquinido
com a idade, levando a uma diminuig¢io progressiva dos casos de meningite.

Também em 1933, PITTMAN, (apud WARD & COCHI, 1988), demonstrou
que anticorpos contra a capsula do Hib conferiam protegiio conira infecgdio experimental
em cocthos. Esta obscrvagio tornou-sc a base da soroterapia, a primeira forma de
tratamento contra infecgles invasivas pelo Hib.

ALEXANDER et al, 1944, {apud GRANOFF & MUNSON, 1986),
demonstraram, em coelhos, que os anticorpos contra o polissacaride capsular do Hib
{PRP) eram os principais componentes da atividade bactericida. Estudos posteriores
(SCHNEERSON et al, 1971, ANDERSON et al, 1972; GRANOFF & MUNSON,
1986) confirmaram este achado no soro de humanos. Estes autores comprovaram que 0§
niveis dos anticorpos anti-PRP sfo altos na maioria dos recém-nascidos. Tais niveis caem
entre 0s 3 ¢ 6 meses, se mantém muito baixos até os 24 a 36 meses, atingindo niveis
semelhantes aos dos adultos entre 48 ¢ 60 meses de idade.

Os anticorpos anti-polissacaride capsular do Hib parecem ser o fator
especifico mais importante na protegiio contra infecgdes pelo organismo. Em tomo dos 5

anos, a maioria das criangas ja apresenta titulos altos (ROBBINS et al, 1973)
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Experimentalmente, comprovou-s¢ que anticorpos naturais  anti-PRP  ativam
complemento, tém atividade opsono-fagocitica, bactericida ¢ s@o capazes de induzir
protegio passiva em animais apods inoculagdo experimental com o agente. Preparados de
imunoglobulina humana contendo anticorpos anti-PRP conferem protegio contra
infecgdes invasivas em pacientes agamaglobulinémicos € em cfiangas nativas norte-
americanas de alto risco (SHAPIRO & WARD, 1991).

Anticorpos contra proteinas de membrana externa também sdo encontrados
apds infecglio natural pelo b, Experimentalmente, anticorpos contra duas destas
proteinas, P2 ¢ P6, demonstraram aglio bactericida e proteglio contra noculagio
experimental cm coclhos, A proteina PG tem a caracteristica de apresentar-se de {orma
constante tanto nas cepas de Hi ndo-tipavel como de Hib (NELSON et al, 1988,
MURPHY et al., 1989, BARENKAMP, 1992).

Lactentes com meningite por Hib apresentam anticorpos circulantes anti-LIS
na fase aguda da infecglio, sugerindo que a presenga de tais anticorpos ndo ¢ capaz de

prevemir a meningite. Tais anticorpos também ndo sHo protetores cm  infecgdes

MURPHY etal, 1989).

% A imunidade ao Hib é naturalmente adquirida, nos primeiros anos de vida,

pelo cc)lltz;iamﬁfi;ct'a com o agente, através de colonizagdo faringea. Também o contato
natural no trato respiratorio ou gastrointestinal com bactérias que apresentam antigenos
de reagiio cruzada com antigenos do Hib, como lischerichia coli, Staphylococeus aureus
ou Streptococens prenmoniae, desempenha importante papel na génese da imunidade
natural (ROBBINS et al., 1973). Awalmente a tendéncia ¢ considerar que este segundo

mecanismo é o mais importante na aquisigdo de imunidade natural. A imunidade

.
5

adquirida através de doenga clinica ¢ mais rara.
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1.7. A VACINACAO CONTRA O HAEMOPHILUS INFLUENZAE DO TIPO b

meses de idade {quando ja ocorreu o clareamento dos anticorpos adquiridos por via
e

transplacentdria), e manter niveis protetores de anticorpos até em torno de 5 anos. |

[

Os critérios a serem considerados quando se avalia um antigeno bacteriano
como canditato a uma vacina devem incluir: estar presente entre as cepas da espécie
bacteriana que se plancja prevenir; induzir anticorpos capazes de prevenir a doenga,
provocar uma resposta de anticorpos protetores na populagdo-alvo, persistente durante
tode o periodo de maior risco, ndo apresentar toxicidade ou cleitos adversos potencials

(NELSON et al., 1988).

1.7.1. A VACINA POLISSACARIDICA

As observagdes clinicas e experimentais relativas & imunidade naturalmente
adquirida contra 0 Hib levaram 4 escotha do polissacaride capsular como 0 componenie
da primeira vacina, composta por um polimero linear de ribose, ribitol e fosfato
{poliribosil-ribitol-fosfato, ou PRP), extraido do sobrenadante de culturas do Hib
(WARD & COCHI, 1988).

Como a maioria das vacinas polissacaridicas, a vacina de PRP € composta de
determinantes aniigénicos que se repetem, arranjados linearmente, fazendo parte do

grupo de antigenos "timo-independentes do tipo 27, caracterizados por: estimular a
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sintese de anticorpos através de linfocitos B maduros, porém ndo gerar linfécitos B de
memaria, sendo portanto incapazes de promover o efeito "booster”; promover a sintese
de anticorpos de baixa afinidade ¢ avidez; resposta restrita principalmente & classe IgM,
tanto na resposta primdria quanto nos contatos subsequientes; quando produzidos

anticorpos da classe IgG, predominancia de IgG2, que tem baixo poder opsonizante e, na

}

ontogenia do sistema imune, demora a atingir niveis semelhantes aos do adulto. |

Considera-se que o titulo protetor natural minimo de anticorpos anti-PRP seja
em torno de 0,15 pp/mi. Estudos populacionais com a vacina polissacaridica mostraram
que o titulo de | pg/mi obtido 3 semanas apds a vacinagiio com PRP estaria
correlacionado com proteciio a longo prazo (PELTOLA et al,, 1977, 1984).

Estudos com a vacina PRP mostraram ser sua imunogenicidade muito baixa
em criancas menores de 18 meses. A partir desta idade, cerca de 75% das criangas
vacinadas desenvolviam titulos acima de | wg/ml. Acima dos 24 meses, 90% das criangas
alcancaram estes titulos. A persisténcia de titulos protetores mostrou correlagiio com a
idade a vacinagiio: criangas vacinadas entre 18 ¢ 35 meses mantiveram niveis acima de
0,15 pg/ml por um periodo médio de 1 ano ¢ meio, e aquelas vacinadas com 36 meses ou
mais mantiveram tais niveis por um periodo médio de 3 anos e meio (GRANOFF &
CATES, 1985).

A vacinagio com PRP em criangas demonstrou uma resposta com todas as

clabscs dc mlunog,lobuimas sendo verificadas quantidades proporcionais de IgA, 1gM ¢

}gG};’Em relaciio as subclasses de IgG, observou-se que a resposta ao PRF nido foi

o

restrita a 1gG2, sendo observada uma proporgio meédia de 11 entre IgGl e I1gG2. Em

criangas maiores ¢ aduitos, observou-se um predominio de 1gG2 (KAYTHY et al., 1988).

e

{ Os nivels de anticorpos apds a administragio da vacina PRP, bem como a sua
\vwv—""u‘l

distribuigio em classes ¢ subclasses, foram semelhantes aqueles verificados em criangas



convalescendo de infecgdes invasivas. Nestes grupos de criangas, a infecgo natural no 1°
ano de vida nfio induz uma resposta significativa de anticorpos. Apos os 18 meses, e,
principalménte ap6s 0s 24 meses, ha uma resposta de anticorpos com niveis protetores,
sendo observadas as classes IgA, IgM ¢ IgG, com predominio da altima. A resposta de

Ny
subclasses mostrou uma distribuigio proporcional de IgG1 e IgG2 (TROLLFORS et al.,

&
T

1992).

s
£

Os anticorpos gerados pela vacina PRP em humanos demonstraram
capacidade de ativagiio de complemento, agio opsono-tagocitica ¢ capacidade de reduzir
taxas de bactercmia ¢ morte em modclos animais de doenga. Em relagfio s classes de
imun{)globuatinas, a 1gM anti-PRP demonstrou efeito bactericida mais potente do que a

1pG e a lgA anti-PRI ndo mostrou efeito significativo. Também ndo foram demonstradas

diferengas significativas de atividade bactericida entre 1gGi ¢ 1gG2 \j anti-PRP
(WEINBERG et al., 1986). -

A elicacia da vacina PRP foi avaliada inicialmente através de ostudos
comparativos do tipo randomizado, Apos sua introduglo, foram empregados estudos
caso-conirole e analise de registros epidemiologicos.

Na Finlandia, em 1974, quase 50.000 criangas de 3 meses a 5 anos receberam
uma dose de 12,7 ug da vacina de PRP, sendo que as menores de 18 meses receberam
uma segunda dose 3 meses apds. O ensaio visava principalmente a avaliagiio da eficacia
da vacina contra o meningococo do tipo A, tendo as criangas que receberam a vacina de
PRP servido como grupo-controle. Apds um seguimento de 4 anos, a vacina de PRP
demonstrou eficacia de 90% na prevengio de infecges por Hib nas criangas vacinadas
com 18 meses ou mais (PELTOLA et al., 1984). Pesquisadores dos E.U.A. contestaram

algumas das conclusdes do estudo finlandés, estabelecendo a idade de 24 meses como

aquela em que se observou uma protegio inequivoca (PARKE, 198 7).
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A vacina de PRP foi recomendada nos E.U.A. a partir de abril de 1985, em
dose Unica de 25 pg, aos 24 meses. Nos grupos de alto risco, recomendou-se 0 uso aos
18 meses, com nova dose aos 24 meses. Devido a distribuiggo etaria da infecgfio por Hib
nos E.U.A., estimou-se que a vacina teria um potencial para prevenir entre 15% e 25%
do total de casos (COCHI et al., 1985).

Apds o licenciamento nos E.U.A., foram conduzidos 5 estudos do tipo caso-
controle para avaliar a eficacia da vacina. Quatro estudos permitiram estimar uma cficicia
moderada (entre 41% e 8§8%), enquanto um deles, no estado do Minnesota, demonstrou
clicacia nula, com taxas mais altas de vacinagio nos casos do que nos controles. Apesar
das diferengas regionais notadas, ficou evidente que a vacina PRP nos Estados Unidos
mostrou-se menos oficaz do que na Finlandia (WENGER et al., 1989, SHAPIRO, 1990).

A avaliacio da seguranga da vacina de PRP em 4.500 criangas nos E.UA,
demonstrou a ocorréncia, no local de aplicagiio, de critema em 4,8% das criangas, edema
em 2,9% ¢ dor om 12,6%, 24 horas apds a administraglio. Temperatura acima de 38,30C
foi relatada em 2,3% dos vacinados. Em 18.000 criangas acompanhadas at¢ um meés apds
a vacinacdo, nenhuma reagiio foi atribuida a vacina de PRP (BLACK & SHINEFIELD,
1987). Apds um ano de comercializagdo da vacina, com o uso de 4,5 mithdes de doses,
apenas 152 casos de reagdes adversas foram relatadas & “"Food and Drug Administration”
(FDA), sendo a grande maioria delas reagdes leves. Mesmo nos 13 casos de reagdes
consideradas graves, nio sc conseguiu estabelecer uma relagiio causal entre a vacina ¢ a
reacio adversa (MILSTIEN et al,, 1987).

Nio obstante a baixissima incidéncia de reagbes adversas, um fendmeno
observado logo apds o licenciamento da vacina de PRP nos E.U.A. causou grande
preocupagio aos pesquisadores ¢ as autoridades de saude publica: os relatos de casos de

doenca invasiva por Hib nas primeiras duas semanas apés a vacinagio. O estudo caso-
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controle de Minnesota, 34 citado, levantou a possibilidade de que a administragio da
vacing pudesse aumentar o risco de doenga em criangas que estivessem colonizadas em
nasofaringe no momento da imunizagdo. Postulou-se que a introdugfio do antigeno
vacinal pudesse causar uma queda nos titulos previamente presentes de anticorpos,
devido a formagao de imunocomplexos. Esta possibilidade foi confirmada em um estudo
experimental em ratos (SOOD et al, 1988). Em criancas e aduitos imumizados, a
dosagem de anticorpos anti-PRP mostrou que nos primeiros 5 dias apds a vacinagio, na
maioria dos pacientes, ocorre uma queda dos titulos previamente presentes (SOOD &
DAUM, 1990). Nenhum estudo, porém, permitiv conclusdes sobre o real significado

deste risco tedrico, ¢ as recomendagdes para a vacinagio foram mantidas,

{7.2. AS VACINAS CONJUGADAS DE POLISSACARIDE COM PROTEINA

A experiéncia com a vacina polissacaridica demonstrou  baixa
imunogenicidade em faixas ctirias precoces €, mesmo no grupo om que a imunizagho foi
indicada, eficacia apenas moderada. Desta forma, o impacto sobre a incidéncia da doenga
foi inicialmente pegueno.

A aplicagio de principios definidos por LANDSTEINER, em 1924 ¢
concretizados por AVERY & GOEBEL, em 1929, permitiu que grupos de pesquisadores
liderados por SCHNEERSON, VELLA, GORDON ¢ ANDERSON, a partir do inicio da
década dos 80, conseguissem, scparadamente, a sintese de um nove grupo de vacinas: as
vacinas comjugadas de polissachride com proteina, que superaram a baixa

imunogenicidade da vacina de PRP (WENGER et al., 1989).



O principio basico das vacinas conjugadas € a ligagdo de um carreador
proteico, de forma covalente, ao polissacaride (no caso das vacinas anti-Hib o PRP), que
passa a funcionar como hapteno. O carreador € reconhecido por macrdfagos e células T
devide a sua natureza proteica, conferindo ao hapteno uma resposfa prépria aos
antigenos do tipo "Timo-dependente”™ reconhecidos por macréfagos, sdo apresentados as
células do tipo "T helper”; imunogénicos em lactentes, pois o sistema T-dependente
apresenta maturidade funcional neste periodo; resposta de anticorpos predominantemente
da classe IgG: entre as subclasses de 1gG, predominio de JgGl; estimulo de clones de
finfocttos B de memdsia, causando um “eleito boeoster” em novos contatos com ¢
antigeno; sintese de anticorpos de alta avidez, que aumenta com imunizagdes
subscqiientes; fendmeno de "primoestimulagio pelo carrier”, ou seja, aumenta a resposta
para o hapteno quando a vacina ¢ administrada apos imunizagio prévia com o carreador
1solado.

Sio disponiveis atualmente quatro vacinas conjugadas, resultantes de

modificagdes semi-sintéticas do antigeno natural PRI

- Vacina de polissacaride capsular do Hib conjugado 2o toxoide diftérico
{(vacina PRP-D},

- Vacina de oligossacaride capsular do Hib conjugado a uma forma mutante
ndo-toxica da toxina difiérica (vacina HbOC);

- Vacina de polissacaride capsular do Hib conjugado a um complexo proteico
de membrana externa do meningococo do grupo B (vacina PRP-OMP);

- Vacina de polissacaride capsular do Hib conjugado ao toxdide tetanico

{(vacina PRP-T};



Todas estas vacinas utifizam o PRP como antigeno especifico, porém

apresentam significativas diferengas na composigfio quimica (quadro ).

Quadro 1. Caracteristicas das Vacinas Conjugadas *

VACINA | ACUCAR | CARREADOR PROTEICO LIGANTE
PRP-D POLI TOXOIDE DIFTERICO DIHIDRAZIDA ADIPICA
HBOC OLIGO CRM 197 § NENHUM
PRP-T POLI TOXOIDE TETANICO DIHIDRAZIDA ADIPICA

PRP-OMP POLI COMPLEXO DE MEMBRANA BIGENERICO

EXTERNA DO
MENINGOCOCO B

* Madifieade de WENGER o al, 1989,
§ Vurata amstnie ndo-tixica da toxing ditiérive,

A analise comparativa dos titulos de anticorpos proporcionados pelas vacinas
conjugadas ¢ dificultada por problemas de padronizagiio de téenicas laboratoriais ¢
possiveis diferengas populacionais na resposta a uma determinada vacina. Ha também a
possibilidade de variagBes na imunogenicidade entre diferentes lotes de uma mesma
vacina. A maioria dos trabalhos leva em consideragiio um parimetro quantitativo: o titulo
de anticorpos obtido com a vacinagiio, medido em microgramas por mililitro (pg/mi),
através de radioimunoensaio (ANDERSON, 1978). Para as vacinas conjugadas, o titulo
minimo considerado potencialmente protetor ¢ semethante ao titulo protetor natural (em
torno de 0,15 pg/mi), A maioria dos autores considera, porém, como indicador de
protegio a longo prazo, um titulo de 1 pg/mi obtido 3 a 4 scmanas apds a vacinagio.
Deve-se levar em conta que a magnitude do titulo nem sempre se correlaciona com a

atividade funcional do anticorpo. Assim, amostras de soro de diferentes individuos com
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concentracdes semelhantes de anticorpos anti-PRP podem diferir em ensaios que megam
a atividade opsono-fagocitica do soro e a avidez do anticorpo em ligar-se ao PRP
(SHAPIRO, 1990).

A PRP-D foi a primeira vacina conjugada testada em 114.000 criangas na
Finlandia, das quais 57.000 foram vacinadas aos 3, 4, 6 ¢ 14 meses, entre 1985 ¢ 1987,
Sua eficicia, apds 2 anos de seguimento, foi calculada em 90% para as 3 primeiras doses
¢ 100% apds a quarta dose. Apesar destes excelentes resuftados, a imunogenicidade foi
baixa em lactentes (titulo geométrico médio de 0,42 pg/ml apés 3 doses). Postulou-se
que a capacidade da vacina em induzir memoria imunologica seria o fator decisivo na
protegio, € o titulo minimo protetor deveria ser semelhante ao naturalmente adquinido,
em torno de 0,15 pg/ml. A partir de janciro de 1988 a PRP-D passou a ser usada em
lactentes na Finlindia e em varios paises europeus {ESKOLA et al,, 1987, 1990). Nos
E.U.A., porém, a vacina, licenciada pela FDA em dezembro de 1987, foi adotada apenas
a partir dos 18 meses e, em fevereiro de 1990, a idade-limite para a vacinagio passou a
ser de 15 meses.

O segundo estudo controlade com a PRP-D incluiu 2.000 criangas esquimds
no Alaska, com doses aos 2, 4 e 6 meses, entre outubro de 1984 e janciro de 1988, Apos
a terceira dose, a eficacia foi de 43%, insatisfatoria para a protegiio de populagdes de alto
fisco (WARD et al., 1990). Nos E.UA,, a PRP-D foi considerada inadequada para a
imunizagdo de lactentes devido & grande concentragio de casos de doenga por Hib no
primeire ano de vida e a heterogeneidade da populagio (ROBBINS & SCHNEERSON,
1990). Estudo caso-controle realizados apés sua introdugdo permitiram estimar sua
eficacia, na faixa de 18 a 59 meses de idade, entre 74% ¢ 88%, significativamente
superior aquela observada com a vacina de PRP (GREENBERG et al., 1991; WENGER

et al, 1991; LOUGHLIN et al,, 1992). Apos a administragio de mais de 9 milhdes de
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doses da vacina PRP-D, apenas 40 casos de fatha vacinal haviam sido relatados a4 FDA
(SHAPIRO & WARD, 1991).

Na Califérnia, entre fevereiro de 1988 e junho de 1990, a vacina HbOC
demonstrou excelentes resultados em relaclio a sua eficacia. Participaram do estudo
60.000 criangas, sendo que 21.000 delas receberam 3 doses, aos 2, 4 ¢ 6 meses, A
eficacia de trés doses foi estimada em 100% (BLACK et al,, 1991). At¢ janeiro de 1992,
a andlise dos registros hospitalares da populagio estudada permitiu concluir que a vacina
reduziu em 94% a incidéncia da doenca por Hib em criangas abaixo de 18 meses
(BLACK & SHINEFIELD, 1992).

Um novo estudo populacional finlandés, iniciado em 1988, avaliou em cerca
de 110.000 lactentes de forma comparativa a eficicia das vacinas HbOC e PRP-D. Nio
houve nenhum caso de falha vacinal apos 3 doses da vacina HbOC, sendo sua eficacia
considerada potencialmente superior 4 da vacina PRP-D (PELTOLA et al., 1990, apud
SHAPIRO & WARD, 1991).

Devido 2 excelente imunogenicidade ¢ eficicia comprovada em lactentes, a
vacina HbOC foi licenciada pela FDA em outubro de 1990, sendo recomendada sua
administraglio aos 2, 4, 6 e 15 meses.

Um estudo controlado com a vacina PRP-OMP foi realizado entre julho de
1988 ¢ agosto de 1990 em criangas da tribo Navajo, nos E.U.A., que apresentam alto
risco de infecgiio por Hib em idades precoces. Foram administradas 2 doses, aos 2 e 4
meses de idade. Apos 18 meses de acompanhamento, houve apenas 1 caso de infecgdo no
grupo vacinado, contra 22 no grupo placebo (SANTOSHAM et al., 1992). A eficacia da
vacina foi estimada em 95%, ¢ em dezembro de 1990 houve o licenciamentio pela FDA,

com recomendacio de administragdo aos 2, 4 ¢ 12 meses.



22

Constatando serem suas caracteristicas de imunogenicidade {(aquisigio
precoce de niveis protetores em lactentes, "efeifo booster”e persisténcia dos titulos
protetores) iguais ou superiores as das demais vacinas conjugadas, a FDA licenciou a
vacina PRP-T para uso em lactentes em margo de 1993, com recomendagio de uso aos
2,4, 6 e 18 meses.

Com a ampla utilizagdo das vacinas conjugadas, alguns paises europeus, como
a Islandia ¢ a Finldndia, jA noticiaram a proximidade da errradicagéo da doenga por Itib
(JONSD()T'I’?R ct al, 1992, PELTOLA ¢t al, 1992). Nos Estados Unidos, contra
20.000 casos refatados em 1990, foram relatados apenas 1.000 casos no ano de 1992,
caracterizando uma redugio de 95% na incidéncia de doengas invasivas pelo Hib
{(MARWICK, 1992).

Além da protecio especifica as criangas vacinadas, ja estd comprovado que as
vacinas conjugadas sio capazes de reduzir de forma muito acentuada a taxa de
portadores assintomaticos em nasofaringe, reduzindo assim a circulagdo do Hib na

comunidade (BARBOUR et al., 1993; TAKALA et al., 1993).

O conjunto de dados disponiveis sobre a epidemiologia das infecgles por Hib
nos paises em desenvolvimento, embora incompleto, nos permite inferir que o Hib esta
entre as principais causas de infecgdes bacterianas graves, em muitos paises sendo a
principal. A mortalidade causada pela doenga é bem mais alta do que cm paises
desenvolvidos, chegando a 40%. Algumas caracteristicas j& identificadas das infecgBes
por Hi nos paiscs em descnvolvimento devem ser ressaltadas:

Doenca respiratéria; Estudos da ctiologia de pneumonia através de pungio
pulmonar em criangas hospitalizadas mostram que o Hi causa cerca de um tergo dos

casos do doenga grave. A maioria dos isolados de pungio pulmonar, ac contrério do que
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ocorre nos paises desenvolvidos, € de cepas de Hi ndo-tipavel. Também foram
identificadas cepas de Hi do tipo a (FUNKHOUSER et al,, 1991).

Meningite: A identificagio de sorotipos mostram ser o Hib um dos principais
causadores de meningite nos paises em desenvolvimento. Estudos na Nova Guiné, porém,
demonstraram 12% dos casos serem causados por Hi do tipo a e 5% por cepas de Hi
nio-tipavel (MUNSON et al., 1989).

Faixa etiria de risco; Os estudos prospectivos sobre a incidéncia de infecglio
invasiva por Hib nos paises em desenvolvimento mostram uma alta porcentagem de
casos em lactentes jovens, com cerca de 80% dos casos no 1° ano de vida (BULMER &
ALPHEN, 1992).

Baseados nos recentes avangos no desenvolvinento das vacinas conjugadas ¢
nos conhecimentos sobre a doenca por Hib nos paises em desenvolvimento, MUNSON
et al. (1989) ¢ WRIGHT (1989) sugerem a realizagio de estudos clinicos nas seguintes
areas:

- Definigio do nivel materno de anticorpos anti-PRF e do declinio do nivel
nos primeiros dois anos de vida: nas regides aonde a transteréneia transplacentaria seja
baixa, padem ser indicados estudos com a imunizagio de gestantes;

- Determinagio da seguranga ¢ imunogenicidade das vacinas conjugadas,
sempre que possivel em combinagio com & vacina DPT. Também devem scr avaliados os
cfeitos potenciais da  desnutrigho  proteico-caldrica ¢ deficiéneins  vitaminicas
(principalmente de vitamina A) sobre a imunogenicidade da vacina.

- Estudos cpidemiologicos prospectivos, com alta acuracia de diagndstico

etiologico, visando definir a incidéncia da doenga ¢ as faixas ctarias de maior 1isco;
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- Avaliagdio dos custos da vacina ¢ sua estabilidade em areas tropicais: os
custos deverdio ser comparados aqueles relacionados & prevengiio de outras doengas
comuns preveniveis, como sarampo, tétano, poliomielite;

- Estudos populacionais de eficécia.

Entre os paises em desenvolvimento, destacam-se Chile ¢ Gambia como o0s
centros de maior atividade, tanto na caracterizacio epidemiologica das infecgdes pelo
Hib, como pelos estudos de imunogenicidade de vacinas conjugadas em lactentes jovens,
isoladas ou associadas a componentes da vacina DPT (CAMPBELL et al, 1990,
FERRECIO et al,, 1990, 1991).

No Brasil, ainda estdo por ser definidos o comportamento desta importante

endemia na populagiio infantil ¢ os métodos mais cficazes ¢ seguros de prevengio.



2. OBJETIVOS

Os objetivos do estudo foram:

Analisar a imunidade humoral naturalmente adquirida para o Haemophilus
influenzae do tipo b em criangas saudédveis brasileiras com idade entre {5 ¢ 19 meses,

através da determinagiio do titulo de anticorpos anti-PRP,

Anglisar a imunogenicidade da vacina composta pelo polissaciride capsular do
Hacmophilus influenzae do tipo b conjugado ao toxoide difténco (PRP-D), no mesmo
grupo de criangas saudaveis com idade entre 15 ¢ 19 meses, atraves da determinagio do

titulo de anticorpos anti-PRP um més apos a vacinagio.

Analisar a associagio entre fatores individuais, demografices ¢ clinicos ¢ a

mnunidade natural e adquirida apos a vacinagio.

Analisar a scguranga da vacina PRP-D no grupo de criangas participantes do

estudo, através do registro das reagdes adversas nos primeiros 30 dias apés a vacinagio.
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3. CASUISTICA E METODOS

3L PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

301 MODELO DI LSTUDO

Estudo experimental prospectivo, longitudinal, controlade, nio randomizado.

342, SELECAQ DE PARTICIPANTES

Participaram do cstudo 80 crizngas sauddveis ¢ cutrdlicas, com idades entre
15 ¢ 19 meses. As fontes de cocamishamento foram creches higadas a UNICAMP,
pediatras com clinica privada no municipio de Campinas (SP) ¢ o ambulatorio de
pediatria do Centro de Satde-Escola Dr. Laudo Natel, no municipio de Paulinia (5P). Os

critérios de selegio foram os segunics:
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a} Critérios de inclusdo:
- Eutrofiz; no minimo percentil 25 do grafico do "National
Committee for Health Statistics” de peso para a idade e peso para estatura (HAMILL et
al., 1979);
~ Consentimento esclarecido, obtido dos pais ou responsaveis das
criancas aptas a parlicipar no estudo. Tal consentimento for obtido apods entrevista do
pesquisador com os responsaveis pela criangs, sendo eniregue um comunicado escrito a
todos relatando os objetivos, procedimentos ¢ potenciais riscos do estudo (ANEXO C).
b) Criérios de exclusio:
- Qualquer contra-indicagio ao uso da vacina DPT;
- Doenga prévia por Hib ou uso prévio de vacina anti-11ib,
- Suspeita de alergia a qualquer componente das vacinas PRP-D
ou DPT,
~ Transfusio de hemoderivados (inclusive imunoglobulinas) nos
trés meses anteriores ao estudo;
- Imunossupressio por droga ou doengs;
- Necessidade de uso de vacina anti-polio nativada;

- Interrupgdo no cumprimento de qualquer etapa do estudo.

3.1.3, VACINA

A vacina empregada em nosso estudo ¢ um produto biologico conjugado, do

tipo hapteno-carceador, consistindo do polissacaride capsular do Hib (PRP) ligado de
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forma covalente ao toxoide difiérico através de uma molécula com seis atomos de
carbono, a dihidrazida adipica.

O toxodide diftérico purificado usado como carreador € preparado de acordo
com protocolos dos laboratérios CONNAUGHT, Swiftwater, PA, EUA. £ entfio
modificado pela ligagio a uma molécula espagadora, a dihidrazida adipica, Um destes
grupos ativos ¢ consumido pela ligagdo ao toxdide e a dihidrazida adipica que ndo reage
¢ removida. O toxdide derivatizado com a hidrazida adipica ¢ entdo armazenado até o
uso.

O polissacaride capsular do Mib ¢ purificado a partir de culturas em
fermentadores. O PRP ¢ testado em relagdo a peso molecular, contetido proteico, dcidos
nucleicos ¢ endoloxing,

Anteriormente 4 combinagio com o toxoide, sio criados sitios reativos no
polissacaride com brometo de cianogénio. Os compostos ativados PRP ¢ toxdide ligado
4 dihidrazida adipica sio entdo combinados numa reaglio a frio. O produto da reagiio ¢
purtificado por cromatografia em gel para remover residuos de proteina ndo-reativos ¢
contaminantes de baixo peso molecular. Adiciona-se Timerosal até uma concentragio
final de 1:10.000. O produto concentrado (PRP-D) ¢ cntdo filtrado através de uma
membrana de Durapum com orificios de 0,2 micron e armazenado em baixas
temperaturas,

Cada dose de 0,5 ml da vacina PRP-D contém 25 pg de poliribosil-ribitol-

fosfato purificado e 18 ug de toxoide difiérico.



29

3.1.4. PROTOCOLO CLINICO

Os dados demograficos, clinicos e de monitorizagio das criangas participantes
foram registrados em um formulario individual padronizado (ANEXQO B). Foram
realizadas duas copias de cada formulario, Os originais e uma copia foram mantidos com

os pesquisadores. Uma cépia foi enviada para a sede dos Laboratérios CONNAUGHT,

cny Wiltowdale, Ontario, Canada,

3.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1. NUMERO DE PARTICIPANTES

Qitenta criancas saudavets com idades entre 15 ¢ 19 meses foram inicialmente
¢

selecionadas.

3.2.2. ADMINISTRACAO DAS VACINAS

As vacinas administradas aos participantes incluiram:
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a} Onze doses do lote OA21133 e 68 do lote 5121P36 da vacina PRP-D,
fornecidas pelos laboratarios CONNAUGHT, de Willowdale, Ontario, Canada. As doses
de vacina PRP-D foram aplicadas entre 25/09/1991 e 06/05/1992.

b) Doses de vacinas DPT, OPV, anti-sarampo e triplice viral, obedecendo
ao calendario oficial do estado de S0 Paulo. Todas as datas de administragio, lotes e
composigio das vacinas foram registradas em formularios apropriados.

As vacinas foram armazenadas entre 2°C ¢ 89C, em geladeiras apropriadas

para esta finalidade.

A vacina PRP-D foi administrada em dose Gnica de 0,5 ml, por via
intramuscular, na regidio glitea direita. Niio ocorreu administragio concomitante de

nenthuma outra vacina.

3.2.3. MONITORIZACAO CLINICA

Todos os participantes foram observados por um periodo minimo de 15
minutos apos a vacinagio para se detectarem sinais de reagio anafilatica,

Os pais ou responsaveis foram orientados para, nas primeiras 48 horas apos a
vacinago:

- Observar a ocorréncia de reagdes no local da imunizagio, como dor,
edema ou eritema. Foi fornceida uma régun padronizada para a medida do dimetro do
eritema (ANEXO D),

- Medir a temperatura axilar da crianga nos intervalos de 24 ¢ 48 horas

apos a imunizagio,
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- Observar a ocorréncia de alteragGes sistémicas, como irritabilidade,
sonoléncia, alteragdes de apetite, vOmitos ou diarréia, alteragfes cutaneas,

Entre 48 ¢ 72 horas apds a vacinagio, foi realizada uma entrevista detalhada
com 08 pais ou responsaveis, pessoalmente ou por telefone, para registro das observagdes
das primeiras 48 horas.

Quatro semanas apés a vacinagdo, os pais foram novamente entrevistados

para relatar quaisquer alterages ou necessidade de consultas médicas no periodo.

3.2.4. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Foram colhidas duas amostras de sangue de cada participante:

- imediatamente anies da vacinagiio, entre 15 ¢ 19 meses. Estas amostras
foram usadas para determinar os titulos naturais de anticorpos anti-PRP,;

- Quatro semanas cm média apds a imunizagdo. Estas amostras foram
usadas para determinar os titulos de anticorpos pos-vacinais.

As amostras de sangue coletadas foram de aproximadamente 3 mi, obtidas por
pungiio venosa. Apds a coleta, o sangue foi colocado em tubos dotados de gel para
separagiio do soro (VACUTAINER SST®, BECKTON DICKINSON & Co,
Rutherford, NJ, EU.AL) A separagio do soro foi realizada por centrifugagdo a 1500 rpm
durante 10 minutos. O procedimento de separagiio foi realizado no maximo 4 horas apds
a coleta da amostra de sangue. Apds a separa¢iio as amostras do soro foram armazenadas
em tubos plasticos estéreis (CORNING, New York, NY, E.U.A) e conservadas em

"freeczer”, entre - 20 °C e ~70 °C.



32

Todas as amostras, conservadas em gelo seco, foram enviadas por via aérea

para a sede dos Laboratorios Connaught, em Willowdale, Ontario, Canada,

3.2.5. DETERMINACAQ DO TITULO DE ANTICORPOS ANTI-PRP

As amostras de soro Toram enviadas conservadas cm gelo seco a sede dos
laboraiérios CONNAUGHT, em Willowdale, Ontarto, Canada. Foram subseqientemente
enviadas aos laboratorios de pesquisa CONNAUGHT, om Swiftwater, Pensilvania,
LU AL Para a mensuragiio dos titutos de anticorpos totats anti-PRP, {o1 enmpregado um
radioimunoensaio do tipo FARR (1958), modificado por ANDERSON (1978). O
antigeno radiativo empregado foi o PRP marcado com tritio (*H-HLPS). O soro de
referéncia, com uma concentragiio padronizada de 70 pg/ml de anticorpos anti-PRP, foi
fornecido pela FDA. Qs titulos foram determinados a uma taxa de ligagdo antigeno-
anticorpo de 30%. A scasibilidade minima do cnsaio cmpregado cra de 0,06 pug/ml, Para
efeito de analise, valores inferiores ao minimo foram arbitrariamente considerados como

0,06 ug/ml.

3.3. ANALISE DA IMUNIDADE

A analise da imunidade consistiu da determinacio de:

- Tipo de distribui¢io dos titulos de anticorpos;,

- Titulos geométricos médios (T.G.M.) de anticorpos, anies ¢ apds a

vacinacio;



33

- Proporglo de criangas com titulos naturais iguais ou superiores a 0,15
pg/ml e 1 pg/mi, e com titulos pds-vacinais iguais ou superiores a 0,15 ug/ml, 1 pg/ml, 5
pg/ml e 10 pug/ml;
- Taxa de aumento dos titulos de anticorpos, comparando-se 0s resultados
pré ¢ pos-vacinagio,
- Associagdo entre estas variaveis e as condigdes abaixo;
- Lote de vacina PRP-D;
- Presenga de nivel protetor natural;
~ Local da vacinagio (HC - UNICAMYP ou CSE - Paulinia);
- ldade em meses;
- Sexg,
- Cor,
- Tempo de alcitamento materno,
- Vacinagdo anti-sarampo ou triphice viral 15 dias antes ou apos
PRP-D,
- Vactagao com DPT ¢ vacina oral teivalente anti-polio 15 dias
antes ou apos PRP-D;
- Fregiiéncia a creche;
- Presenga de irmilos em creche ou pré-escola;

- Namgero de moradores no domicilio.

Para cfeito de andlise, os titulos de anticorpos naturais anti-PRP abamxe do
Lmite minimo de deteegiio do método (0,06 pg/mi) foram considerados iguais a 0,00

g/mi, ¢ as 4 criangas com 19 meses & vactnaglo foram mcluidas no grupo de 18 mesces.
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3.4. TESTES ESTATISTICOS

A distnbuigdio dos titulos de anticorpos naturais € pos-vacinais foi do tipo
ndo-normal. Foram entdo escothidos testes estatisticos no-paramétricos para a analise.

Para analise das diferengas entre os titulos de anticorpos naturais e pos-
vacinais ol empregado o teste de soma dos "ranks"de Wilcoxon, Para as andlises de
associagdo entre os titnlos geométricos médios, as proporedes de criangas com titulos
pré-cstabelecidos ¢ as variavels categoricas acima relacionadas foram cmpregados o
testes estatisticos nfio-paramétricos de Mann-Whitney (para comparagio cnlre os
resultados de dois grupos) ¢ Kruskall-Wallis (para comparagio centre os resultados de
mais de dois grupos). As assoctagbes foram consideradas estatisticamente significativas
com vatores de P iguais ou menores do que 5% (ALTMAN, 1991),

Yara elaboragiio de banco de dados ¢ andlise cstatistica for utihizado o

programa para computadores Lpi Info, versio 501 (DEAN ct al.., 1990).
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3.8, CONSIDERACOES L£TICAS

O projeto de trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP ¢ pela Comissio de Etica do Centro de Satde de

Paulinia.
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4, RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAQ DE ESTUDO

intre 80 criancas selecionadas para inclusiio no estudo, foram vacinadas 79
criangas. Destas, 68 foram nclsidas na andlise final dos resultados, por terem preenchido
todes os requisitos do projeto de trabalho.

A tabela 17 (ANEXO A} mostra uma histagem da populagdo analisada em
refacio @ sexo, kade, cor, procedéneia, ke de vacing PRP-D ulilizado, tempo de
alertamento malerno, frequéneia a creche, presenga de rmios em creche ou pré-cscola ¢

numero de moradores no domicilio.
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4.2, ANALISE DA SEGURANCA DA VACINA PRP-D

4.2.1. REACOES LOCAIS

Em irés cnangas (4,4%) lo1 refatada dor no local da injegio nas primetras 48
horas apés a vacinagdo. Entema ou edema no local nio foram refatados em nenhuma

Creanga,

4.2.2. REACOES SISTEMICAS

A reagdo sistémica relatada com mais freqiiéneia nas primeiras 48 horas fol
irritabifidade, wdentificada e 8 criangas (! ,8%), episodios de choro mais persistente do
que o habitual foram notificados pelos pais em 5 criangas (7,4%); sonoléncia em 3
criangas (4,4%); amolecimento das fezes em 3 criangas (4,4%); temperatura acima de
37,8 °C nas primeiras 48 horas em 2 cnangas (2,9%). No entanio, a temperatura foi
medida pelos pais cm apenas 34 criangas (50%) apos 24 horas ¢ em 30 criangas (44,1%}
apés 48 horas. Anorexia foi refatada em uma crianga (1,5%); também em uma crianga
(1,5%) foi refatada palidez. Em uma crianga (1,5%) foi relatada uma erupgio cutanea do
tipo maculopapular cerca de 30 horas apds a administragfio da vacina. O médico
participante do estudo que a exmninou considerou a crupgiio sccundaria a aplicagdo de
vacina triplice viral, que havia sido administrada 11 dias antes da vacina PRP-D.

As reagdos observadas nas primieiras 48 horas estdo listadas na tabela 1.
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Tab. I. Reagbes observadas nas primeiras 48 horas apos a vacinagiio com PRP-D em
68 criangas de 15 a 19 meses:

REACAO NUMERO DE INDIVIDUOS
IRRITABILIDADE 8 (11,8%)
CHORO 5 (7.4%)
SONOLENCIA 3 (4,4%)
FEZES AMOLECIDAS 3 (4,4%)
DOR LOCAL 3 (4,4%)
TEMPERATURA = 37.8 °C 2 {2,9%)
ANOREXIA I (1,5%)
PALIDEZ I (1,5%)
ERUPCAO MACULOPAPULAR [ (1,5%)

423, EVENTOS OBSERVADOS ENTRE 48 HORAS 1L 30 DIAS APOS A

VACINACAO

Das 68 criancas vacinadas, 15 (22,1%]) neccessitaram de consulta medica nos
30 dias apds a vacinagiio. Nenhum dos problemas diagnosticados foi atribuido a

vacinagio com PRP-D (tabela 2).
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Tab. 2. Diagnoésticos realizados nos primeiros 30 dias apos a vacinagdo com PRP-D} em
68 criangas de 15 a 19 meses, porém sem relagio com a vacina PRP-D:

DIAGNOSTICO NUMERQ DE INDIVIDUOS
OTITE MEDIA AGUDA 4 (5,9%)
INFECCAQ DE VIAS AEREAS SUPERIORES 4 (5,9%)
IMPETIGO 2 (2,9%)
DIARREIA E(1,5%)
PNEUMONIA P (1,5%)
ENTEROPARASITOSE i (1,5%)
SINUSITE (1,5%)
AMIGDALTE 1 {1.5%)

4.3. ANALISE DA IMUNIDADI:

4.3.1. IMUNIDADE NATURAL

Os titulos de anticorpos naturais mostraram uma distribuicdo do tipo nfio-
normal (figura 1, p. 56). Nao houve normalizagio apés transformagdo fogaritmica {figura
2,0 57)

O titulo geométrico médio (1.G.M) de anticorpos anti-PRP pre-vacinagio foi
de 0,082 pg/ml, com 56 (82%) das criangas aprescntando titulos abaixo de 6,06 u g/mi. O
valor minimo foi de 0,06 pg/mi, o maximo de 3,07 pg/ml (pereentit 10 = 0,00 pg/mi
percentil 90 = 0,257 pg/ml). Dez criangas (14,7%) apresentaram titulos superiores a 0,15

ng/mi ¢ apenas duas (2,9%) titulos superiores a 1 pg/ml (tabela 3, p. 48).
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IMUNIDADE NATURAL EM RELACAO A:

AREA GEOGRAFICA:

Nio se observaram diferengas significativas no titulo natural de anticorpos

entre as criancas moradoras em Paulinia ¢ as residentes em Campinas (tabela 6, p. 49).

H2ADIEL

No grupo ctario estudado, ndo s¢ observaram diferengas no titulo natural de

anticorpos em refagiio d idade (tabela 7, p, 50).

SEXO:

Niio se observaram diferencas significativas no titulo natural de anticorpos em

relaciio ao sexo (tabela 8, p. 51}

COR:

Nio se obscrvaram difcrengas sigaificativas no tituto natural de anticorpos em

relagdio a cor da pele (labela 9, p. 31}
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TEMPO DE ALEITAMENTO MATERNO:

Nio se demonstraram diferengas significativas no titulo natural de anficorpos,
em relagio ao tempo de aleitamento materno, tanto em grupos de trés meses como

quando comparados dois grupos, até seis meses ou mais de seis meses (tabela 10, p. 52).

FREQUENCIA A CRECHES:

Nio foram obscrvadas diferencas significativas no titulo natural de anticorpos

em relagiio a freqiiéneia a ereches (tabela 12, p. 54).

NUMERQ DE MORADORES NO DOMICILIO:;

Observamos que, enire as criangas que residiam em domicitios com mais de 5
moradores, uma porcentagem significativamente superior (33,7% versus 10,7%, P =
0,05) apresentava titulos naturais superiores a 0,15 p/ml (tabela [3). O titulo
geométrico médio mostrou-se tambem sSUperior BEsic grupo, embora a diferenga nio
tenha sido estatisticamente significativa (0,12 pg/ml versus 0,08 pg/ml, P = 0,08) (tabela

13, p. 54).
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PRESENCA DE IRMAQS EM CRECHE QU PRE-ESCOLA:

Nio encontramos diferengas estatisticamente significativas na comparagio
entre os titulos de anticorpos naturalmente adquiridos de acordo com a presenca de

irmios no mesmo domicilio em creche ou pré-escola (tabela 14, p. 55).

432, IMUNIDADE ADQUIRIDA APOS VACINACAO COM PRP-D.

Os titulos de anticorpos anti-PRP pos-vacinais mostraram uma distribuigdo
ndo-normal (figura 3, p. 58), com normalizagio apos transformagdo logaritmica (figura 4,
n. 59)

A vacinagio com PRP-D levou a um aumento significativo do titulo de
anticorpos anti-PRP. O titulo geométrico médio evoluiu de 0,08 pg/mi para 2,92 ug/nd,
com uing taxa média de aumento de titdos de 35,4 vezes (P = 0) (tabela 3, p. 48 ¢ figura
5, p. 60). O valor minimo fot de 0,100 pg/mil, ¢ o mipamo de {10 pg/ml {percentil H) =
0,309 pg/mb; pereentit 90 = 20,4 ng/mi).

A proporgio de criangas a alcangar niveis protetores de anticorpos foi alta.
Sessenta ¢ seis (97,1%) alcangaram titulos superiores a 0,15 ag/ml, ¢ 51 (75%)
alcangaram titulos superiores a 1 pg/ml (P = O)(tabela 3, p. 48).

Das 68 criangas incluidas no estudo de imunogenicidade, 65 (95,6%)
apresentaram umi taxa de aumento de titulos superior a duas vezes, sendo caractertzadas

como "responsivas”, Trés criangas (4,4%) nio alcancaram ¢ dobro dos titulos pré-



vacinais, sendo caracterizadas como "ndo-responsivas”. Duas destas criangas, no entanto,
alcangaram niveis de anticorpos considerados protetores (0,23 ug/ml e 1,53 pg/mi).
A coleta da amostra de soro pos-vacinal foi relizada num intervalo médio de

30 dias apbs a imunizagdo, variando entre 21 e 49 dias.

RESPOSTA A IMUNIZACAG COM PRP-D M RELACAO A

TIFULOS PROTETORES NATURAIS (ACIMA D015 ng/ml):

O3 titulos geomdtricos médios pos-vacinais tenderan a ser mats clevados nas
criangits com ttulos naturais acima de 0,15 pg/mi, porém a diderenga de resposta em
refagiio ao grupo com litulos niio-protetores nito o significativa (7,75 pg/mil versus 2,47
pg/mi, P = 0,07). A taxa média de aumento mostrou-se maior no grupo sem litulos
protetores naturais, nas as diferengas também afto se mostraram significativas (40,08
versus 17,09, P = 0,06) {tabela 4, p. 48).

A proporgic de criangas a alcangar titulos superiores a 1 pg/mi mostrou-se
significativamente malor no grupo com titulos protetores naturais (100% versus 70,7%, I

= (), 05) {tabela 4, p.48).
LOTE DA VACINA PRP-D:
Nic houve diferencas significativas entre os grupos de criangas imunizadas

com doses do lote OA21133 ¢ 5121P350 em relagiio sos titwlos de anticorpos e &

distribuigiio de nivels protetores (tabela 5, p. 49). Com estes resultados, ambos 0s grupos
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foram analisados em conjunto, ao se avaliarem as associagdes com as demais variavels

citadas.

AREA GEOGRAFICA:

Nao houve diferengas significativas entre 0s grupos de criangas residentes em
Campinas ou Paulinia em relagio nos pardmetros de imunogenicidade analisados (tabela

O, p. 49},

HOADE:

Nio enconlramos diferengas significativas entre as dades de 15, 16, 17 ¢ 18
meses em relagfio 2os titulos de anticorpos pos-vacinais (tabela 7, p. 50). Tais diferengas
também nio se verificaram quando as coangas foram agrupadas em 15-16 ¢ 17-18 meses
{tabela 7). Quando comparados os grupos extremoes (13 ¢ 18 meses), verficamos uni
tendéncia a titulos médios e taxas de aumento malores no grupo de 18 meses, embora
sem significAncia estatistica para um nivel de 5% (4,58 versus 218 pg/ml, com P = 0,07,
¢ 57,04 versus 2935, com P = 0,07) (tabela 7, p. 30). As criancas de 18 mescs
apresentaram {ambém uma proporgio significativamente maior com titulo pos-vacinagio

acima de § pg/mt (55% versus 19.2%, P 0,01) (tabela 7, p. 50).

SEXO:

Nio constatasios  diferengas  significativas  onlre npenmos ¢ metinas  na

resposta & vacina PRP-D (tabela 8, p. 51).



o
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COR:

Nio foram constatadas diferengas significativas entre criangas brancas, negras,
pardas ou amarelas na resposta & imunizagiio com PRP-D. A analise fot prejudicada
devido a predominincia absoluta (55 em 68, ou 80,8%) de criangas de cor branca na

populagiio de estudo, ¢ o pequeno nimero de oriangas de outros grupos (labela 9, p. 51),

TEMPO DE ALEITAMUENTO MATERNO:

Nao observamos diferengas signilicativas na resposta & vacina PRP-D de

acorde com o tempo de aleitamento nraterno (tabela 10, p. 52)

ADMINISTRACAO DIT VACINA ANTI-SARAMPO OU TRIPLICE VIRAL 15 DIAS
ANTES OU APOS PRP-D:

As vacinas anli-sarampo ou triplice viral nio demonstraram influéneia sobre o

titulo de anticorpes anti-PRP apds a vacinagio com PRP-D (labela 11, p. 53).

ADMINISTRACAO DE VACINA DPT 15 IDIAS ANTES OU APOS PRP-D:

Nio constatamoy diferencas sipnificativas enfre as oriangas vacinadas com
DPT 15 dias antes ou apds PRP-D ¢ as ndo-vacinadas em relaglio aos titulos de

anticorpos anti-PRP pos-vacinais (tabela 1L, p. 33}
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FREQUENCIA A CRECHES:

A resposta de anticorpos anti-PRP no grupo de criangas que freqiientavam
creches caracterizou-se por titulos de anticorpos significativamente mais baixos (titulo
geoméirico de 1,49 pg/mi versus 4,81 pg/ml, P = 0,002) ¢ taxas de aumento de titulo
significativamente mais baixas (20,77 versus 52,52, P = 0,02) do que as que ndo
fregiientavam creches (labela 12, p. 54 ¢ ligura 6, p. 61). A andlise da distnibuicio dos
tHitulos mostrou, no grupo de criangas de creche, uma fregaéncia significativamente menos
de crniangas com titulos acioa de 5 pg/mib (20,7% versus S13%, P 0,01) ¢ acima de 10
ug/mi (103% versus 30.8%, P = 0,05) (tabela 12, p. 54). Adicionalmente, as trés
criangas con taxa de aunento de titelos menor de duas veres (ou "nito responsivas™) ¢ us
duas criangas que niio demonsiraram titulos pos-vacinais acima de 0,15 pg/mi pertenciam

av grupo de criangas et crechies.,

NUMERO D12 MORADORIES NO DOMICIHLIO:

Nio foram observadas difcrengas significativas nos titulos de anticorpos pos-

vacinais do grupo de orangas com mais de cinco moradores no domicihio em relagiio ao

grupo com cinco ou menos moradores (tabela 13, p. 54).
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PRESENCA DE IRMAOS EM CRECHE OU PRE-ESCOLA:

Ni#o houve diferengas significaiivas nos grupos de criangas com ou sem
wmios em creche ou pré-escola, com relagdo aos titulos de anticorpos pods-vacinais

{iabeta 14, p. 55).



Tab. 3. Titulos de Anticorpos Anti-PRP (em ug/ml) de criangas entre 15 e 19 messs de idade, antas e apds imunizagio

com PRP-D.
ETAPA N+ T.GM*  NUMERO DE CRIANCAS COM TITULOS DEFINIDOS POS / PRE §
> 0,15 > 1 >3 = 10
PRE-PRP-D 68 0,08 10 (14,4%) 2 (2,8%) 0 0
POS -PRP-D 68 2,92 66 (97,1%) 51 {75%) 26 (38,2%) 15(22,1%) 35,4
Té 4.24 17,18 12,69
Pt =9 0 0

# Nimero de criangas

* Titulo Geomdnoo Medic, em ug s
§ Taxa de elevagdo

= Coeficiente do Teaz

¥ Nivel de Significancia

Tab. 4. Comparacio entre Titulos Naturais Protetores de Anticorpes Anti-PRP ¢ Resposta a Vacma PRP-D em criangas
entre 15 e 19 meses de idade.

TITULO Nt T.GM* POS/PRE § NUMERO DE CRIANCAS COM TITULOS DEFINIDOS
> 0,13 = 1 =3 = 10
= 0,15 10 7.73 17,09 10 (100%) 10 (100%0) 5 (50%) 4 (40%)
<015 38 2,47 40,08 36 (96,6%) 41 (70.7%) 21 (36,2%) 11 (19%)
HE& 3,31 3,43 0,35 3.83 0.68 2,16
p: 0.07 0.06 0,35 0,03 0.41 0,14

* Niwnere de eriangas

* Titulo Geomarrico Medio. emugmi
£ Taxa de Elevagio

= Coeficiznte do Teste

3 Nivel de Stgnrficdncis



Tab. 5. Comparagdo entre Lote de Vacina Administrada, Titulos de Anticorpos Naturais ¢ Resposta & Vacina PRP-D em Criangas entre

13 ¢ 19 mesas de idade.

LOTE N+ TITULD GEOMETRICO MEDIO* ____ NUMERO DE CRIANCAS COM TITULOS DEFINIDOS
PRE POS POS/PRES  PRE-VACINACAQ POS-VACINACAD
= 0,15 = 1 2 0.15 z | =3 2 10
0A21133 6 0.12 8,63 74,64 1(167%) 1(16,7%) 6(100%) 3(833%)  4(66,7%) 3 (50%)
s121p36 &2 0,08 2,63 32,90 9(14.3%)  1(1,6%) 60(96,8) 46(74,2%) 22(355%) 12(19,4%)
H# 0.01 2.78 1,52 0,02 4,27 0,20 0.24 2,22 2,94
Pt 091 0.10 0.22 0.89 0,04 0.66 0.62 0,14 0,09

T Numere de Criangas

* Thule Geomdrien Médic, am pg ml
§ Taxs de Elevagdo

= Coeficiante do Teste

I Wivel de Significingia

Tab. 6. Comparacdc entre Municipio de Residéncia, Titulos de Anicorpos Naturais e Resposta a Vacima PRP-D em Criangas entre 15 ¢ 19

meses de idade.

AMUNICIPIO N F TITULO GEOMETRICO MEDIO*

NUMERQ DE CRIANCAS COM TITULOS DEFINIDOS

PRE POS POS/PRES  PRE-VACINACAO POS-VACINACAQ
= 0,15 > 1 2015 =1 =5 2 10
CAMPINAS 29 0,08 3,84 48,31 2(69%) 1(3,4%) 29(100°%) 24 (82.8%) 12 (41,4%) 9(31,0%)
PAULINIA 39 0,08 2,38 28,04 8(20,5%) 1(2,6%) 37(91.9%) 17(69,2%) 14(35,9%) 6(15,4%)
Hz 0,53 1,26 2,74 2,42 0,05 1.51 1,60 0,21 2,33
P 0.47 0,26 0,10 0,12 0,83 0,22 0,21 0,65 0,13

* Nimers de Coanges

* Titulo Geemdtrico Medic. om ug ml
§ Taxa de Elevagio

= Coeficente do Texte

3 Sivel de Significincta
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Tab. 7. Comparagdo entre Idade, Triulos de Anticorpos Maturals ¢ Resposta & Vacing PRP-D em Criancas antre 15 ¢ 19 meses de idade.

IDADE _ N*  TITULO GEOMETRICO MEDIO* NUMERO DE CRIANCAS COM TITULOS DEFINIDOS
PRE POS POS/PREY _ PRE-VACINACAQ POS-VACINACAQ
2 0,15 R > 0,13 R =5 2 10

15 26 007 2,18 29,33 3(11,5%) 0 26(100%)  19(73,1%)  5(19,2%) 3 (11,5%)
16 9 0,10 2,25 21,38 2(222%) 1(1L,1%)  8(88.8%)  6(66,7%)  5(555%) 2 (22,2%)
17 13 0,00 3,14 34,29 3 (23.1%) 0 13(100%)  9(69.2%)  5(38,5%) 3 (23,1%)
18 20 008 4,58 57,64 2(10%)  1(3%) 19 (95%) 17 (85%) 11 (55%) 7 (35%)
H# 0.81 3,39 2,51 1.67 3.32 3353 1,66 7,39 3,1
P 0.85 0.33 0.13 0.6+ 0.32 0,32 0,65 0,06 0.31
15-16 33 0.08 2,19 27,06 5(143%)  1(2.9%)  34(871%) 25(71,4%)  10(28,6%) 5(14,3%)
17-18 33 0,08 3,05 46,97 5(152%)  1(3%) 32(97%)  26(78,8%) 16 (48,5%) 10 (30,3%)

5 0,01 2,43 2,51 0,01 0,002 0.002 0,48 2,81 2,50
P 0.91 0.12 0.13 0.92 0.97 0.97 049 0,09 0,11
13 26 0,07 2,18 29,35 3 (11,5%) 0 J6(100%)  19(73,1%)  5(19,2%) 3 (11,5%)
18 20 008 4,58 57,64 2010%)  1(5%) 19 (93%) 17 (85%) 11 (35%) 7(35%)
Hz 3,22 3,38 0,03 1,30 1.30 0,92 6,24 3,58
P} ! 0.07 0,07 0,87 0.23 0.23 0.34 0,01 0,06

f Nimero de Criangas

¢ Titulo Geoménice Midie, em ug ml
§ Taxa de Elevagioe

= Coeficiente do Teste

+ Nivel de Signiticancia



1A
-

Tab. 8. Comparacio entre Sexo, Trtulos de Anticorpos Naturais ¢ Resposta & Vacina PRP-D em Criangas entre 15 e 19 meses de idade.

SEXOQ N F TITULO GEOMETRICO I\_iEDiO* f NUMERO DE CRIANCAS COM TITULOS DEFINIDOS
PRE POS POS/PRES  PRE-VACINACAQ POS-VACINACAQ

= 015 = 1 > .15 =1 =5 = 10
MASC. 42 0,68 2,65 32,31 4(9.59%)  2(4,8%) 41 {97.6%) 30 (71,4%) 14 (33,3%) 11 (26,2%)
FEM, 26 0,08 3,41 40,92 6{23,1%) 0 25 (86,2%) 21 {80,8%) 12 (46,2%) 4 {15,4%)
H# ¢,70 1,03 0,44 2,32 1,26 0,12 0,74 1,10 1,07
P} .40 0.31 0,51 0,13 0,26 0.73 0,39 0,29 0,30
+ Nemere de Cnspgas
* Thulo Geeméirico Médic, em pgmi
§ Taxa dv Elevagie
= Coeficiene do Texe
¥ Nivel de Stgnifieincia
Tab. 9. Comparagio entre Cor, Tirulos de Anticorpos Naturais ¢ Resposta a Vacima PRP-D em Criangas entre 15 e 19 Meses de Idade.
COR N T TITULO GEOMETRICO E?‘IEDI{}_* ' NUMERO DE CRIANCAS COM'TiTULOS DEFINIDOS

PRE POS POS/PRES PRE-VACINACAO POSNAC'INAC}SO
= 0,15 =1 = 015 =1 =5 = 10

BRANCA i3 0,08 3,26 4273 6{10,9%) 1{1,8%) S4{88.2%)  41(74,5%) 24 (43,6%) 14 {25,5%)
PARDA 9 0,08 1,08 13.68 2(22,2%) 0 8 (88,9%) 6 (66,7%) 0 0
AMARELA 3 0,13 3,49 23.00 1(33,3%) 0 I(100%) 3{100% 1(33,3%) 0
NEGRA } 1.67 26,8 16,03 1¢(100%)  1(100%) 1 {1060%) 1 (100%) 1 (100%) 1 {1060%)
H# 732 6,01 4,96 7,553 33,11 2,43 1,63 7,78 7,19
Pt 0.0é 0,11 0,18 (3,06 < 00,0001 0,46 0,65 0,05 0,07

+ Numero de Crizneas

* Tiulo Creomdirico Medio. em gz ml
§ Taxa de Elevagio

# Coeficiente do Teste

I Nivel de Significancia



Tab. 10. Comparagdo entre Tempo de Aleitamento Matemno, Trtulos de Amticorpos Naturais @ Resposta 2 Vacing PRP-D em Cnangas entre 15¢ 19

Meses de Idade.
TEMPO Nt TITULO GEOMETRICO MEDIO® | NUMERO DE CRIANCAS COM TITULOS DEFINIDOS
PRE POS  POS/PREZ  PRE-VACINACAO POS-VACINACAO
z 0.13 z | =015 =1 z 3 = 10

<1 M 4 0.08 3.20 42,11 1(25%) 0 4(100%)  4(100%) 2 (50%) 0
1-3M 13 0,09 231 33,69 2(154%)  1(7,7%)  13(1008%%) 10 (76,9%)  3(23,1%)  2(154%)
4-6M 21 0,07 2,36 3,99 3({143%) 0 20(95,29%)  13(61,9%)  9(429%) 3 (14,3%)
7-3M 14 0,07 2.58 3523 1(7.1%) 0 14(100%)  11(78,6%)  4(286%) 3 {(21,4%)
10-12M 5 0,07 3,01 43,24 0 0 4 (80%) 4 (80%) 3 (60%) 2 (40%)
>12M 11 0,12 6,44 33,78 3(27.3%)  1(5.1%) 11(100%) 9 (81,8%)  3(4535%) 5 (45,5%)

: 2,32 3.16 2.03 3.18 3.78 6,52 3,66 3,44 6,55

i 0,80 0.67 0,84 0 0.58 0.26 0,60 0,63 0,26
<=6 M 38 0,08 242 30,55 6(158%)  1(26%) 37(974%) 27 (7L,1%) 14(368%)  5(13,2%)
> 6M 30 0,09 3,70 4237 4(1353%)  1(3,5%) 29(96,7%) 24(80,0%) 12(40,0%) 10(33.3%)
H= 0,004 0.0 1,00 0.08 0.03 0,03 0,70 0,07 3,91
P 0.95 0.34 0.31 0.78 0.87 0.87 0,40 0,79 0,05

T Nirpero de Criangus

* Thulo Geomdtmoe Médio, em ug mi
§ Taxa de Elevs s

# Coeficlente do Tawe

$ Nivel de Significdncia
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Tab. 11. Comparacdo entrs Vacinagdo Anti-Sarampo ou DPT Administrados 15 Dias antes ou apos a Vacinagdo, Trtulos de Anticorpos Naturais e
Resposta 2 Vacing PRP-D em Criangas entre 15 2 19 Meses de Idade.

[

VACINA [ N+t TITULO GEOMETRICO MEDIO* NUMERO DE CRIANCAS COM TITULOS DEFINIDOS
PRE POS POS/PRES  PRE-VACINACAQ POS-VACINACAOQ
z 0,15 =] z 015 =1 =5 = 10

AS@

<15 17 0,08 2,97 3767 2{11,8%) 0 170100%)  14(824%)  7(41.2%)  3(17.6%

>13 3] 0,08 2,90 3463 8{157%) 2(3.9%) 49(361%) 37(725%) 19(373%)  12(23,5%)
H# 0,24 0,01 0.16 0.15 0.68 0.68 0,64 0,08 0,25
Py 0,62 0.91 0.6¢ 0.69 0.41 CAl 042 0,77 0,61
DPT

<159 0,09 2.38 2576 2(22,2%) 0 9(100%)  T(I1I%)  2(22.2%) 2(22,2%)

=15 59 0,08 3,01 3711 8{13,6%) 2{(34%)  3T(866%) 44 (74,6%) 24 (40,7%) 13 (22%)
H# 1.28 0,41 0,54 0,36 0,31 0.31 0,04 1,1 0
Py 0.26 0.32 0.46 0.50 0.58 0.58 0,84 0.29 0,99

+ Nimere de Crimgas
dAnt-sarampo

* Titule Geometrive Madie, em uzml
§ Taxa de Elevagio

# Coeficiente do Tege

3 Nivel de Sigrificincia



Tab. 12. Comparacio entre Freqiiéncia a Creches, Titulos de Amticorpos Ivaturais @ Resposta 2 Vacina PRP-DY em Criangas entre 135 ¢ 19 Meses

de Tdade.
CRECHE N+ TITULO GEOMETRICO 1}§E'DIQ* ' }:‘i;}f_ERo DE CRIANCAS COKIJT?TULOS DEFINIDOS
PRE POS POS/PRE§  PRE-VACINACAOC POS-VACINACAQ
> 0,15 > 1 > 0.13 =1 > 5 > 10
SIM 29 0.072 1,49 20,77 2 (6,9%) 0 27(93,1%)  19(65,5%) 6 (20,7%) 3 (10,3%)
NAO 30 0,091 4,31 3752 8 (20,3%)  2(5.1%:)  39(100%)  32(82,1%)  20(51,3%) 12 (30,8%)
H= 0,77 9,69 5.7 2.42 1.51 2,73 2.39 6,49 3,98
p: 0,38 0.002 0.02 0.12 0.0 0.10 0.12 0,01 0,03

* Nimero de Crangas

* Thule Geomstrice Meédio, em paml
& Taxa de Elevagdo

= Coeficients do Teste

¥ Nivel & Simificiacia

Tab. 13. Comparagio entre Nimero de Pessoas no Domicilie, Triules de Amticorpes Naturais ¢ Resposta a Vacina PRP-D em Criancas entre 13
e 19 Meses de Idade.

PESSOAS N+  TITULO GEOMETRICO MEDIO* | NUMERO DE CRIANCAS COM TITULOQS DEFINIDOS
PRE POS POS/PRE§  PRE-VACINACAQ POS-VACINACAQ
= 0,15 > 1 = 0,15 > | =3 2 10
<3 36 0,08 2,69 33,51 6(10,7%) 1(1,8%)  34(964%) 42(73%) 21(37,5%)  11(19,6%)
>3 12 0,12 4,26 34,69 4(33,3%)  1(8,3%)  12{100%)  S(75%)  5(41,7%) 4 (33,3%)
# 2,95 0,53 0,13 3,97 1,46 0,43 0 0,07 1,06
Pi 0,08 0.4 2 0,03 Rk 0,51 ] 0,79 0,30

# Nimere de Criatigas

* Tiulo Geomatricn Médio, o1 pg o
§ Taxa de Elevagio

= Coeficient do Teste

I Nivel de Signifisinda



Tab. 14, Comparacdo entrs Presenga de Irmdes em Creche ou Pré-Escola, Titulos de Anticorpos Naturais ¢ Resposta a Vacina PRP-D em
Criangas entre 15 & 19 Meses de Idade

GRUPO N+ TITULO GEOMETRICO MEDIO* _ _\'tmgﬁo DE CRIANCAS com;iwws DEFINIDOS
PRE POS POS/PRE§  PRE-VACINACAOC POS-VACINACAQ
= 0.15 =1 = 0,15 > 1 =5 = 10
SIM 13 0,08 3,07 47,43 3{23.1 »oy 0 13 (100%) 11 (84,6%) 5(38,5%) 3(23,1%)
NAO 33 0,08 2.71 32,99 7(12.7%)  2{3.6%) 33{96.4%)  40(72,7%) 21(382%) 12(21,8%)
H= 0,30 0,44 0,29 0,83 0,48 0,48 0,78 0 0,01
P 0,58 0.51 0,59 0.35 0,49 042 0,38 0,98 0,92

* Numero de Criangas

* Taulo Georndtrics Madio, em Iug,!’il’ll
& Taxa dz Elevagio

= Coeficients do Tese

3 Nivel de Significinaa
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FIG. 1! TITULOS NATURALIS DE ANTILORPOS

ANTI-PRP EM CRIANCAS DE 15 A 18 MESES
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FIG. 27 TITULOS NATURALS DE ANTICORPOS
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FIG. 3@ TITULDS DE ANTICORPOS ANTI-PRE
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5. DISCUSSAO

() titulo geomérico médio (T.GM) de anticorpos anti-PRP aaturalnxente
adquiridos na populagio estudada mostrou-se bastanle baixo (0,082 pg/ml). Mais
importante ainda ¢ a demonstragio de que apenas 10 {14,7%) das criangas apresentavan
titalos matores de 0,15 pg/ml, ¢ apenas 2 (2.9%) apresentavam titulos nraiores de |
pe/md. Das 68 criangas, 56 (82,4%) apresentavam o nivel de 0,060 pg/ml, no limite
minimo de deteegiio do método utilizado.

Estos resulfados se assemetham aos velatados nra literatura inlermacional. Na
tabela 15 apresentamos uma selegdo das principais referéncias encottradas sobre os
titulos naturais de anticorpos anti-PRP determinados por radioimunoensaio cn sdades
semelhantes. Ha uma consideravel variagio nos resultados, devido a diferengas na
metodologia ¢ sensibilidade dos ensaios. Esta variagio, porém, ndo descaracteriza o perfil

peral dos titulos neste grupo ctario, consistentemente baixos.
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Tab. 15. Niveis Séricos de Anticorpes Naturais Anti-PRP em Criangas entre 8 ¢ 24
Meses de Idade em Diferentes Paises:

PAIS N IDADE T.G. M. = = REFERENCIA
(M) (pe/mly 0150 7
BRASH. 68 1519 (3,08 i5 3 SILVA etal (1993)
FUA 178 §5.24 (}‘027 BERROWITZ oL al, {1987}
EUA -NAVAIOQ 28 i8 0,39 89 18 TETSON ot al. (198%)
£ UA. 70 17-10 0,1 7 RAMEEY ol al (1980
EUA ~-APACHE i7 i 0,06 SURIR sl (1990
E LA 313 [7-19 0,17 46 6 HOVMUS et sl (1991)
FINLANDIA s 14-15 - ()‘i ESKROLA o af {1990)
FINLANDIA 63 24 0,1 RAVIITY ool (158
CANADA 50 {517 0,03 " " O TR C T S
(‘ANADA 87 24 0,22 ADDERBCN o al {1991}
SUEC!A 85 | R-23 0,16 CLAESSON of af { TUREY
!TA LEA 55 R-17 76 BAMSONT ot al, (19935

* Pragocnbagn du ceiatgas 1 otipie s litedos debatidos, cm ppdal,
R itade Ceotilvies Madio, s gginl
% Minmero do adividuos,

A analise da inunidade natural contra o Iib deve fevar em conta, além do
titulo global de anticorpos, as proporgbes entre isotipos de imunoglobulinas ¢ suas
subclasses, bem como as diferengas de avidez, pois tais fatores podem determinar
diferengas na atividade bactericida de anticorpos. A deficiéncia de componentes do
sistema complemento pode diminuir a alividade opsonica do soro (WINKELSTEIN &
MOXON, 1992). A inwnidade humoral e mucosas ¢ importante na resisténeia a
infecedes, ¢ deficiéncias seletivas de IgA ¢ subelasses de TgG podem alterar a resposta

local (BRANDTZAEG, 1992).
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Os baixos niveis de anticorpos protetores em criangas abaixo dos 2 anos
explicam-se pela propria ontogenia do sistema imune no homem. A resposta a antigenos
"timo-independentes do tipo 1", como o PRP, s0 se apresenta com titulos
potencialmente protetores a partir dos 18 meses. Na maioria das criangas, antes dos 24
meses, a doenga invasiva pelo Hib ndo desencadeia a sintese de anticorpos anti-PRP em
titulos protetores (CLAESSON et al., 1988). TROLLFORS et al. (1992) demonstraram,
em unt grupe de criangas com infecglio invasiva, que abaixo dos 12 mescs apenas 2 de 7
criangas apresentaram uma resposta detectavel de anticorpos. Em um estudo de coorte
retrospectivo no  Alaska, PETERSEN ¢t al (1991) nic encontraram diferenga
signilicativa no titulo de anticorpos anti-PRP entre criangas com doenga por b ¢
coniroles da mesma wdade.

A colonizagio faringea pelo Hib pode, no entanto, cstar assoctada a génese
de anticorpos com niveis protetores mesmo em idades relativamente precoces (HALL ct
al, 1987). Embora faltem estudos conclusivos para elucidar a relagio cntre colonizagio
faringea, doenga invasiva e aquisigiio de anticorpos contra o Hib, estes resultados podem
sugerir que um grupo das criangas que apresentam doenga por Hib ¢ incapaz de produzir
anticorpos em resposta & exposigio, ou pode apresentar maturagio mais tardia em sua
capacidade de sintese,

I importante ressaltar que, na naturcza, a imunidade contra o Hib sc
desenvolve a partir do contaclo COm Organismos inteiros, © ndo apenas com seu
polissacaride capsular. Desta forma, outros componentes celulares, como as proteinas de
membrana externa ou lipopolissacarides, podem atuar como carreadores, estimuiando o
sistema "timo-dependente® ¢ proporcionando uma clevagio gradual dos titulos de
anticorpos ¢ desenvolvimento de memoria imunologica. Estes componentes podem estar

presentes no proprio Hib, nas cepas de i nio-tipavel ou mesmio em bacirias que
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possuam antigenos capsulares de reagdo cruzada com o PRP, como Lscherichia coli e
Streptococcns preumonige. Animais experimentalmente imunizados com células inteiras
de Hib inativadas apresentam resposta de anticorpos mais intensa do que controles
imunizados com o PRP purificado. Assim, a exposi¢do continua ao ambiente microbiano
também explicaria a dependéneia da sintese de anticorpos em relagdo a idade. Em
criangas maiores de 5 anos e adultos, o contacto com o PRP leva a uma resposta de
anticorpos vigorosa ¢ sustentada (ROBBINS et al, 1973).

Entre as variavels que procuramos relacionar ao titulo natural de anticorpos, a
anica que demonstrou  associagBo  estatisticamente  significativa for o nbmero de
moradores no domicilio. m nossa casuistica, as criangas que moravam em residéneias
com mais de 5 individuos apresentaram titulos naturalmente protetores (acima de 0,15
ug/ml) em uma proporgdo signilicativamente maior (33,7% versus 10,7%, P = 0,05).
Nio encontramos na literatura outros trabalhos que estabelecessem tal associagio. Ja estd
estabelecido por estudos epidemiologicos que a aglomeragiio de familias em moradias
pequenas ¢ um falor de risco para infeegbes por Hib (COCHI et al., 1986). Um cstudo
realizado no Alaska demonstrou haver um aumento do risco de infecgdes por Hib em
criangas que residiam em casas com trés ou mais moradores além dos componentes da
familia nuclear. Especulou-s¢ que criangas suscetiveis em "familias estendidas” estdo
expostas a um maior nimero de cuidadores, e que tais pessoas podem ser portadoras
assintomaticas do Hib. Tal exposigio poderia levar a uma incidéncia maior de
colonizagio faringea nestas criangas, com descnvolvimento de imunidade natural, Lste
mesmo estudo, no entanto, niio demonstrou associagiio entre o niimero de moradores ¢ o

aquisi¢io natural de anticorpos (PETERSEN et al., 1991},
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Decidimos investigar a associago entre aleitamento materno e titulos naturais
de anticorpos devido ao j4 demonstrado efeito protetor do aleitamento materno em
relacdo 4 infeccdio pelo Hib nos primeiros 6 meses de vida (ISTRE et al., 1985; COCHI
et al., 1986). Nio enconiramos tal associagdio, embora, na idade de nossa populagio de
estudo, o aleitamento materno tenha sido apenas um dado histérico, O mecanismo mais
aceito para este efeito protetor é a passagem de anticorpos do leite materno para as vias
respiratorias  superiores do lactente. O leite materno apresenta  concentragles
significalivas de IgA ¢ 1gG especificos para o Mib, que sfo transferidas ao lactente
(KASSIM et al, 1989). A literatura a respeito do cleito do leite materno sobre a
imunorregulagiio do  lactente ainda ¢ escassa, porém hd estudos cxperimentais
demonstrando a agio de proteinas do leite humano sobre a proliferagiio de linfocitos T
(MINCHEVA-NILSSON et al., 1990). Ha também a possibilidade de que anticorpos
anti-idiotipicos  da  classe  IgA, secretados no  leite, desempenhem  fungbes
imunoestimulatorias, levando a uma primoestimulagio precoce do sistema imune das
mucosas (BRANDTZAEG, 1992). PABST & SPADY (1990) mostraram, e lactentes
imunizados com a vacina 11BOC, que aqueles alimenlados com leite materno por um
periodo minimo de um més apresentaram niveis de anticorpos significativamente mais
altos ap6s 3 doses da vacina em relagio aos alimentados exclusivamente por formula,
Este estudo ilustra a necessidade da inclusdo do alecitamento materno como uma

importante variavel em estudos de imunogenicidade de vacinas.

Niio encontramos diferengas significativas no titulo de anticorpos naturais cm
relagio 4 idade (em meses) das criangas de nossa amostra. Tais diferengas niio eram

esperadas, por sc tratar de um grupo ctirio bastante estreito.
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Apesar das limitagdes descritas acima, podemos inferir, baseados na analise
dos niveis de anticorpos, que a populagio estudada ¢ composta por uma grande parcela

de criangas ainda suscetiveis & infecgio pelo Hib.

A vacina PRP-D demonstrou boa imunogenicidade na populagiio de estudo,
obtendo-se um titulo geométrico médio de anticorpos anti-PRP de 2,92 pg/mi, com uma
taxa média de aumento de titulos de 35,4 vezes. O nivel minimo protetor, de 0,15 pg/ml,
foi observado em 66 criancas (97,1%), e o nivel associado com protegio a longo prazo
{1 pg/nid) fol observado cm 51 criangas (75%).

Na tabela 10 rclacionamos os resultados obtidos em uma scleglo dos
principais trabalhos consultados em nossa pesquisa, realizados em criangas de idades
semelhantes. Sio mostrados resultados de estudos de primovacinagdo com a vacina PRP

¢ com as quatro vacinas conjugadas atualmente cm uso.
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Tab. 16. Niveis de Anticorpos Anti-PRP apds Vacinagio de Criangas entre 15 ¢ 25 Meses de Idade, com diferentes vacinas:

VACINA LOCAL N* IDADE TGM =015 =1] TGM 2015 >=1 ELEV.§ REFERENCIA
) PRE# ¥ POS § + i
PRP
EUA 147 15-24 0,035 0,154 43,7 256 4.4 BERKOWITZ et al. (1987}
EUA -apacHE 17 18 0,06 0,15 25 SIBER ot al. (1990}
FINLANDIA 40 24 0,13 23 6 3,43 97 68 26,5 KAYHTY ef al. (1588)
PRP-D
BRASIL 68 15-19 0,08 15 3 2,92 97 73 36,5 STLVA et al. (1993}
EUA. 178 15-24 0,027 2,17 o4 67 80,4 BERKOWITZ et al. (1987}
EUA, 46 17-22 23 4.24 01 73 TURNER 1 al. {1991)
FINLANDIA 43 24 0,13 8,82 67,8 KAYHTY et 2l (1988)
FINLANDIA 54 23-25% 5 9,72 64,8 KAYHTY et al (1991)
HbOC
EUA -xavamo 28 18 0,39 89 18 2,33 140 89 6,0 LETSON et al. (1988)
ELUA 171 15-23 0.2 10 13,77 99 68 8 MADORE 2t al. (1990)
PRP-T ,
SUECIA 2% 18-23 0,16 26,8 100 167,85 CLAESSON et al. (1988)
PRP-OMP
EUA 71l 15-17 3.3 0 CDC {1990}
* . Nimero de individues
# 1 Tiuto Geométrico Milédie pré-vacinagio
1 : Porcentazers de individuos com tinttos = 0,15 megmi
1 Poresmtasem de individuos comtittles 2 1 mogml
§ : Tiwle Geométrico Médio pés-vacinagio
*

: Taxa de Elevagio de Trulos.
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A analise dos dados da tabela 16 mostra que a vacina PRP-D apresenta uma
imunogenicidade superior & vacina polissacaridica. Observa-se que a partir dos 15 meses
nio ha diferengas importantes de imunogenicidade entre as quatro vacinas conjugadas,
embora os titulos geométricos médios e a porcentagem de criangas que alcangam titulos
iguais ou superiores a | pg/ml sejam em geral menores nas criangas que receberam a
vacina PRP-D.

As diferengas de plancjamento entre os estudos, ¢, principalmente, nos
métodos de determinagio dos titulos de anticorpos anti-PRP, dificultam a interpretagio
comparativa dos resultados. A realizagdo de estudos comparativos entre duas ou mais
vacinas conjugadas, dentro de um mesmo protocolo, com a determinagio dos titulos de
anticorpos anti-PRIP simultancamente em um mesmo laboratorio, permitiu que sc
estabelecesse um  perfil mais preciso da  imunogenicidade de cada uma delas.
Comentaremos de maneira mais pormenorizada os trabathos que seguem  csic
plancjamento;

TURNER ¢t al, (1991) cstudaram a resposta de 134 criangas saudaveis entre
17 e 22 meses as vacinas PRP (ndo-conjugada), PRP-D ¢ HbOC. Os titulos geomeétricos
médios (T.G.M)) 1 més apds a vacinagdo foram significativamente mais altos para as
vaginas conjugadas (4,24 pg/mi para a PRP-D ¢ 6,82 ng/ml para a HHOC) em relagio &
vacina de PRP (0,79 ug/mi). A porcentagem de criangas que alcangaram titutos malores
ou iguais a 1 pg/mi foi de 49% no grupo de PRP, 72% no grupo de PRP-D ¢ 96% no
grupo de HIBOC. A resposta de anticorpos para PRI-D ¢ HbOC foi predominantemente
da classe 1gG e da subclasse IgGl.

HOLMES et al. (1991) compararam as quatro vacinas conjugadas ¢cm um

grupo de 313 criangas saudaveis com idades cntre 17 ¢ 19 meses, de difcrentes areas
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geograficas dos E.U.A.. Um més apos a vacinagdo, na amostra total, o T.G.M. mostrou
um aumento de 0,17 ug/ml (pré-vacinagio) para 7,3 ug/ml. Gitenta e nove por cento das
criangas responderam com titulos iguais ou superiores a 1 pg/ml. As 143 criangas com
titulos pré-vacinagio iguais ou superiores a 0,15 pg/ml apresentaram titulos pos-
vacinacfo significativamente mais altos do que as 170 com titulos pré-vacinagio menores
que 0,15 pg/ml. Os dois grupos foram cntdo analisados separadamente. No grupe de
criangas "pré-imunes”, nfio houve diferengas significativas entre os T.G.M. para as
diferentes vacinas. No grupo de 170 criangas com nivels menores de 0,15 pg/ml, houve
pequenas diferengas de imunogenicidade , com as vacinas PRP-T ¢ PRP-OMP tendendo
a T.G.M. mais altos. Os autores conchuem que as 4 vacinas conjugadas demonstraram ser
imunogenicamente efetivas na populagio estudada.

GRANOFF et al. (1992) conduziram um estudo em 458 lactentes saudaveis
comparando as vacinas HHOC, PRP-T ¢ PRP-OMP administradas a0s 2, 4 ¢ 6 meses.
Apods | ou 2 doses, a vacina PRP-OMP mostrou ser a mais imunogénica das trés, com a
PRP-T como intermedidria ¢ a HBOC a menos imunogénica. Apés a terceura dose, néo
houve diferengas significativas nos T.G.M. entre as 3 vacinas, ¢ 88% a 97% dos lactentes
desenvolveram titulos iguais ou supertores a I pg/mi.

DECKER ot al. (1992) compararam as 4 vacinas conjugadas administradas
a0s 2, 4 ¢ 6 mescs a 252 lactentes, A vacina PRP-OMP foi a Grica a produzir elevagio
significativa no T.G.M. apés 2 doses, porém sem um efeito "booster” verificavel na
maioria das criangas. Apos 3 doses, a methor resposta foi observada com a PRP-Tca
HBHOC. A vacina PRP-D demonstrou a menor imunogenicidade do grupo em lactentes.
A porcentagem de criangas a alcangar nives 1guais ou superiores 2 b pg/ml apos 3 doses
foi de 29% para a PRP-D, 55% para a PRP-OMP, 75% para a HbOCT e 83% para a

PRP-T.
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A vacina PRP-OMPF demonstrou ser capaz de induzir os titulos mais elevados
de anticorpos nas primeiras duas doses. Estas propriedades tornam seu uso especialmente
promissor em populagbes que apresentem uma incidéncia significativa da doenga nos
primeiros seis meses. Porém, sua capacidade de desencadear um efeito "booster™ nos
primeiros seis meses de vida é himitada. Os titulos de anticorpos anti-PRP por ela
induzidos tendem a cair rapidamente, sendo necessaria uma dose de reforgo aos 12
MEBES., |

As vacings HBOC e PRP-T apresentam baixa imunogenicidade na primeira
dose {em torno dos 2 meses), porém tém a capacidade de desencadear um efeito
"booster” a partir da segunda dose, sendo que apds a torceira mais de 90% das criangas
apresentam niveis protetores. Tais titulos protetores s¢ mantém com seguranga até a dose
de reforco, entre 15 e 18 meses.

Quando utilizada a partir dos dois meses de idade, a vacina PRP-D apresenta
importantes diferengas de imunogenicidade em relagio as trés outras vacinas conjugadas.
Niveis protetores de anticorpos s3o obtidos apenas em cerca de 50% dos lactentes jovens
apos 3 doses, enquanto para as vacinas HbOC, PRP-OMP ¢ PRP-T estes niveis sio
aleangados em mais de 90% das criangas. Os resultados do estudo controlado com a
vacina PRP-D no Alaska dio uma dimensfio pratica destas diferengas de
imunogenicidade, tendo-se demonstrado baixa eficcia protetora da vacina. A razio da
discrepéncia entre os resultados do estudo do Alaska ¢ as altas taxas de protegio obtidas
no estudo realizado com a vacina PRP-D na Finlindia s3o atribuidas, pela matoria dos
pesquisadores, as diferengas epidemiologicas no risco de infeccdo por Hib entre as duas
populages (WARD, 1990). GRANCFF & HOLMES (1991), ao analisarem a
imunogenicidade comparativa das vacinas conjugadas, ressaltam que, apesar das

diferencas de imunogenicidade serem importantes, todas as vacinas conjugadas tém a
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capacidade de primoestimulagiio e efeito "booster”, o que pode ser suficiente para
conferir protegio mesmo na auséneia de niveis séricos "protetores" de anticorpos,

Apds os 15 meses, a imunogenicidade das quatro vacinas conjugadas ja
testadas mostrou-se semelhante. Uma constatagdo importante dos estudos comparativos
neste grupo etario ¢ de que a vacina PRP-D demonstrou induzir niveis mais elevados de
anticorpos quando utilizada como reforgo, entre os 15 e 18 meses, mesmo quando a série
primaria foi realizada com as vacinas PRP-OMP, HbOC ou PRP-T (DECKER ct al,
1993).

Estudos sobre a persisténcia de titulos protetores mostram que as vacinas
PRP-T ¢ HbOC induzem niveis com duragiio significativamente mais longa do que as
vacinas PRP-OMP ¢ PRP-D (SHAPIRCO & WARD, 1991).

Em ensaios experimentais, 0s anticorpos proporcionados por todas as vacinas
conmjugadas demonstraram capacidade de ativagio de complemento, agdio opsono-
fagocitica ¢ capacidade de protegdo passiva a animais mnoculados com cepas de Hib.
Houve diferengas importantes em relagio 4 avidez: anticorpos sintetizados apés
imunizagio com PRP-T e HbOC apresentam avidez significativamente maior do que
apos imunizagio com PRP-D ou PRP-OMP (HETHERINGTON & RUTKOWSKI,
1990; SCHLESINGER & GRANOFF, 1992).

Estes estudos demonstram que, embora compartithem caracteristicas comuns,
como antigenos "timo-dependentes’, as vacinas conjugadas apresentam importantes
diferencas de imunogenicidade, principalmente em lactentes jovens.

A causa das diferencas de imunogenicidade observadas entre a vacina PRP-D
e as demais vacinas conjugadas pode, pelo menos em parte, residir na composigio destes
produtos. Como apresentado no quadro 1 (p. 19), ha importantes diferengas de

composigio € estrutura quimica entre as vacinas conjugadas. Tais diferengas t€m ©



potencial de influenciar a apresentagiio e o processamento dos antigenos vacinais,
resultando em diferengas de imunogenicidade.

De acordo com PENNEY (1987), o objetivo da pesquisa na composicio ¢
estrutura de novas vacinas semi-sintéticas deve ser a manutengdo de uma apresentagiio do
antigeno Otima com uma alta especificidade quimica.

O "design” imunogquimico mais apropriado para a composi¢io de vacinas
conjugadas de polissacarides com proteinas ainda nfio estd completamente estabelecido
(DINTZIS, 1992). Em relagio ao polissacaride, alguns grupos de pesquisadores
defendem que compostos de baixo peso molecular {oligossacarides), com menor nimero
de determinantes antigénicos, seriam mais apropriados para o composto sacarideo,
quando usado como hapteno. Ouiros grupos consideram importante a identificagio
recente de que os epitopos no sacarideo dependem do comprimento da molécula para
melhor estabilizagio (JENNINGS, 1992). A relagdo proteina / sacarideo desempenha um
papel importante na apresentagiio do imunogeno, devendo apresentar pequenas variagdes.
A forma de ativagiio quimica da molécula de sacarideo para a ligagio covalente com a
pmteina. tem o potencial de influir sobre a imunogenicidade. Moléculas grandes de
sacarideos requerem conjugacdo através de ativagio aleatdria. Moléeulas pequenas
podem ser conjugadas através de ativagio scletiva, com a conjugagio ocorrendo em
sitios especificos da molécula, geralmente em seus componentes terminais, diretamente
entre a proteina e o sacarideo, sem a necessidade de ligantes.

Na produgiio da vacina PRP-D, polissacarides de alto peso molecular so
ativados com brometo de cianogénio para a ligacio & molécula do carreador. Esta
ativagiio gera sitios de ligagdo mal definidos e pouco reproduziveis, levando a ligagdes
variaveis entre o polissacaride ¢ o carreador, 0 que resulta em modificages quimicas em

ambos os antigenos. O tratamento do toxoide diftérico com formaldeido pode alterar a
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composigio do carreador de maneira imprevisivel, aumentando ainda mais a
heterogencidade do componente proteico. Os grupos ligantes, compostos de dihidrazida
adipica, adicionam novos componentes de toxicidade e antigenicidade desconhecida, além
de diminuir a estabilidade quimica do produto. A vacina PRP-D, desta forma, tenderia a
ser um produto de composigdo e atividade biolégica variaveis (SMITH et al., 1989).
SMITH et al. (1989) postulam que, das vacinas conjugadas atualmente
disponiveis, a vacina HbOC ¢ a que methor corresponde aos critérios de "design”
imunoquimico relacionados com seguranga ¢ imunogenicidade. Destacam a auséncia de
ligantes entre o sacarideo ¢ a proteing, a estabilidade da ligagdio catre ambos, a propor¢io
proteina / sacarideo, € o emprego de uma profeina "natural" (produzida por uma cepa
mutante do bacilo difiérico) que, ao contririo dos toxoides, nfo softe alterages quimicas
em sua preparagiio. Sua posi¢iio, no entanto, ¢ contestada por outros pesquisadores, e
varias vacinas conjugadas encontram-se em fase de desenvolvimento (BRODIEUR ¢t al,
1992, ETLINGER, 1992; EVENBERG ot ai, 1092}, I3 importante ressallar que as
vacinas PRP-T ¢ PRP-OMP sio produzidas por processo andlogo ao da PRP-D,

apresentanto imunogenicidade cm lactentes igual ou superior & 11bOC.

Das 68 criancas incluidas no protocole, 3 (4,4%) ndo apresentaram uma
clevagio minima de duas vezes no nivel de anticorpos pos-vacinagio, em relagdo aos
titulos naturais. Constatamos também que duas destas trés criangas apresentavam titulos
prévios proximos a niveis protetores (0,123 ug/ml ¢ 0,977 pg/ml). Portanto, 14 deveriam
estar naturalmente primoestimutadas, como demonstrado por HOLMES et al. (1991).
Como as demais criancas incluidas no estudo, cstas criangas eram previamente saudavels

¢ culroficas, sem historia clinica sugestiva de imunodepressio.
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Em estudos de imunogenicidade com a vacina polissacaridica, criangas que
ndo apresentavam elevagio minima de duas vezes no nivel de anticorpos foram
consideradas "n3o-responsivas”. A malonia das criangas nesta categoria era previamente
saudavel, sem historia de infecedes recorrentes. Quando novamente estimuladas alguns
meses apos a imunizagio inicial, costumavam responder com a sintese de nivets normais
de anticorpos. E provavel que estas criangas apresentem uma maturagdio retardada na
resposta a antigenos “timo-independentes” (WASSERMAN, 1990). A caracteristica de
"nio-responsividade” foi considerada como o principal fator a explicar a ocorréncia de
infecgdes invasivas em criangas vacinadas.

HOLMES & GRANOFY (1992), estudando um grupo de criangas que
desenvolveram infecelio invasiva por Hib apesar da vacinagiio com PRI, constataram
(que a maioria aprescilava nid resposta & vacinaglio ¢ nivels baixos de anticorpos mesmo
apos infecgio natural com mais de dois anos de idade. Uma avaliagio pormenorizada
destas criancas ndo demonstrou deficiéneias de contagem de linfocitos, subpopulages
linfocitarias ou resposta a testes do profiferagio. Também no havia deficiéncia de
subclasses de IgG neste grupo. A resposta destas criangas & imunizagdo com O
polissacaride do pneumococo do tipo 11l era normal. A expressiao do wdiotipo Hibld,
marcador sorolégico do grupo de genes responsavel pela resposta ao PRP no ser
humano, também era normal, .mostrando que a falha na resposta ndo se devia a diferengas
genéticas na capacidade de resposta ao PRP. Posteriormente, a vacinagio destes
pacientes com PRP-D levou a uma resposta normal de anticorpos, o que reforgou a
hipotese de que a causa da md resposta ao PRP fosse um retardo de maturaglio de
resposta a este imundgeno. Qutra hipdtese levantada foi a de tolerincia transitéria
induzida pela vacinagio com o PRP, um risco sempre considerado na vacmacio com

antigenos polissacaridicos. Em ambos os casos, a méa resposta tende a ser especifica,
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transitéria e superavel pela imunizagdo com vacinas conjugadas, pois estas promovem a
fiberacio de linfocinas que estimulam clones de células B inicialmente ndo-responsivas
seja por retardo de maturagio ou por indugiio de tolerdncia.

Em um grupo de 25 criangas que desenvolveram infec¢fio apesar do uso de
vacina conjugada acima dos 18 meses, 10 (40%) apresentavam concentragdes subnormais
de imunoglobulinas, principalmente IgG2 e IgM. Nenhuma delas tinha historia de
infecgBes recorrentes. A analise dos titulos de anticorpos na fase de convalescenga da
infecclio demonsirou que, no grupo que desenvolveu doenga apos os 2 anos de wdade,
apenas 2 criangas tinham titulos subnormais de anticorpos. A causa da ma resposta a
vacings conjugadas cm criangas norowis mio esth plenamente csclarccida, mas estes
resuftados sugerem um retardo na maturagdo do sistema imune ou uma distungiio na
resposta de algum is6tipo, como a IgM (CHACKO & GRANOFF, 1990),

Criangas portadoras de anemia falciforme, atresia de vias biliares, neoplasias
malignas sob terapia imunossupressiva, transplante de medula dssea ¢ imunodeficiéncias
congénitas apresentam baixos niveis de anticorpos ap0s vacinagio com PRP. Estas
criangas respondem com niveis séricos protetores de anticorpos ao uso de vacinas
conjugadas, embora com titulos geométricos médios menores quc cm criangas saudavets

(WEINBERG & GRANOFF, 1990; KAPLAN ct al., 1992; RUBIN et al,, 1992).

fim nosso estudo, o titulo geométrico médio de anticorpos anti-PRY apds
vacinagio mostrou-se mais alto no grupe de criangas com niveis pré-vacinagio
naturalmente protetores (7,75 pg/mi versus 2,47 pug/ml). Tal diferenga, no entanto, nao
mostrou significincia estatistica, embora a possibiidade de uma assoclagio ao acaso
tenha ficado proxima a 5% (P = 0,07). Adicionalmenie, a porcentagem de criancas a

atingir titulos pos-vacinais acima de 1 pg/m! foi maior no grupo com titulos naturais
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acima de 0,15 ug/ml (100% versus 70,7%, P = 0,05). Provavelmente, com uma amostra
maior de pacientes, as diferencas entre og dois grupos ficassem melhor caracterizadas,
pois as criangas com titulos protetores prévios devem estar naturalmente
primoestimuladas, tendo condi¢des de apresentar efeito "booster” apds a imunizagdo.
HOLMES et al. (1991), em estudo comparativo com vacinas conjugadas, demonstraram
nitida associaciio entre titulos prévios acima de 0,15 pg/ml e titulos medios pos-

vacinagio mais altos.

O objetivo de incluirmos a variavel cor da pele como pardmetro de anatise de
imunogenicidade foi investigar possiveis diferengas na capacidade de sintese de
anticorpos anti-PRP catre diferentes ctnias, conforme sugerido por pesquisadores para
criangas negras norte-americanas ¢ para criangas nativas dos grupos Apache, Navajo ¢
Esquimo,

Em criangas brasileiras de regides urbanas, no entanto, hi dificutdades pela
taxa de miscigenagio relativamente alta ¢ por ndo sc dispor de CrLEros precisos para a
definigiio de cor. Em nossa casuistica, a grande predominincia de criangas de cor branca
nio permitin a formagio de prupos que propiciassem a vestigagio de diferengas
significativas de imunogenicidade.

Varios pesquisadores tentaram correlacionar uma séric de  marcadores
genéticos, como o sistema HLA, tipos etitrocitarios MNS, ¢ polimorfismos no gene da
enzima  Uridino-monofosfato-quinase, com estados de suscetibilidade aumentada 2
infecedo por Hib, sem vesultados conclusivos (WARD & COCHI, 1988).

Outros marcadores, como os alotipos de imunoglobulinas, foram estudados
em relagdo a imunogenicidade das vacinas anti-Hib. GRANOFF & MUNSON (1986)

constataram ue criangas negras norte-americanas que ndo expressam o alotipo Kmy(1) de
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imunoglobulina apresentam uma menor resposta  vacina polissacaridica do que criangas
negras que expressam ¢ mesmo alotipo. Atribuiram esta diferenga a uma Mator
capacidade de sintese de Ig(G2, observada nas criangas positivas para Km(1). Tais
diferencas ndo foram constatadas em criangas brancas, em relagio ao mesmo alotipo.
Fstes estudos, no entanto, foram realizados com um ndmero reduzido de criangas.

Foi também cstudada a influéneia da presenga do aldtipo G2m(23) sobre a
resposta & vacina PRP. Em adultos brancos homozigotos para csie alotipo, observou-se
uma maior capacidade de produgiio de 1gG2 em resposta ac PRP. Listas mesmas
diferengas nfio foram obscrvadas cm criangas brancas vacinadas com a vacina PRI ou
com vacinas conjugadas (GRANOFF & HOLMLS, 1992).

Atualmente, a maioria dos pesquisadores considera que, em populagbes
saudaveis, fatores dependentes de suscetibilidade individual do hospedeiro, retacionados a
scu patrimdmio gendlico, ndo scjam os responsaveis pelas principais diferengas de
suscetibilidade ao Hib e de resposta a vacinagio. S3o considerados mais importantes os
fatores relacionados a caracteristicas ambientals, como aglomeragio domiciliar,
desnutricio com deficiéncias vitaminicas e infecges recorrentes por outros patdgenos,

principalmente virais (ROBBINS & SCHNEERSON, 1990; MAKELA et al., 1992).

Nio encontramos associacdo entre a idade (em meses) & vacinaglo e os titulos
geométricos médios de anticorpos, nem entre idade e taxa de aumento de titulos, embora
no grupo de 15-16 meses o titulo geométrico médio tenha sido mais baixo do que no
grupo de 17-18 meses (2,19 ug/mi versus 3,95 pg/ml, P = 0,12). Adicionalmente,
observamos que, comparando 08 grupos exiremos de idade (15 ¢ 18 meses), houve uma
tendéncia a T.G.M. mais alto no grupo de 18 meses (4,57 versus 2,18, P = 0,07) e uma

diferenga significativa na proporglio a aleangar titulos acima de 5 pg/mi (55% versus



79

19,2%, P = 0,05). Tal associagdo nio foi encontrada em outro estude com metodologia
semelhante, este realizado com a vacina HbOC, em um grupo de criangas com idades de
15 a 23 meses (MADORE et al., 1990),

Estudos em lactentes jovens, com as quatro vacinas conjugadas, mostraram
que & idade apresenta influéncia na aquisigio de titulos pés-vacinais principalmente em
relagiio 4 vacina PRP-D. Em conscqiiéncia dos resultados de estudos de imunogenicidade
em idades precoces, bem como da baixa protegdo demonstrada no estudo populacional
com lactentes no Alaska, a vacina PRP-D ndio foi liberada pela FDA para imunizagiio
primadria, cmbora seja recomendada para esta {inalidade na Europa (WARD, 1990). Apds
uma série de 3 doscs, a vacina PRE-D demonstrou capacidade para o descnvolvimento
de meméria imunologica. Doses de reforgo a0s 15 meses nestas criangas levam &
scoregio de altos litulos de anticorpos, quer s¢ja com PRP-D ou com PRP-T.
Independentemente da vacina usada na série primaria, o reforgo com PRP-D propicia
alios titulos de anticorpos (DECKER et al, [993).

Baseados em nossos resultados e nos dados da fiteratura, consideramos que a
vacinagio com PRI-D pode também em criangas brasileiras ser realizada aons 15 mesces,

para primovacinagdo ou reforgo, com previsdo de imunogenicidade satisfatoria.

Comparando os grupos de criangas imunizadas em relagio a freqiiéneia a
creches, nossa analise mostrou importantes diferengas de imunogenicidade. Os titulos
geométricos médios, a magnitude de aumento de titulos ¢ a proporcio de criangas a
alcancar titulos acima de 5 pg/ml ¢ 10 pg/ml foram significativamente inferiores no grupo
que freqiientava creches. Adicionalmente, as Unmicas duas criangas que ndo alcangaram
titulos protetores apds a vacinagio ¢ as Unicas trés criangas consideradas "ndo-

responsivas” pertenciam ao grupo de creche. Nio foram detectadas  diferengas
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significativas entre os dois grupos em relagiio a idade, presenga de titulos protetores
prévios ou mamero de moradores no domicilio, fatores estes que poderiam
potencialmente influenciar a aquisi¢ao natural ou pds-vacinal de anticorpos anti-PRP.

Em revisio da literatura ndio encontramos nenhum estudo que, ao analisar
titulos de anticorpos anti-PRP, levasse em consideragio a freqiiéncia a creche como fator
de possivel influéncia sobre a imunogenicidade das vacinas. Decidimos incluir esta
varidvel por duas razbes: nos Gltimos anos, um ndmero progressivamente mator de
criangas se encontra aos cuidados destas instituiges, e a freqiiéneia a creches ¢ um fator
de risco para infecgdes por 1ib determinado em estudos cpidemiologicos (TAKALA &
CLEMENS, 1992).

Pelas proprias caracteristicas do ambicnte, as criangas cm creches tém um
potencial para a exposigiio a agentes infeeciosos semelhantes a de uma grande (amilia. As
praticas higiénicas das criangas ¢ dos profissionais destas instituigBes, as instalagbes
sanitarias, os procedimentos de manipulagho de alimentos, o espago fisico, a idade das
criangas ¢ sua proporgiio em relagdo ao niuncro de profissionais, sdo todos fatores que
podem afetar a incidéncia de infecgbes. Ja esta comprovado que além do Hib, outos
agentes infecciosos, como bactérias enteropatogénicas e virus infectantes de vias aéreas,
(8m sua transmissio facilitada no ambiente das creches. Patogenos virais
comprovadamente podem afetar a funglo linfocitaria, com potencial para prejudicar a
sintese de anticorpos, Experimentalmente, tal efeito ja foi demonstrado em relagiio aos
virus do sarampo, rubcola, influenza ¢ aos virus do grupo herpes (CASALI et al,, 1984).
Além doste mecanismo, lesdes na mucosa de vias aéreas induzidas por virus respiratorios
podem afetar a modulagio da resposta imune a antigenos que tenham contato com as

mucosas (BRANDTZAEG, 1992). Desta forma, infeccdes virais freqiientes podem
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mfluenciar a resposta a antigenos vacinais, determinando diferencas na imunogenicidade
destes antigenos.

No grupo de criangas que freqiientavam creches, 38% (11 em 29)
apresentaram intercorréncias infecciosas, na grande matoria virais, no periodo de 1 més
antes ou apds a vacinagio. No grupo de criangas mantidas em casa, este percentual foi de
18% (7 em 39). As diferencas cntre os grupos ncste aspecto, porém, ndo foram
significativas (P = 0,07}, Também ndo foi possivel demonstrar a influéneia da historia de
infecetes 30 dias antes ou apds a vacinagio sobre os titulos geométricos pos-vactnais,
tanto na populagio geral do estudo como nos grupos de criangas mantidas em creches ou
1o domicilio.

Os achados de wn cstudo realizado em criangas da nago Apache, nos
Estados Unidos, podem fornccer importantes subsidios para a andlise das diferengas de
imunogenicidade da vacina em criangas de creche. Cnangas nativas americanas
apresentam risco mais allo de infeegBes por Hlib, além de outras infecgdes respiratorias ¢
cntdricas. Comparadas com & populagio infantil norte-umericana, cstas criangas viven cm
ambientes com maior aglomeragiio de pessoas, as chamadas "familias Qsteudidas", com
varios membros da mesma ¢ de outras familias em um domicilio. Também apresentam
uma incidéncia mais alta de desnutrigiio.

SIBER et al. (1990) administraram a vacina PRP a um grupo de criangas
apaches aos 18 ¢ 24 meses e a criangas brancas de idade similar. As criangas apaches
apresentavam um titulo natural de anticorpos duas vezes menor. Apods a vacinagdo,
apresentaram um titulo médio de anticorpos dez vezes menor ¢ uma taxa de clevagio de
titulos cinco vezes menor. A proporgio de criangas a atingirem titulos acima de 0,15
pg/ml e de 1 pg/ml também foi significativamente menor em criangas apaches. As

concentragtes de G, IgM e IgA especificas também foram menores. Também foi



constatada a presenca de titulos significativamente mais baixos de anticorpos anti-toxdide
diftérico nas criangas indigenas. A analise das concentragdes de IgM, IgG ¢ IgA totais
mostrou que as criangas apaches tinham niveis significativamente mais altos do que as
criancas brancas, com excecio de lgG2 e IgG4, que eram mais baixos. Os Unicos
marcadores genéticos de imunoglobulinas comparados entre as duas populagdes, os
alotipos Km(1) e G2m{n), ndo demonstraram influir significativamente nos niveis de
anticorpos. Os autores sugerem a hipotese de que as criangas apaches poderiam
apresentar uma imunodeficiéneia associada com uma diminuiglo de resposta a antigenos
T-independentes, como o PRP, e com uma diminuigdo provavelimente mais leve na
resposta a antigenos proteicos, como o toxdide difiérico. Ao considerar os possivels
mecanismos  para tais diferengas, ¢ comentada a possibilidade de que fatores
cpidemiologicos, como condigdes de vida e nutrigio, possam ser importantes, Embora
diferengas gendticas no potencial de sintese de anticorpos também  tenbam sido
consideradas, nenhum estudo de marcadores genéticos até o momento mostrou
diferencas significativas entre criangas nativas e criangas brancas (PETERSEN et al,
1987).

Considerando a possibifidade de estabelecer uma analogia entre criangas
nativas norte-americanas ¢ as criancas em creches, devido a caracteristica comum da
exposicio precoce a uma carga antigénica aumentada, a menor imunogenicidade da
yacina PRP-D om nosso estudo poderia se dever a uma deficiéncia de resposta tanto a0
carreador {0 toxoide diftérico) como ao hapieno (o PRP).

Outro aspecto a ser discutido € a possibilidade que uma exposi¢do intensa aos
antigenos do 1lib ou a antigenos de reaglo cruzada presentes em outros patdgenos,
através da mucosa respiratoria ou intestinal, tenha o potencial de alterar mecanismos

moduladores da sintese de anticorpos a antigenos administrados por via parenteral.



Segundo ROSALES et al. (1984), através do mecanismo de tolerincia oral, a
colonizagio de superficies mucosas com bactérias inibiia o desenvolvimento de
anticorpos circulantes contra os antigenos colonizantes, possivelmente por ativagio
seletiva de células T supressoras em mucosas que migrariam para ¢ bago ¢ suprimiriam a
produgio de IgM e lgG especificas, mas ndo IgA. Como a tolerfncia oral é limitada ao
lactente, este fendmeno de supressio desapareceria com a maturagio. Alternativamente,
a produglio de anticorpos antipolissacaridicos no tecido linféide de mucosa poderia ser
regulada por um mecanismo separado do tecido Tnfdide sistémico.

Sugerimos a hipdtese de que, em conseqiiéneia de uma exposi¢io precoce ¢
intensa a difcrentes antigenos em mucosas respiratdrias ¢ entéricas, criangas que
freqiicntam  creches  possam  apresentar uma resposta de  anticorpos  diminuida 2
determinados antigenos vacinais. Os mecanismos para fal diferenga de resposta podem
chvolver as consegiicneias de infeegdes fregiientes, poncipalmente virais, ou fendmenos
de toleriincia. Sugerimos que a fregiéncia a creches seja incluida como varidvel om
futuros estudos de imunogenicidade de vacinas, ¢, caso as diferengas de imunogenicidade
sggam  confirmadas em  outros estudos, sejam  realizados estudos dos niveis de
imunoglobulinas totais ¢ especificas, incluindo suas subclasses,

Um aspecto merece ser considerado: a conseqiiéneia das diferengas de
imunogenicidade de vacinas em criangas de creches sobre sua eficacia. No caso especifico
da imunizacio confra o Hib, este impacto provavelmente seria muito pequeno, pois o
esquema atual com o uso de trés doses de vacinas conjugadas cm lactentes seguidas de
refor¢o entre os 12 ¢ 18 meses ja demonstrou ser imunogénico ¢ eficaz em estudos

populacionais,
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Nio observamos cin nosso estudo uma associagio significativa entre o tempo
de aleitamento materno ¢ os titulos de anticorpos anti-PRP pds-vacinagdo, a nio ser pelo
achado de que, no grupo de criangas amamentadas por mais de seis meses, uma
proporgdo maior (33,3% versus 13,2%, P = 0,05) ter apresentado titulos malores ou
iguais a 10 ug/mi.

PABST & SPADY (1990) mostraram, em lactentes imunizados com a vacina
HbOC, que aqueles alimentados com leite materno por um periodo minimo de um més
apresentaran niveis de anticorpos significativamente mais altos apds 3 doses da vacing
em relagdo aos alimentados exclusivamente por formula (29,8 pg/mi versus 17,5 pg/mi, P
< 0,04). Nio havia diferengas significativas nos titulos pré-vacinais. Embora as diferengas
de imunogenicidade mostradas neste estudo tenham sido verificadas apenas em lactentes
jovens apos uma série primaria de vacina conjugada, consideramos a hipotese de que os
cfcitos imunorreguladores do leite materno poderiam ter levado a uma primoestimulagdo
natural, com conscqiiéncias duradouras. Apenas 25% das criangas de nossa casuistica
foram amamentadas por menos de trés meses. Mesmo este tempo relativamente curto de

aleitamento pode ter proporcionado uma estimulagiio imune de longa duragdo.

No intervalo de 14 dias antes ou apbs a imuniza¢iio com PRE-D, ndo
cncontramos associagio entre nenhum dos parfmetros de imunogenicidade estudados ¢ a
administracfio de vacina anti-sarampo.

A imunodepressiio que acompanha a infecglio natural pelo virus do sarampo ¢
bem conhecida dos clinicos, ¢ demonstrada em estudos clinicos ¢ experimentas. O virus
do sarampo tem a capacidade de infectar linfocitos, sem alterar sua sobrevivénecta, mas
afetando a atividade de células *natural killer” e inibindo a sintese de imunoglobulinas

(CASALL et al,, 1984} £ valido considerar-se a possibilidade de que o virus vacinal



atenuado, possa, em menor grau do que o virus "selvagem”, influir na sintese de
anticorpos dirigidos a outros antigenos. Caso tal efeito fosse confirmado, poderia haver
problemas no esquema de vacinagiio, com a impossibilidade da administragio simultdnca
ou proxima enire as vacinas anti-sarampo e anti-Hib,

DASHEFSKY et al. (1990) compararam o efeito da adnunistragdo simultanea,
e sitios diferentes, das vacinas PRP-OMP e triplice viral. Nio foram encontradas
diferengas nos titulos de anticorpos anti-PRP nem na seroconversdo para sarampo,
caxumba e rubdola entre o prupo de criangas que reccbeu ambas as  vacinas
simultaneamente ¢ o grupo que recebeu triplice viral um més antes ou apos a PRP-OMP.
Niio encontramos cm fevisio da literatura estudos semelhantes para as outras trés vacinas
conjugadas. O Comité de Docngas Infecciosas da ACADEMIA AMERICANA DE
PEDIATRIA (1990}, ao rccomendar o uso das vacinas conjugadas aos 15 mescs, om
novembro de 1990, liberou a administragio simultdnca das vacinas conjugadas com a
vacina triplice viral, embora reconhecendo que niio havia testes de imunogenicidade para

todas as vacinas nestas condigdes.

Na comparagdo entre 0s grupos de criangas que receberam a vacina DPT num
atervalo de 14 dias antes ou apos a administragio de PRP-D e aquelas que ndo a
receberam, ndo foram encontradas diferengas significativas em nenhum dos pardmetros
de imunogenicidade avaliados.

Decidimos avaliar a possibilidade da interag3o entre as duas vacinas devido ao
fendmeno, relatado de forma geral para vacinas conjugadas, de "primoestimulagdo pelo
carrcador”. Este fendmeno consiste na intensificaglio da resposta de anticorpos para ©
hapteno de uma vacina conjugada administrada apés a imunizagio prévia com a proteina

carreadora isolada (WEINBERG & GRANOFF, 1988). Existem, no entanto,
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controvérsias sobre as consequéncias da administragio prévia deste componente.
Segundo alguns autores, este efeito € varidvel, podendo até mesmo ser inibitorio
(ETLINGER, 1992).

A importdncia da “primoestimulagiio pelo carreador” foi confirmada
experimentalmente para as vacinas conjugadas anti-Hib. SCHNEERSON et al. (1984);
VELLA & ELLIS (1991) demonstraram, em filhotes de macacos Rhesus, que tanto as
vacinas PRP-T como HbOC apenas proporcionavam respostas significativas de
anticorpos anti-PRP ¢ cieito "booster” quando administradas gimultancamenic com 03
1oxdides letanico ¢ diflérico, respectivamente. BARINGTON et al. (1991), en um estudo
com a vacina PRP-D em adultos, conclulram que apds a inunizagio tanto a magmiude
como & cinética da resposta de células B anti-polissacaride sio influenciadas pelo cstado
imunitario prévio em relagiio 4 molecula do carreador. J a vacina PRP-OMP foi capaz
de lovar & sintese do niveis significativos de anticorpos anti-PRP apés a primeira dose
mesmo em fithotes de macacos Rhesus ndo-primoestimuiados, sendo encontrado cfeito
“booster” apds a segunda ¢ terccira imunizagdes (VELLA & ELLIS, 1991). A principal
conseqiiéneia pritica destas diferengas seria que, em populagdes de alto risco para
infecgio por Mib em idades precoces, a vacina PRP-OMP poderia ser o agente
imunizante de escolha. Adicionalmente, em criangas nas quais 0 uso dos toxdides
difiérico ou tctinico fosse contraindicado, talvez o imunodgeno mais indicado fosse a
vacina PRP-OMP. Esta ltima situagio, no entanto, ¢ bastante rara na populagio geral,

A auséncia do fendmeno de “primoestimulagiio pelo carreador” na imunizagilo
com a vacina PRP-OMP reforga a constatagio de que, ao inves de comportar-s¢
exclusivamente como um antigeno "timo-dependente” o carreador (complexo proteico da
membrana externa do meningococo do grupo B, ndo totalmente purificado, podendo

também conter lipopolissacarides) comporia-se também como um antigeno  "timo-
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independente do tipo I" (STEIN, 1992). Gragas ¢ estas caracteristicas, a imuniza¢do com
PRP-OMP om lactentes jovens proporciona os titulos mais altos de todas as vacinas
conjugadas apos a primeira dose. No entanto, a magnitude do efeito "booster” e a
persisténcia a longo prazo de anticorpos protetores apds a primoimunizagdo com esta
vacina em lactentes ¢ inferior ao observado com as vacinas HbOC ¢ PRP-T (DECKER
et al., 1993).

O comportamento como antigeno "timo-independente do tipo 1" do carreador
proteico da PRP-OMP também pode explicar uma importante diferenga em sua atividade
funcional. SCHLESINGER & GRANOFF (1992), apds vacinaglio de um grupo de
lactentes a0s 2, 4 ¢ 6 meses com PRP-OMP, HHOC ¢ PRP-T, demonstraram que os
anticorpos sintctizados a partir da administragdo dc PRP-OMP apresentaram avidez
significativamente menor em relagio aos sintetizados apds imunizagio com HbOC ¢
PRP-T. A avidez mais baixa mostrou-se, no mesmo estudo, relacionada com menor
atividade bactericida mediada por complemento. Os mesmos resultados foram obtidos em
um goupo de criangas primoimunizadas com FRP-OMP ou ILOC.

A avaliaco indireta do fendmeno de *primocstimulagio pelo carrcador” em
nossa casuistica, através de diferengas no titulo de anticorpos anti-PRP, foi certamente
prejudicada pelo fato de as criangas de ambos 03 grupos ja haverem recebido ao menos
trés doses do toxdide diftérico como parte do esquema de vacinagiio com DPT aos 2, 4 ¢
¢ meses de idade.

Uma ouira consideragiio importante ao analisarmos a isteragdio cntre
componentes das vacinas conjugadas anti-Hib ¢ da vacina DPT ¢ a possibilidade de
administragio conjunta de ambas em uma mesma injegdo, com o uso da mesma seringa.
Tal procedimento proporcionaria importante cconomia de rccursos, uma vez que as

idades de imunizagio com os dois preparados sio as mesmas. Também o desconforto
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para as criancas vacinadas e o risco de complicagdes teriam o potencial de diminuir, com
a diminuigdo do nimero de inje¢des.

WATEMBERG et al. (1991), em lactenies israclenses, constataram que a
administragio conjunta de PRP-T ¢ DPT, comparada a DPT e placebo, demonstrou em
relagiio a anticorpos anti-PRP imunogenicidade semelthante a outros estudos com o uso
da PRP-T isolada. Nio foi também afetada a resposta de anticorpos aos toxdides
teténico e difiérico ¢ s aglutininas da BB, pertussis.

FERRECIO ef al. (1991) conduziram um ¢studo em lactentes chilenos, comt a
formaclio de trés grupos. Os grupos foram designados para reeeberem trés doses de
PRP-T ¢ DPT simultancamente mas em locais diferentes, PRP-F ¢ DPT misturados na
mesma seringa ¢ DPT ¢ placebo. Em relagdo @ resposta anti-PRP, tanto o grupo que
recehbeu PRP-T ¢ DPT scparadas quanto o que recebeu as vacinas na mesma seringa
apresentou porcentagens semefhantes de obtenglo de titulos protetores. Porém, o titulo
geométrico médio de anticorpos anti-PRP foi significativamente mais baixo no grupo que
reccheu as duas vacinas na nesma seringa. Nos mesmos grupos de criangas, CLEMENS
et al. (1992) analisaram a resposta de anticorpos aos toxdides tetanico ¢ diftérico ¢ as
aglutininas da B. pertussis, Constataram que a administragio concorrente da vacina PRP-
T com DPT, na mesma scringa ou cm locais separados, levou a uma menor
scroconversiio para os antigenos de . perfussis. Lmbora o significado clinico destas
diferencas de resposta ndio csteja determinado, os resultados apontam a neeessidade de
avaliagio cuidadosa do uso simultinco das vacinas. A resposta para 0s toxdides tetdnico
¢ difiérico ndio for alterada.

Em suma, novos cstudos prospectivos sio necessirios para caracterizar a
possibilidade de interagdo bioldgica entre os componentes de vacinas conjugadas anti-

1tib ¢ componentes das vacinas do tipo DPT, at¢ que sc possua concluir gue a
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combinacio de ambos numa mesma via, operacionalmente desgjavel, se revele segura e
imunogénica. E importantissimo também confirmar com ensaios clinicos a possibilidade
de que mesmo a administragio separada, mas simultinea, das duas vacinas, interfira com

a imunogenicidade de algum de seus componentes.

Investigamos a possibilidade de associaglo entse nimero de moradores no
domicilio ¢ presenga de irmdos em creche ou pré-escola com a resposta & vacinagio com
PRP-D por serem cstas varidveis associadas a um maior fisco de infecgfio por Hib cm
estudos epidemioldgicos (TAKALA & CLEMENS, 1992). Nio encontramos associagio
entre nenhum dos parimetros de imunogenicidade avaliados ¢ o nimero de moradores na
casa ou a presenga de irmdos em creche ou pré-escola. Vale ressaltar que a média de
moradores por domicilio em nossa casuistica foi refativamente baixa (média de 4,5
pessoas), o que pode ter influido na analise dos resultados. Apenas 12 criangas residiam
em domicilios com mais de 5 moradores.

O titulo geométrico médio apds a vacinagio foi mais alto no grupo de
criangas de domicilios com 5 ou mais moradores. No entanto, tais dilerengas ndo
demonstraram significincia estatistica. Estes dados sugerem que tais criangas ja poderiam
estar naturalmente primoestimuladas, o que corresponderia ao fato de termos encontrado,
conforme discutido ao comentarmos a imunidade natural, titulos médios ¢ proporgdo de

titulos protetores mais altos nas criangas deste grupo,

A incidéncia de reacdes locais ou sistémicas apos a vacinagdo com PRP-D for
bastante baixa em nossa casuistica. A reagfio adversa mais comum foi a irritabilidade (em

oito casos, ou 11,8%). Apenas duas criangas (2,9%) apreseniaram temperatura acima de
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37,8 °C. O anico caso de erupgio cutdnea registrado ocorreu 11 dias apds vacinagio
com triplice viral, ndo permitindo uma assoclagio de causa com a vacinagio com PRIP-D.

No seu conjunto, as vacinas conjugadas demonstraram ser bastante seguras. A
avaliagio de sua reatogenicidade ¢ dificultada pelo fato de, fregiientemente, serem
administradas concomitantemente & vacina DPT.

Fm 230.000 doses da vacina PRP-D administradas em estudo populacional na
Finlandia, houve notificagio de apenas 31 casos de reagOes adversas consideradas
clinicamente importantes. Ndo houve reagdes anafiliticas, mortes ou  seqiicias
permanentes (ESKOLA et al, 1990).

VADHEIM et al. (1990), analisaram cm um cstudo prospectivo a scguranga
da vacina PRP-D administrada a quase 30.000 criangas de 18 a 60 meses de idade na
California, entre abrif de 1988 ¢ julho de 1989. O acompanhamento sc deu em dois
periodos: 48 horas ¢ 30 dias apés a imunizagdo. A incidéncia de reagdes locais ou
sistémicas fol bastante baixa. Cerca de 2% das criangas apresentaram temperatura acima
de 38 °C nas primeiras 48 horas. As incidéncias de eritema, edema ¢ dor local nas
primeiras 48 horas foram de 2%, 2% ¢ 25%, respectivamente. O uso simultanco de DPT
¢ PRP-D nfio aumentou a reatogenicidade além daquela verificada com a DPT isolada.
Houve 44 internagbes hospitalares e 29 casos de convulsio no grupo de criangas
vaginadas nos 30 dias apos a imunizagiio, por causas que niio puderam ser atribuidas
vacinagdo. Uma crianga de 29 meses apresentou um episddio fulminante de septicenia
por Hib com inicio 24 horas apos a vacinagdo.

£m cerca de 600 lactenics que receberam PRP-D num ensaio nos EUA,
houve uma incidéncia de 4,5% de eritema local, 9,3% de irvitabilidade ¢ 0,5% de casos de

temperatura acima de 38 °C (LEPOW, 1987).
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Apos o licenciamento da vacina PRP-D nos E.U. A, foram relatados 3 casos
de Sindrome de Guillain-Barré cuja sintomatologia havia iniciado em torno de 1 semana
apos a vacinagio. O nimero de pacientes acometidos, no entanto, for insuficiente para se
estabelecer uma refaciio de causalidade (CRUZ et al., 1989).

Os diversos estudos clinicos ¢ a experiéncia de uso rotineiro com as vacinas
HHOC, PRP-OMP ¢ PRP-T demonstraram padrio semethante de reatogenicidade e
seguranca (SANTOSHAM et al, 1991; BLACK et al,, 1992; FRITZELL & PLOTKIN,
1992).

A andlise da experiéncia internacional ¢ de nossos dados nos permite concluir
que, 1o scu conjunto, as vacinas conjugadas sdo scguras, com amplas perspectivas de uso

também em criangas brasileiras,
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6. CONCLUSOES

Considerando a populagio estudada ¢ os métodos utilizados podemos

concluir que:

O nivel natural de anticorpos séricos anti-PRP na populagio cstudada foi
baixo. Na faixa etaria de 15 a 19 meses, a minoria (14,7%) apresentou niveis séricos

considerados protetores (actima de 0,15 pg/ml).

Criangas residentes em domicilios com mais de 5 moradores tenderam a ter

titulos naturais protetores com maior fregiténeia (33,7% versus 10,7%, P = 0,03),

A vacinagio com PRP-D promoveu um aumento significativo dos titulos de
anticorpos anti-FRP, tanto em relagio ao Titulo Geométrico Médio como em relaglio a

propor¢Eo de criangas a alcangarem niveis considerados protetores.

Houve associagiio significativa entre o titulo de anticorpos anti-PRP apds a

vacinagio e



- Titulos naturais de anticorpos acima de 0,15 pg/ml (o grupo de
criangas com titulos naturais protetores apresentou uma proporgio maior a alcancar
titulos superiores a 1 pug/mi);

- Idade (as criangas de 18 ou mais meses apresentaram uma
propor¢io maior de titulos superiores a 5 pg/mi, em relagiio as de 15 meses):

- Fregiiencia a creche (as criangas que freqUentavam creche
apresentaram titulo geométrico médio e razfio de aumento de titulos inferiores, bem

como menor proporgio de criangas com titulos superiores a 5 pg/ml ¢ 10 pug/ml).

A vacina PRP-D mostrou-se segura, com baixa reatogenicidade na populagiio

estudada.
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7. ANEXQS
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7.1. ANEXO A

CARACTERISTICAS DA POPULACAO DE ESTUDO



Tab. 17 - Principais Caracteristicss da Populaghe de Estude:

OROEM ADE SEXC COR CRECHE  CIDADE TIT.PRE  TIT.POS LOTE LEITE INT. A-8. INT, PESSOAS f IMAQS 7
8} MAT. (M} ot CASA CREGHE
1 18 [ B N c 307 110 1 > 12 »>150 =150 4 N
2 19 F B M c 008 453 1 4.8 =150 =150 5 N
3 17 M B & C 008 0,278 1 » 12 >15D =150 3 M
4 17 M B N c 006 147 1 10-12 >15D =150 4 N
5 48 F A N [ [ae ) g5 1 10-12 =150 =150 4 I\
g 18 M B N c 0,08 28 1 1-3 =150 =15 D 4 N
7 17 M P g C 0.ce 0.7z P 7-8 =150 =150 4 N
8 18 F B N ol OL6 §58 z 7-8 =150 =i5D 4 N
G 15 F A 5 ¢ 005 408 b T-9 =180 = 15D 5 5
10 19 M B 5 ol 005 14.6 2 >12 »15D »15D0 =4 N
11 i8 k4 B N c ooe 118 2 =12 =150 » 150 4 M
12 17 M A b I 0877 153 2 7-9 »15D =150 4 N
13 19 M 8 8 < Q06 1.3% Z 7-8 =180 =180 3 M
14 15 A 8 s C 0,06 158 2 1012 »15D0 =150 c N
15 19 F B M C 106 11.2 2 7-9 >15D0 =150 = N
16 18 M B N C 006 135 2 7-8 >1580 =150 4 3
17 18 M B N C g6 181 2 4-5 =150 >15D 4 S
18 15 M B N o 0.8 7.71 2 =1 >i80D =150 5 S
18 15 M B g ol 0,123 0231 p 1-3 = 15D =150 4 N
2 15 M B ! [+ 008 pdc= 2 >12 =150 =150 & N
2t 15 F B N C 006 451 2 4-8 »15D0 >1ED = [\
22 15 M P 5 G 008 1.689 2 7-8 =150 =180 4 s
23 1% M B M C 0.06 0.5 z 4-8 =150 =150 4 8
24 12 M B N c 008 438 2 1-3 =150 > 150 3 N
&5 15 M F ] < 0,08 2R z 1-3 »i50 >80 53 N
26 18 M g N C 0,06 271 2 4-8 %150 =150 4 N
27 i5 M B N c 006 213 2 7-8 =150 =150 3 N
28 19 F B g [ [#]e. = 055 2 T-8 *» 150 »15D 5 N
25 18 M B g ol {3,426 115 2 1G-12 =150 =150 3 N
a0 18 M B 5 P 008 0.X& 2 7-9 =150 »15D i M
3 15 F 8 N P D551 3t 2 >12 =150 = 150D g N
32 15 M B £ P 006 1.3 2 <t <150 =150 5 M
33 1% M B N P .08 D&z 2 4-8 =150 = 18D 7 N
34 16 F B N F (.06 552 P 4.8 =150 >15D 4 N

Legenda:
Nz NAG — & = Sid — M = MASCULING wv F = FEMINING - B = BRANCA — A = AMARELS — P = PARDA — N=NEGRA—P = PAULINIA - C = CAMPINAS
LOTE 1 = CA21133 — LOTE 2 = 5121930



Tab. 17 {vont} - Principais Caracteristivas da Populagle de Estude:

ORDEM  IDADE  SEXO  COR CRECHE  CIDADE  JIT.BRE  THPG8  LOTE (EITE NT. A -8 INT. PESSOAS /| IRMAOS /
) MAT. (M DPT CABA CRECHE
35 15 M B N P 0.8 0,588 2 4-6 > 15D >15D 3 N
38 17 M B 5 P 0.08 375 2 4.8 >150 > 1A 3 N
37 17 F 8 N P 006 5.1 2 <1 > 15D >15D 8 N
38 15 F P N P 0.06 02 7, 4.5 > 150 =150 3 N
30 17 F B N P 0,208 2,13 2 1-3 > 15D > 15D 3 N
0 17 F B N p 0,06 438 2 12 >15D > 15D 3 8
41 15 F B N P CL8 357 2 »12 > 15D = 15D 4 S
42 17 P 8 $ P 8.06 0808 2 4.8 > 15D >15D 4 N
43 18 M B N p noe 0,252 2 1-3 » 15D > 150 3 N
44 18 F P 5 p 0,06 0,106 2 4.8 >150 > 15D 4 N
4 17 M B N P 0.06 31.8 2 7-9 » 15D » 150 4 N
4 18 M B s P 0.06 5.1 2 4.8 < 15D > 15D 3 N
47 18 M B 5 P 0.08 0,137 2 10-12 >15 D = 15D 4 N
4 17 F P N P 0,257 458 z >12 > 15D > 150 8 N
45 18 F B N 2 0.06 peey y: >12 » 15D > 15D 4 N
50 18 F P $ p 006 280 2 »12 > 150 >15D 3 N
51 18 F B 8 P 0157 16 2 4-58 »150 »18D 4 S
52 15 F p N p 0455 206 2 1 <150 <15D 5 N
53 18 M N N p 167 268 2 1.3 > 15D >15D 9 N
54 17 F B $ p 0,08 533 2 4-6 >150 =150 5 N
55 135 £ B N 2 0,06 1,64 2 1.3 > 150 >15D 9 N
5 13 B B N p 008 1,91 2 1-3 > 15D > 15D 3 N
57 15 M 8 5 P 0.08 0.343 2 4.8 >150 > 15D % N
53 18 F B N P 0,343 529 < 4.8 >15D >150 5 8
59 17 M B N P 006 nse 2 4.6 > 15D > 15D 3 N
€0 15 F B N p 006 513 2 4-8 <150 >150 4 N
51 15 M B s P 0.08 084 2 1.3 < 15D > 150 6 s
82 15 M 8 5 p 006 2,77 2 1.3 <150 > 15D 8 8
& 15 M 8 N P 03 26.4 2 4-8 »15D » 150 8 s
64 18 3 B N p 0,06 585 2 4.6 £ 15D >15D 4 N
65 18 M B s P 006 5,34 2 t-3 < 18D >150 3 N
& 15 M B8 8 p 008 3,73 2 7.9 < 15D <150 3 N
&7 13 M P S p 008 138 2 7.9 < 15D < 15D 5 N
&5 18 M B S p 08 163 2 1.3 < 15D <150 3 N

Legenda: )
N = NAQ - & % SIM — M = MASCULING « F = FEMININO ~ B = BRANCA w~ A = AMARELA — F = PARDA - N = NEGRA — F = PAULINIA « © = CAMPINAS
LOTE § = 0AZ1433 — LOTE 2= 5121P36
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7.2. ANEXO B

PROTOCOLO CLINICO



N2 Cod.:

Vacina PRP-D
Ficha Individual

Dados Pessoais

Nome: Reg:
Enderego: ' Tel:
Data de nascimento: / / Cor: Sexo:

Nome do pai:

Nome da méae:

Nimero de pessoas na mesma casa: Niimero de comodos da casa:

Numero de pessoas que dormem no mesmo comodo da crianga:

Frequenta creche? Horas/dia: Dias/semana;

Tem irmaos menores de 5 anos em creche ou pré-escola?

fdade Horas/dia Dias/semana

Renda familiar: Cr$

Aleitamento materno?

Exclusivo: De a meses

Misto: De a meses

Idade gestacional ao nascimento:

A termo? . semanas
Pré-termo? , semanas
Peso ao nascer: gramas



N2 Cod.:

Histdria Médica

Sim Nao
Seu filho esteve com boa saide desde ] ]
nossa iltima visita? Se ndo, descreva que
problemas ocorreram:
Seu filhoja teve alguma doenga grave que | i
necessitasse hospitalizagdo? Se sim,
descreva:
Seu filho recebeu alguma transfusio de ] E:l
sangue ou usou imunoglobulina nos
iltimos 3 meses?
Verificagdo Pré-imunizagao
Seu fitho estd doente hoje? 3 .
Seu filho teve febre hoje? 1 ]
Seu filho tem alergia a ovo? ) d



Seu filho estd tomando algum medica- | |
mento? Se sim, por favor descreva: '

iF A imunizacio sera adiada se a crianga tiver febre ou alguma doenga aguda.

Dados do Dia da Vacinacao

Idade: meses

Peso: Percentil:
Estatura: Percentil:
Peso para a estatura, percentil:
Vacinagio basica completa?

Se incompleta, discriminar:

Data em que recebeu a tltima dose das

vacinas:
Anti-sarampo: / /
MMR: / /
Triplice: / /
Poélio: / /




imunizagdo com PRP-D

Data:__ / {____Hora: : Lote: Dose: ml
Local de vacinagao:
Vacinas dadas simultaneamente:

Tipo Fabricante Lote Validade lL.ocat
Pessoa que aplicou a vacina:

Sim Nao

Foi observada algumareagioadversanos i d
primeiros 15 minutos apds a vacinago?
Foi cothido sangue pré-vacinagio? L ]
Foi cothida cultura de orofaringe? . 1
Observacoes 48 Horas Apos a Imunizagao
Seu filho apresentou algum sinal de 1 L]
doenga nas 48 horas apds a imunizagao?
Caso sim, descreva:
Foi diagnosticada por médico? O 3




Apés 24 horas havia vermelhidiaonolocal
da injegdo? Se sim, qual o tamanho?
mm

Apbs 48 horas havia vermelhiddonolocal
da injegdo? Se sim, qual o tamanho?
mm

Ap0s 24 horas havia inchagio no local da
injecio?
Ap0s 48 horas havia inchagdo no local da
injegio?
Apds 24 horas o local da injegio estava
dolorido?
ApGs 48 horas o local da injegdo estava
dolorido?
Se sim, como era a dor?

[JLeve

3 Moderada

] Intensa

Apés 6 horas, foi medida a temperatura
da crianga? Se sim, qual foi? °C

Apbés 20-24 horas, foi medida a
temperatura? Se sim, qual foi? °C

Apds 40-48 horas, foi medida a
temperatura? Se sim, qual foi? °C

L

I A N

a

M

"

U

Caso ndo tenha sido medida a temperatura, os pais consideraram a crianga;

[ Normal
(3 Febril




Sim

Seu filho esteve irritado nos dltimos 2 1
dias? Se sim, assinale a situagiio que
melhor descreve a irritabilidade:

L. Inquieto e choroso
[} Dificil de por para dormir

{1 Outra situacao (descreva):

Seu filho chorou mais do que o habitual L]
nos ltimos 2 dias? Se sim, assinale qual
situagio se aplica melhor:

{Lj Inquieto e choroso

{3 Nao parava de chorar mesmo se posto no colo, abragado ¢ embalado

{1 Chorando sem parar. Por quanto tempo?

{3 Nunca chorou desta forma. Descrever o tipo de choro:




Sim Nao

Seu filho esteve mais sonolento do que o ] (i
habitual? Se sim, assinale a situgio que
melhor se aplica:

[1 Sonolento, mas ficil de despertar
{1 Dormindo profundamente, dificil de despertar

{1 Fora do habitual, mas diferente das situacdes acima (descrever):

Seu fitho alimentou-se normalmente i 1
apds a vacinagido? Se nao, assinale a
situagdo que se aplica melhor:

[} Comendo menos do que o habitual
i1 Recusando a alimentagao
1 Com vémitos. Quantas vezes?
Houve alguma alteragio nas evacuagoes 1 1

do sen filho? Se sim, assinale a melhor
descricio:

{(J Mais vezes do que o habitual, com fezes liquidas
[ Mais vezes do que o habitual, com fezes normais
Alguma outra alteragio em seu filho o ol |

preocupou? Se sim, descrever, anotando
data, hora e evolugao do ocorrido:




Baseado na descrigio dos pais, esta alteragao lembrava:
{3 Uma convulséo
[ Um episédio hipotdnico-hiporresponsivo
[ Nenhum dos acima

i Caso esta alteragio lembre uma convulsio ou um episédio hipotdnico-hiporresponsivo,
notificar o investigador principal.

Caso tenha havido durante os primeiros 2 dias qualquer problema néo abrangido por estas
perguntas, descrevé-lo, com data e duragao:

Sim Nao

Foi consultado um médico para qualquer i i
possivel reagio A imuniza¢ao? Se sim,
descreva o diagnostico do médico:

Qual a impressao dos pais sobre as reagdes:
[ Nenhuma
[ Leve
1 Moderada
[ Grave



No caso de reagao grave, qual foi?

Observagdes Um Més Apés a Imunizagao
Sim Nio

Houve algum problema de satde desde | |
a tltima visita? Se sim, descrever {caso

tertha havido necessidade de internacgao,

consultar prontudrio médico):

Seu fitho recebeu outras vacinas desde a % 3
fldma visita? Se sim, descrever, com
data;

Ficha preenchida por:
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7.3. ANEXO C

CONSENTIMENTO ESCLARECIDO



UNICAMP BESCLARECIMENTO ACS PAIS E RESPONSAVETS
RESPOSTA SOROLOGICA A VACINA CONJUGADA POLISSACARIDE
CAPSULAR DO HEMOPHILUS INPLUENZAE DO TIPOB-~TOXOIDE
DIFTERICO EM CRIANCAS BRASTILEIRAS.

Prezados Paisg:

C Hemophilus influenzae & uma bactéria que causa doengas
graves (meningite, pneumonia) em Cxiangas menores de 5 anos. No
Brasil, @ o principal causador de meningite em criancas fora dos pe
ricdos de epidemia.

H& cerca de cinco anos ja estd em usc nos Estados Unidos,
Japao e Europa a vacina contra o Hemophilus. J& estd comprovado em
varios estudos no exterior que esta vacina @ eficaz (confere prote-
cac) e segura (tem poucos efeitos colaterais), quando aplicada a par
tir da idade de uma ano e trés meses. Consideramos muito importante
que esta vacina seja usada tambén no Brasil, e precisamos determinar
& resposta das criancas brasileira a ela.

A vacina & dada em uma sd dose, por injegao intramuscular,
no brago. A aplicagac serd feita na sala de vacinagao do Ambulatdrio
de Pediatria, no 39 andar do Hospital das Clinicas. A vacinagao serd
efetuada ds Quartas-feiras, das 8 Hs 12 horas. A grande maioria das
criangas ndao apresenta efeitos colaterais. Em algumas (cerca de 3%)
ocorrem dor, vermelhiddoc e discreto inchago no local da injecaoc. Po-
de também ocorrer febre, com pouca frequéncia (em menos de 1% das
eriangas que recebem a vacina a temperatura ultrapassa 38,59C). Com
a finalidade de medir a protegao gue esta vacina confere, sera preci
s¢ colher 3 ml de sangue antes da aplicagdo e 1 més apds., Nas duas
ocasiGes, a crianga deverd estar em jejum. Serd também feita, no dia
da aplicagao da vacina, a coleta de secrecao da faringe com um "coto-

nete”, para verificar se a crianca nio alberga a bactdria na faringe.

Linivarsidade Estaduatl de Campinas Telefone: PABX {0192} 39-1301
 Caixa Postal 1170 Teiex; {018} 1150
113100 Campinas 5P Brasil
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UNICAMP

Caso sejam notados efeitosg colaterais como os ja relatados,
ou outros, apbs a dose da vacina, os pais poderzo entrar em contato
com Dr. Marcos Tadeu Nolasco da Silva nos telefones 398531 (das 13
ds 19 horas -~ UTI PEDIATRICA DO HC-UNICAMP) ou 531006 (RESIDENCIA),
ou trazer seu filho ao Ambulatdric de Pediatria.

Seu filho poderid deixar de participar do projeto a gualguer
tempo, sem que isto implique na suspensido dos cuidados nédicos.

Todos 0s resultados obtidos na andlise das amostras de san-
gque das criangas vacinadas serdo comunicados aos pais, que receberio
um certificado de vacinacgio.

Atenciosamente,
MARCOS TADEU NCQLASCO DA SILVA
DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA
FCM - UNICAMP
Universidade Estadual de Campinas g;::‘qr{\a F;??f({)émgﬁ 381301
Caixa Postat 1176 :

13100 Campinas SP Brasil
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UNICAMP

SEGURANCA E IMUNOGENICIDADE DA

VACINA CONJUGADA DO POLISSACARIDE

CAPSULAR DO HAEMOPHILUS INFLUENZAE

DG TIPO B COM O TOXOIDE RIFTERICO,

DADA A CRIANCAS BRASILEIRAS SAUDAVEIS
COM 15 A 18 MESES DE IDADE.

0 projeto de vacinagao foi claramente explicado a mim e
eu pude ler e compreender as informagoes fornecidas. Compreendo
que uma pequena parte das c¢riangas vacinadas pode algumas vezes
nao desenvolver imunidade adequada as doengas causadas pelo
Haemophilus,

Concordo em incluir meu (minha) filho{a) neste projeto.

NOME DA CRIANCA:
DATA DE NASCIMENTO:
ABSINATURA:

DECLARACAC DO INVESTIGADOR

Expliquei claramente aos pals ou responsaveis da crianca
acima mencionada a natureza, 0s procedimentos e os riscos previsi-

veis deste projeto de vacinagao.

ASSINATURA:
FUNGAO:
LOCAL E DATA:

Teiefore: PABX (3192) 391301

i i | Campinas
Universidade Estadual de Lamp Telex: {018) 1150

Caixa Postat 1170
13100 Campinas SP Brasil
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7.4. ANEXO D

REGUA PARA MONITORIZACAO DE REACOLS LOCAIS
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ABSTRACT

Humoral immunity Lo Haemophilus influenzae type b (11ib) was studicd in 68
healthy Brazifian children between 15 and 19 months of age. The evatuation was done by
the measure, by radioimunoassay, of the levels of antibodies against the capsular
polysaccharide of 1kb (PRP). The children enrolled in the trial received one
intramuscular dose of the conjugate vaccine of the capsular polysaccharide of Hib and
diphtheria toxoid (PRP-D, contaming 25 g of PRP and 18 pg of diphtheria toxoid per
dose of 0.5 mb). Two samples of sera were collected, one immediately before vaccination
and the other 1 month afier. The safety of PRP-D vaccine was evaluated by adverse
reactions monitoring 48 hours and | month after vaccination.

The geometric mean titer (GMT) of naturally occurring anti-PRP antibodies
was 0.082 pg/mi. Ten children (14.7%) bad titers above 0.15 pg/ml, considered naturally
protective. Children that fived in houses with more than 5 dwellers showed fiters above
0.15 pg/ml with a higher frequency (33.7% vs 10,7%, P = 0.05).

Afier vaccination with PRP-D, the GMT rised to 2.92 pg/ml, with a ratio of
postvaccination to prevaccination levels of 35.4. Sixty-six (97,1%) children reached titers
above 0.15 ug/ml, and 51 (75%) above 1 pg/mt. Three variables showed association with

the response to PRP-D vaccine:



Natural levels: children with natural levels above 0.15 pg/mi
showed a higher frequency of postvaccination titers above I pg/mi (100% vs 70,7%, P =
0.05).

Age: children at 18 or more months showed a higher frequency of
titers above 5 pg/mi, compared to the ones at 15 months (55% vs 19.2%, P = 0.05),

Day-care attendance: the antibody response in the group of
children who attended day carc was characterized by lower GMTs (1.49ug/ml vs 4.81
wg/mi, P = 0.002), lower postvaccination 1o provaccination ratios (20.77 vs 52,52, P =
0,02) and tower froquency of children with levels above 5 pg/mit (20.7% vs 31.32%, P =
0.01) and above 10 pg/mi (10.3% vs 30.8%, P = 0.05).

The PRP-D vaccine was safe in the study popufation. Within 48 hours of
immunization, 2 children (2.9%) had temperatures above 37.8 °C, 3 (4.4%) complaincd
of pain in the site of injection and 8 (11.8%) showed irritability.

We conclude that naturally acquired immunity against Hib is low in the study

population. The PRP-D vaccine proved to be immunogenic and safe.



