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RESUMO

O Streptococcus pneumoniae € um agente etiolégico importante em casos de pneumonia,
meningite e sepse, principalmente na faixa etaria pediatrica e idosa, podendo causar doenca
grave e invasiva. Desta forma, a prevencdo da doenca pneumocaocica tem apresentado grande
interesse para a salde publica. Atualmente, a vacina pneumocdcica conjugada 10-valente faz
parte do Programa Nacional de Imunizagdes (PNI). Alem da oferta de vacinas pneumocacicas
a populacéo, é responsabilidade das autoridades sanitarias assegurar a qualidade e eficacia dos
imunobioldgicos. Na Farmacopéia Européia existem recomendacfes para a identificacdo de
polissacarideos presentes nas vacinas pneumocdcicas conjugadas, porém ndo ha um consenso
internacional com relacdo a qual tipo de método a ser empregado no controle de qualidade
destas vacinas. O objetivo desta revisdo foi relacionar as metodologias utilizadas para a
identificacdo dos polissacarideos encontrados na vacina pneumocdcica conjugada 10-valente.
Bases de dados (PubMed, Science Direct) foram consultadas retrospectivamente de 1996 a
junho do presente ano, usando as seguintes palavras-chaves: polissacarideo pneumocdcico
(pneumococcal  polysacharide) combinada com caracterizacdo (characterization),
guantificacdo (quantification), massa molecular (molecular size), controle da qualidade
(quality control) e vacinas conjugadas (conjugate vaccines). Os artigos identificados pela
estratégia de busca inicial foram avaliados conforme os seguintes critérios de inclusdo: (1)
polissacarideos dos sorotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, (2)metodologias
relacionadas a identificacdo, teor e massa molecular dos polissacarideos mencionados. Os
estudos que cumpriram os critérios de inclusdo foram avaliados quanto a qualidade
metodoldgica, e foram excluidos artigos que ndo foram encontrados na integra. Apenas 5
artigos foram incluidos na revisdo e apresentados em um quadro em que destacou-se suas
caracteristicas como, autores, ano de publicacdo desenho metodolégico e os principais
resultados foram descritos em topicos segundo o cédigo do artigo. A principal limitacdo deste
estudo refere-se ao numero limitado de estudos comparativos entre as metodologias utilizadas
para a identificacdo e quantificacdo de polissacarideos na vacina pneumocaocica 10-valente.
Os métodos avaliados pelos artigos selecionados foram: cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa com deteccdo de fluorescéncia, cromatografia liquida de alta
eficiéncia de troca i6nica com deteccdo amperométrica pulsada, ressonancia magnética

nuclear e cromatografia gasosa com deteccdo de massas seletivo, alem de um meétodo



imunoquimico, a nefelometria. Desse modo, foi possivel relacionar os métodos que podem ser

utilizados no controle da qualidade da vacina pneumocacica 10-valente.

Palavras-Chave: Streptococcus pneumoniae. Vacinas Pneumococicas. Controle de Qualidade.



ABSTRACT

Streptococcus pneumoniae is an important etiological agent in cases of pneumonia, meningitis
and sepsis, especially in the pediatric and elderly age groups, which can cause severe and
invasive disease. In this way, the prevention of pneumococcal disease has shown great interest
for public health. Currently, the 10-valent pneumococcal conjugate vaccine is part of the
National Immunization Program (NIP). In addition to the supply of pneumococcal vaccines to
the population, it is the responsibility of the health authorities to ensure the quality and
efficacy of immunobiologicals. In the European Pharmacopoeia, there are recommendations
for the identification of polysaccharides present in the pneumococcal conjugate vaccines, but
there is no international consensus regarding which type of method to be used in the quality
control of these vaccines. The objective of this review was to relate the methodologies used to
identify the polysaccharides found in the 10-valent pneumococcal conjugate vaccine.
Databases (PubMed, Science Direct) were retrospectively consulted from 1996 to june of this
year using the following keywords: pneumococcal polysaccharide combined with
characterization, quantification, molecular mass, quality control and conjugate vaccines. The
articles identified by the initial search strategy were evaluated according to the following
inclusion criteria: (1) polysaccharides of serotypes 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F and 23F,
(2) methodologies related to identification , content and molecular mass of the mentioned
polysaccharides. The studies that met the inclusion criteria were evaluated for methodological
quality, and articles that were not found in the whole were excluded. Only 5 articles were
included in the review and presented in a table highlighting their characteristics as, authors,
year of publication methodological design and the main results were described in topics
according to the article code. The main limitation of this study is the limited number of
comparative studies between the methodologies used for the identification and quantification
of polysaccharides in the 10-valent pneumococcal vaccine. The methods evaluated by the
articles selected were: reverse phase high performance liquid chromatography with
fluorescence detection, ion exchange high performance liquid chromatography with pulsed
amperometric detection, nuclear magnetic resonance and gas chromatography with selective
mass detection, as well as a method immunochemistry, nephelometry. Thus, it was possible to

relate the methods that can be used in the quality control of 10-valent pneumococcal vaccine.



Key-words: Streptococcus pneumoniae. Pneumococcal Vaccines. Quality Control
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1 INTRODUCAO

1.1 Histérico

A bactéria Streptococcus pneumoniae se apresenta aos pares, denominado diplococo, ou
em cadeias curtas, € Gram positiva, com 0,5 a 2,0 um de didmetro (MURRAY et al.,2002), e
é, provavelmente, o mais importante agente etioldgico bacteriano das otites médias, sinusites,
pneumonias, meningites e sepses (TEELE, 1998). H4 mais de um século, desde o seu
primeiro isolamento, as infeccBGes causadas pela bactéria continuam sendo grande causa de
preocupacéo, pela sua freqiiéncia, morbidade e letalidade (CAPUTO et al., 1993). Ademais,
as infecgbes ocorrem em todas as faixas etarias, sendo mais frequentes na infancia e nas
idades mais avancadas, como também em pessoas com uma doenca de base ou
imunodeficiéncia (BURMAN et al., 1985; BUTLER et al., 1998).

O Strepptococcu spneumoniaefoi primeiramente visualizado em tecidos pulmonares, em
1875, por Klebs, posteriormente por Ebert, em 1880 e por Koch em 1881. Paralelamente, em
1880, seu isolamento foi reportado por George Miller Sternberg nos Estados Unidos e por
Louis Pasteur na Franga (AUSTRIAN, 1989; AUSTRIAN, 1999). O primeiro isolamento do
pneumococo aconteceu de maneira peculiar, Sternberg inoculou a sua prépria saliva em
coelhos e Pasteur inoculou coelhos com saliva de um paciente com raiva. (HENRICHSEN,
1995).

O micro-organismo foi objeto de muitas investigagdes que levaram a muitas descobertas
cientificas ao longo dos anos. Em 1883, a associagdo entre 0 pneumococo e a pneumonia
lobar foi descrita por Friedlander e Talamon, mas a pneumonia pneumocdcica foi confundida
com outros tipos de pneumonia até o desenvolvimento do teste de Gram, em 1884.
Finalmente, em 1886, 0 austriaco Weichselbaum conseguiu estabelecer que o pneumococo era
a bactéria mais frequentemente responsavel pela pneumonia lobar (AUSTRIAN, 1999). De
1915 a 1945, a estrutura quimica e antigenicidade do polissacarideo capsular pneumocaocico,
sua associagdo com viruléncia, e o papel do polissacarideo bacteriano nas doengas humanas
foram relatadas (WATSON et al., 1993).
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Em um periodo de 10 anos este agente ja estava associado como 0 agente causal de
endocardites, meningites purulentas, otites, artrites, sinusites e conjuntivites (AUSTRIAN,
1989).

Em 1911, iniciou-se o desenvolvimento de vacinas pneumocadcicas para o tratamento da
pneumonia. Porém, o surgimento dos antibidticos alterou radicalmente o0 modo de tratamento
das pneumonias e de outras infecgdes causadas por pneumococos. O aparecimento das
sulfonamidas e, a descoberta da penicilina por Fleming em 1929, impulsionou a
implementacdo da antibioticoterapia contra a pneumonia, inicialmente totalmente eficaz no
tratamento destas infecgbes, 0 que desvalorizou o potencial patogénico da bactéria até o
advento da resisténcia aos antimicrobianos. Com o aparecimento de cepas resistentes surgiu a
necessidade de melhor conhecer os mecanismos de patogenicidade do Streptococcus
pneumoniae (HENRICHSEN, 1995).

No final dos anos 60, a primeira vacina pneumococica polivalente foi desenvolvida e
licenciada nos Estados Unidos em 1977. J& a primeira vacina pneumococica conjugada foi

licenciada em 2000 no mesmo pais.

1.2 O micro-organismo Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, ou pneumococo, € uma bactéria encapsulada e anaerdbia
facultativa, com produgdo de a-hemolise em placa de &gar sangue. Pertence ao grupo das
bactérias &cido lacticas, denominada desta maneira, porque sob condicbes anaerébicas, o produto
principal do seu metabolismo é o 4cido lactico. E nutricionalmente exigente, requerendo um meio
complexo para 0 seu crescimento. Esta bactéria obtém energia estritamente por via fermentativa,
sendo incapaz de realizar metabolismo respiratério, tanto aerdbico quanto anaerdbico, que é uma
caracteristica para todas as espécies de streptococos. Os Unicos nutrientes dos quais 0S pneumococos
conseguem obter energia suficiente para promover o crescimento e a divisdo celular sédo os
carboidratos (HOSKINS et al., 2001). E sensivel ao calor e ao ressecamento, e por isso precisa de
contato direto entre a fonte infectante e a pessoa suscetivel (WILLET, 1992). Sua superficie
apresenta trés estruturas constituintes: membrana plasmatica, parede celular e cépsula
polissacaridica ilustradas pela Figura 1 (KIM; WEISER, 1998).

A membrana plasmatica do pneumococo é constituida por uma bicamada lipidica, na qual

estdo inseridas proteinas e moléculas de acido lipoteicoico (KIM; WEISER, 1998;
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DAWSON, 2004). Ja a parede celular, é composta de polissacarideos e &cido teicdico
(polissacarideo C), apresenta residuos de colina e ancora diversas proteinas de superficie
(DAWSON, 2004). Além disso, a parede celular € responsavel pela reacdo inflamatoria
intensa que acompanha as infeccbes pneumocdcicas, uma vez que estimula o influxo de
células inflamatorias e ativa a cascata alternativa do sistema complemento e induz a producéo
de citocinas (HAMMERSCHMIDT et al., 2005).

A capsula polissacaridica compde o envoltério externo do pneumococo, e é essencial para
a viruléncia, sendo a regulacdo do seu tamanho critica para a sobrevivéncia em diferentes
ambientes no hospedeiro. Esta estrutura é reconhecidamente o fator de viruléncia mais
expressivo do pneumococo, que o protege contra a acdo dos mecanismos de defesa
inespecificos do hospedeiro durante a infeccdo (MORONA et al., 1999).

Alguns estudos demonstraram que altas quantidades de polissacarideo impedem a adesdo
as células do hospedeiro, provavelmente pelo mascaramento dos outros determinantes de
viruléncia, como: hialuronato liase (Hyl), pneumolisina (Ply), NanA e NanB, LytA, CbpA,
PsaAe PspA (JEDRZEJAS, 2001), como mostra a Figura 1. A expressdo do polissacarideo
torna o0 micro-organismo resistente aos mecanismos de lise mediada pelo sistema
complemento e opsonofagocitose (KIM; WEISER, 1998; DAWSON, 2004; HYAMS et al.,

2010). Ja as cepas encapsuladas ndo sdo virulentas.
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Figura 1- Estruturas da capsula e parede celular doStreptococcus pneumoniae.
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Fonte: (adaptado de KADIOUGLU et al., 2008)

Diante da grande diversidade de composicdo dos polissacarideos na capsula
pneumocdcica, ja se encontram descritos na literatura cerca de 100 sorotipos diferentes. Os
sorotipos de pneumococos sao classificados de acordo com dois sistemas de nomenclatura
(YOTHER, 2011). O dinamarqués se baseia nas caracteristicas estruturais e antigénicas da
capsula polissacaridica dividindo-os em grupos. Para distinguir os sorotipos dentro destes
grupos adicionam-se letras: F (“first”) para o primeiro tipo descoberto, A para o segundo e
assim sucessivamente. A nomenclatura Americana baseia-se somente nas caracteristicas
estruturais da capsula, designando numeros de acordo com o isolamento cronoldgico de cada
sorotipo. Embora cada sistema adote uma forma peculiar de classificacdo, existe uma
correlagéo entre as duas nomenclaturas (LUND; HENRICHSEN, 1978).

A identificacdo laboratorial do pneumococo pode ser feita por meio da cultura, de
métodos imunoldgicos ou da biologia molecular. Quando ha crescimento bacteriano em
cultura, o pneumococo ¢ identificado pelo aspecto morfoldgico das col6nias, pela coloragédo
ao Gram e pelo teste de sensibilidade a optoquina, e eventualmente pelo teste de solubilidade
a bile (WILLETT, 1992; GUDUCUOGLU et al., 2001). A vantagem da cultura é que se a
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cepa for isolada pode-se testar a sensibilidade desta bactéria aos antibioticos, o que ndo é
possivel com os testes imunoldgicos (REQUEJO, 1996).

Os métodos imunologicos baseiam-se nas reacdes antigeno-anticorpo com a definicdo do
antigeno polissacaride capsular e identificacdo do pneumococo. Elas compreendem a contra-
imunoeletroforese, aglutinagdo por particulas de latex, coaglutinacdo e ensaio
imunoenzimético (ELISA) (PETER, 1988; FEDSON; MUSHER, 1994). J& a biologia
molecular surgiu com a PCR (reacdo em cadeia de polimerase), a qual identifica os agentes a
partir do seu material genético (DOMINGUEZ et al.,, 2001; GREINER et al., 2001;
MURDOCH et al., 2003). Associando-se a cultura com os testes imunol6gicos aumenta-se a
possibilidade de identificacdo do agente etioldgico causador da patogenia (REQUEJO, 1996).

1.3 Patogénese

As doencas pneumococicas representam um problema de saude puablica, acometendo
todas as faixas etérias, principalmente os extremos de idade, e sdo responsaveis por grande
namero de hospitaliza¢gdes em todo o mundo. Streptococcus pneumoniae é o principal agente
etiologico das pneumonias adquiridas na comunidade, que constituem a principal causa de
mortes entre as doencas preveniveis por imunizacdo (O'BRIEN et al., 2009).

A transmissdo dos pneumococos se da, geralmente, por contato direto entre individuos e é
favorecida pela aglomeracdo de pessoas. Infeccdes respiratorias virais e clima frio podem
facilitar a disseminacdo desse micro-organismo. Entre 30% e 40% das otites médias agudas,
40% das sinusites agudas e 60% das pneumonias bacterianas adquiridas na comunidade sao
causadas pelos pneumococos (FRANCO-ALVAREZ DE LUNA et al., 2005)

O pneumococo pode causar tanto doencas em nivel de mucosa (ndo invasivas) como
doencas invasivas quando ha o seu isolamento de locais habitualmente estéreis como sangue,
liquido encéfalo-raquidiano, pleural ou sinovial. Dentre as doencgas ndo invasivas estao a otite
aguda no ouvido médio ou otite média aguda, sinusite, conjuntivite, bronquite e pneumonia.
Ja entre as doengas pneumocdcicas invasivas (DPI) estdo a pneumonia bacterémica,
meningite, peritonite, artrite, osteomielite, bacteremia e sepse (BRICKS; BEREZIN, 2006).

A regido da nasofaringe é considerada a porta de entrada e o nicho biolégico no qual
ocorre a colonizacdo pelo pneumococo. A colonizagdo pode ocorrer sem sintomas ou doenca,

sendo conhecida como “estado de portador” (BOGAERT et al.,, 2004). Nos paises em
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desenvolvimento, a prevaléncia de portadores assintométicos esta em torno de 95% em
criancas saudaveis abaixo de 3 anos de idade e 40% em adultos. A taxa de portadores
assintomaticos de pneumococos varia de acordo com o grupo etario, regides geogréaficas,
ambiente e a presenca de infec¢des do trato respiratério superior (BAROCCHI et al., 2006).

Muitos autores, como Baldy (2005), acreditam que a aquisicdo de Streptococcus
pneumoniae ocorra pelo contato com aerossois. Segundo a literatura, a fixacdo das bactérias
ao epitélio se da mediante adesdo através de moléculas de proteinas presentes na sua
superficie seguida de multiplicacdo na nasofaringe do portador. Sendo assim, a prevaléncia de
sorotipos especificos deve-se, em parte, ao grau de expressdo e conformacgdo de adesinas
pneumocdcicas de superficie que permitem o reconhecimento e a adesao a célula hospedeira.

A patogénese da infeccdo pneumocacica envolve a colonizacdo da nasofaringe, seguida
por sua disseminacdo pelo ouvido médio, trato respiratorio inferior e, em alguns casos,
invasdo da corrente sanguinea. Aprogressao para pneumonia se da pela fagocitose ineficiente,
permitindo a multiplicacdo do pneumococo nos alvéolos e a liberacdo de citocinas no fluido
broncoalveolar, enquanto a meningite e outras doencas invasivas como endocardite, artrite,
osteomielite e perionites resultam da disseminacdo hemotogénica (TUOMANEN, 1999;
FEDSON et al, 1999; NOVAK; TUOMANEN, 1999: GARCIA-RODRIGUEZ;
MARTINEZ, 2002; BOGARET et al., 2004; BALDY, 2005).

Ademais, ha trés vias de entrada de bactérias ao sistema nervoso central: por inoculagdo
direta, por continuidade de estruturas adjacentes ou por via hematogénica. Esta ultima é a
mais comum e o ponto de entrada é o trato respiratorio superior. Na nasofaringe a bactéria
passa por cinco etapas até atingir o sistema nervoso central: fixacdo e colonizagdo, invasao da
corrente sanguinea, sobrevivéncia e multiplicagdo no sangue, passagem atraves da barreira
hemato-encefalica, sobrevivéncia e multiplicacdo do micro-organismo no liquor
(HINRICHSEN, 2005).

A fisiopatogenia da doenga pneumocdécica depende fortemente da resposta inflamatéria
induzida pelos peptideoglicanos e acido teicoico da parede bacteriana. Essas estruturas séo
responsaveis pela intensa resposta inflamatoria que acompanha a infeccdo pneumococica,
uma vez que estimulam o influxo de células inflamatdrias, ativam a producdo de citocinas e a
cascata do complemento (QUAGLIARELLO; SHIELD, 1992; BOGAERT et al., 2004).

O complemento é um dos componentes essenciais na imunidade do hospedeiro na
eliminacdo de pneumococos invasivos. As principais funcOes efetoras do sistema
complemento na imunidade natural e humoral especifica sdo promover a fagocitose de micro-

organismos nos quais o complemento esta ativado, estimular a inflamacéo e induzir a lise
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celular destes micro-organismos, tendo uma particular importancia na defesa do hospedeiro
contra bactérias encapsuladas, a qual é mediada inteiramente pela imunidade humoral
(DELVES et al., 2006; ABBAS et al., 2008).

Por ser uma bactéria Gram-positiva e apresentar uma parede celular espessa, o
pneumococo ndo esté sujeito a lise direta pelo sistema complemento através do complexo de
ataque & membrana (DOWSON, 2004). Desta forma, a principal funcdo do sistema
complemento nas infec¢Ges pneumocaocicas esta relacionada a opsonizacao e destruicdo por
macrofagos e neutrofilos (BROWN et al., 2002).

No entanto, o pneumococo desenvolveu estratégias de protecdo a fim de limitar o ataque
pelo complemento, como a capsula polissacaridica. A capacidade do pneumococo de causar
doencas invasivas € altamente dependente do sorotipo capsular. Assim, a capacidade de
evasdo de sorotipos altamente invasivos dos mecanismos de opsonofagocitose pode ser a
principal estratégia utilizada por estes micro-organismos, ja que 0s sorotipos pouco invasivos,
de forma contraria, necessitam de fatores predispondentes do hospedeiro para causarem
doencas. Este dado pode explicar o fato de que as criancas com deficiéncias de algumas
proteinas do sistema complemento sdo suscetiveis a infec¢do por sorotipos pouco invasivos,
os denominados sorotipos pediatricos — 6A/6B, 14, 19F e 23F (VALLES et al., 2010).

1.4 Fatores de viruléncia de pneumococos

A patogenicidade dos pneumococos € atribuida a estruturas basicamente situadas na
superficie da célula bacteriana. Estes fatores podem ser divididos em dois grupos: um grupo
formado pela cépsula polissacaridica e proteinas de superficie e o outro composto por
componentes da parede celular e a toxina intracelular (pneumolisina). Entretanto, a capsula
polissacaridica tem sido reconhecida como o principal fator de viruléncia dos pneumococos
através do qual o micro-organismo é capaz de driblar os mecanismos ndo especificos de

defesa do hospedeiro, como a fixagdo do complemento e a fagocitose (BRILES et al., 1992).
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1.4.1 Cépsula Polissacaridica

A capsula polissacaridica € a camada mais externa da célula de Streptococcus
pneumoniae. Trata-se de um polimero de alto peso molecular composto de unidades repetidas
de oligossacarideos, as quais possuem de dois a oito monossacarideos que permanecem
presos covalentemente na parede da bactéria. Estes polissacarideos sdao importantes em uma
variedade de processos fisiolégicos do micro-organismo, incluindo a integridade estrutural,
sinalizacdo e desenvolvimento (VENTURA et al., 2006). Possuem também, alguns
componentes que ndo sdo sacarideos, explicando, desta forma, a grande variabilidade
antigénica destes polimeros(KADIOGLU et al., 2008).

Os polissacarideos capsulares sdo compostos por unidades repetitivas de oligossacarideos
unidos por ligacBes glicosidicas. A sintese da maioria dos polissacarideos capsulares de
pneumococos requer uma importante via complexa, que é realizada inicialmente pela
transferéncia de unidades monossacaridicas para um carreador lipidico associado a membrana
plasmatica da célula bacteriana. Apos a formacdo da unidade repetitiva (Figura 2), esta é
transferida para a face externa da membrana citoplasmatica através da flipase (Wzx) e
polimerizada (polimerase WzX) formando o polissacarideo maduro que é entdo ligada a
peptideoglicana da parede celular (KADIOGLU et al., 2008).
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Figura 2 - Esquema da biossintese do polissacarideo capsular.

Wzy capsular polysaccharide

flippase polymerase

Fonte: (KADIOGLU et al., 2008)
A cépsula é sintetizada rapidamente e extensivamente durante a fase exponencial de

crescimento da bactéria. A maioria dos polissacarideos capsulares de Streptococcus
pneumoniae possui carga negativa e uma pequena parcela é neutra (sorotipos 7F, 14 e 33)
(KADIOGLU et al., 2008).

A viruléncia de um dado sorotipo de pneumococos esta relacionada principalmente com a
estrutura quimica da capsula (AUSTRIAN, 1981) e com a quantidade de capsula produzida
(MAGEE; YOTHER, 2001). Segundo Fernebro e colaboradores (2004), a cépsula
polissacaridica esta relacionada ao grau de lise espontdnea ou induzida por antibidticos. Uma
das alternativas para explicar este fendmeno é que dependendo da estrutura quimica da
capsula, esta protege a membrana plasmatica da ruptura. Desta forma, contribuindo para
tolerdncia aos antibidticos. Alguns sorotipos de pneumococos estdo mais associados a
resisténcia a antibioticos, no entanto, pode ocorrer troca de material genético entre cepas por
transformac&o e modificar o padrdo de resisténcia vigente (SCHRAG, et al., 2000).

A sobrevivéncia de pneumococos nos diferentes habitats do hospedeiro esta diretamente
ligada a capacidade da bactéria em regular a quantidade de capsula produzida. Streptococcus
pneumoniae apresenta dois fenotipos (morfologia das colbnias: opaco e transparente)
diferentes de acordo com a quantidade de cépsula produzida e este processo de variagdo de

fase ocorre espontaneamente. No entanto, 0 mecanismo genético que contribui para tal
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processo ainda ndo esta elucidado (GARCIA; LOPEZ, 2004). O fenétipo transparente que
produz pequena quantidade de polissacarideo capsular tem sido demonstrado como mais
eficiente na colonizacao da superficie da mucosa da nasofaringe e mais habil em residir nesta
superficie, provavelmente pela exposicdo de estruturas presentes na superficie de
pneumococos, como adesinas, que sao requeridas na fase de colonizacgdo. J& o fenétipo opaco
€ mais associado as infeccGes sistémicas, onde h& requerimento de expressdo maxima de
capsula polissacaridica, que inibe a opsonizagdo mediada pelo complemento
(HAMMERSCHMIDT et al., 2005).

1.5 Epidemiologia

Mundialmente, o Streptococcus pneumoniae é responsavel por cerca de 14,5 milhdes de
episddios de doenca grave e 826.000 mortes anuais em criangas de 1 a 59 meses (O’BRIEN et
al., 2009). Cerca de 20 sorotipos estdo associados com mais de 80% da doenca pneumocdcica
invasiva em todas as faixas etérias, onde os 13 mais comuns causam pelo menos 70-75% das
doencas invasivas em criangas (WHO, 2007).

Para cada mil criancas nascidas no Brasil, Chile e Uruguai, a doenga pneumocdcica
resulta em 324 casos de otite média, 79 casos de pneumonia, 48 casos de meningite e menos
de um apresenta sepse, estimando-se 21 mortes para cada mil criancas por doencas
pneumocécicas (WHO, 2007).

Os aspectos epidemiolédgicos da doenca pneumocdcica variam de um pais a outro, ao
longo do tempo e de acordo com a faixa etaria da populacdo afetada, 0 que determina a
necessidade de avaliacdoes locais periodicas para o estabelecimento de estratégias de controle
(MANTESE et al., 2003; OSELKA, 2003).

De acordo com a estrutura quimica do polissacarideo capsular, sdo reconhecidos cerca de
100 sorotipos de pneumococo, sendo que as decisdes acerca da formulacdo e da aplicagdo de
vacinas dependem das informacdes regionais e temporais de quais desses sorotipos causam
doencas. Desse modo, estudos sobre a distribuicdo destes sorotipos em diferentes paises tém
demonstrado que a prevaléncia destes pode variar conforme a idade, regido geogréfica,
periodo de tempo e tipo de infeccdo (DAGAN et al., 1999; GONZALEZ et al., 2004).

Os sorotipos responsaveis pela maior parte das infecgdes pneumococicas sao: 14, 3, 9V,
19A, 1, 6A, 23F e 7 em adultos e 1, 5, 6B, 14, 19F, 7, 9V, 12, 23F em crian¢as. Os sorotipos
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6A, 6B, 14, 19F, e 23F sdo pouco imunogénicos e, por isso, sdo denominados sorotipos
pediatricos. A distribuicdo de sorotipos € um processo dindmico devido ao aparecimento de
novos sorotipos, dentre outros fatores (MANTESE et al., 2003).

Dos sorotipos identificados, 12 (14, 1, 6B, 18C, 5, 3, 6A, 23F, 9V, 19F, 4, 19A) sédo
prevalentes no Brasil, correspondendo a aproximadamente 80% do total das cepas isoladas
clinicamente (BRANDILEONE et al., 1999; MANTESE et al., 2003).

Nesse contexto, o conhecimento dos sorotipos prevalentes nas diferentes regifes do
mundo € fundamental para a prevencdo da doenca pneumococica fundamentada na
imunizacéo ativa (BRANDILEONE et al., 1999).

1.6 Vacinas contra Streptococcus pneumoniae

Um dos avangos mais notaveis na histéria da humanidade foi a descoberta das vacinas e
sua popularizacdo em escala global, com o objetivo de erradicar as doencas infecciosas ou, ao
menos, manté-las sob controle. A descoberta e aperfeicoamento das vacinas foram
impulsionados por muitos fatores, sendo os de natureza psicossocial, como o terror das
epidemias, e econémica pelos prejuizos na agricultura e na veterinaria, os mais importantes
(MARTINS et al., 2008).

O termo vacinacao foi citado pela primeira vez como referéncia a vaccinia, o virus da
variola bovina. Por conseguinte, Pasteur atribuiu 0 nome vaccina a um preparado antigénico
como uma maneira de homenagear Edward Jenner pelo seu trabalho no combate a variola.
Estes estudos originaram a idéia de protecdo do hospedeiro através do agente causador da
doenca. Vacina é definida como a preparac¢do de micro-organismos atenuados, ou mortos, ou
de seus componentes, ou de seus produtos, utilizada para induzir imunidade ativa contra uma
doenca (TEIXEIRA; ALMEIDA, 2003; LEAL, 2011).

Os séculos XVIII e XIX tiveram dois grandes marcos na historia da vacinagdo: Jenner
com suas observagGes sobre a inducdo de protecdo contra a variola e Pasteur com as vacinas
atenuadas. Desde entdo o incremento do conhecimento nas areas de imunologia e biologia
molecular propiciaram o crescimento consolidado da diversidade de vacinas disponiveis a
populacdo humana. Dessa maneira, as vacinas tornaram-se ferramentas indispensaveis ao
controle de muitas doencas infecto-contagiosas (ROCHA; PIMENTEL, 2008).
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As primeiras preparacdes da vacina contra pneumococos utilizavam a bactéria crescida
em caldo e as células inteiras eram suspensas em salina e mortas por agquecimento. Uma série
de estudos clinicos foram realizados entre 1911 e os anos 1930 empregando vacina de célula
inteira morta pelo calor, e apesar da dificuldade em se avaliar eficacia destas vacinas, 0s
resultados foram considerados positivos na época em termos da redugdo da incidéncia de
pneumonia. Muitas licdes foram aprendidas durante o periodo de utilizacdo da vacina de
célula inteira tais como: métodos para preparacdo de vacinas, administracdo, dosagem,
desenvolvimento de métodos para avaliacéo da resposta imune e a importancia de um desenho
rigoroso dos estudos clinicos para evitar viés nos resultados (MAKELA; BUTLER, 2008).

De acordo com Makela e Butler (2008), a busca por vacinas mais seguras e com 0
minimo de reacbes indesejaveis estimulou a identificacdo de estruturas especificas,
suficientemente imunogénicas capazes de substituir todo equipamento celular. Entdo, surgem
0s primeiros experimentos empregando polissacarideos capsulares purificados de
PNeumMococos.

A descoberta da penicilina em 1929 por Fleming e a sua introducdo na década de 40 foi
um grande avanco no tratamento das doencas infeciosas causadas por Streptococcus
pneumoniae, entretanto ocasionou uma diminuicdo do interesse pelo desenvolvimento e
utilizacdo de uma vacina contra essa bactéria (JACOBS, 1998).

As altas taxas de morbidade e mortalidade das doengas pneumocdécicas mesmo apos 0 uso
generalizado de antimicrobianos apontavam para necessidade de retomar, de forma urgente, o
desenvolvimento das vacinas polissacaridicas (LEE et al., 1991). No Quadro 1 estdo
apresentados 0s principais eventos relacionados ao desenvolvimento da vacina contra

pneumococos.
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Quadro 1 - Marcos histéricos no desenvolvimento da vacina contra pneumococos.

Ano Evento

1981 | Pasteur e Sternberg descobriram, isolaram e identificaram S. pneumoniae em cultura.

1916 | Lister demonstrou o valor protetor da vacina de célula inteira morta por aguecimento.

1926 | Felton e Bailey foram os primeiros a isolarem polissacarideo capsular de pneumococos.

1930 | Tillett e Francis verificaram que polissacarideo capsular purificado de pneumococos induziam

anticorpos especificos em humanos.

1938 | Felton mostrou que a protecdo da doenca é tipo-especifica em individuos vacinados com o0s
tiposde PSs 1 e 2.
Ekwurzel e associados conduziram os primeiros testes clinicos do PSs e encontraram uma

significante reducédo nos episddios de pneumonia e mortalidade.

1945 | MaclLeod e Heindelberger demonstraram que a infeccdo pneumocdcica é tipo especifica no

homem e poderia ser prevenida por uma vacina tetravalente, incluindo os PSs tipos 1,2 4, e 7.

1946 | Foram produzidas duas vacinas comerciais hexavalente contra pneumococos, uma para adultos e
outra para criangas; entretanto, a ampla disponibilidade de antibi6ticos para o tratamento de
infecgdes pneumocdcicas levou a uma diminuicdo no interesse na vacinagdo; estas vacinas

ficaram disponiveis somente por 3 anos.

1947 | Kauffman, utilizando uma vacina trivalente, mostrou protecéo tipo-especifica contra pneumonia

e bacteremia em individuos idosos.

1964 | Austrian e Gold constataram que os indices de mortalidade por pneumonia permaneciam

elevados mesmo em pacientes tratados com antibiéticos.

1967 | Aparecimento pela primeira vez de cepas resistentes a niveis mais elevados de penicilina.

1968 | National Institutes of Health e Merck, Sharp & Dohme conduziram estudos de eficacia e
seguranca de vacinas pneumocadcicas 6 e 13-valente. Estes estudos mostraram uma reducdo de
82,3% nas bacteremias pneumocdcicas para os tipos presentes na vacina.

1977 | Robert Austrian e colaboradores produziram uma vacina 14-valente contra pneumococos

licenciada pelo FDA.

1983 | Substituicdo da vacina 14-valente contra pneumococos pela 23-valente licenciada pelo FDA.

2000 | Vacina comercial conjugada 7-valente Prevnar (Wyeth).

2003 | Vacina conjugada: novas formulagdes — Ensaios clinicos.

2010 | Vacina comercial conjugada 10-valente (GSK) e 13-valente (Wyeth).

Fonte: (LEE et al., 1991, adaptado pela pesquisadora)

O avango da imunogenicidade e a eficacia das vacinas antipneumocacicas, introduzidas
desde 1983, colocou em evidéncia a sua importancia no controle e prevencdo das doencas
pneumocdcicas como a primeira causa de mortes evitaveis pela vacinagdo (HOMMA et al.,

2003). Como pode ser visualizado no Quadro 1 as vacinas antipneumocdcicas podem ser de
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dois tipos, com base em suas contribui¢fes: vacinas antipneumococicas polissacaridicas, cuja
composicdo apresenta apenas polissacarideos livres e vacinas antipneumocdcicas conjugadas,
compostas por polissacarideos covalentemente ligados a proteinas que atuam como

carreadoras.

1.6.1 Vacinas de Polissacarideos

As vacinas polissacaridicas contra Streptococcus pneumoniae licenciadas pelo Food
and Drug Administration (FDA) vem sendo utilizadas desde o final da década de 70,
primeiramente a 14-valente e atualmente a 23-valente, Pneumovax 23 (PPV23) fabricada pelo
Merck Research Laboratories nosE.U.A. e Pneumo 23 fabricada pela Sanofi Pasteur AS na
Franca (BUTLER et al., 1993).Estas vacinascontém 23 antigenos de polissacarideo capsular
purificado (sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A,
19F, 20, 22F, 23F e 33F) selecionados baseados em dados da vigilancia epidemioldgica
principalmente nos E.U.A. e Europa. Nestas vacinas estdo representados pouco mais de 80%
dos sorotipos responsaveis por doencas invasivas no Brasil (RUBINS et al.,1999; OSELKA,
2003).

Apesar das vacinas possuirem um amplo espectro, apresenta baixa imunogenicidade e
ndo é eficaz em criancas abaixo de 2 anos de idade, que sofrem as maiores taxas de doenca
pneumococica (RIJKERS et al., 1998).

A baixa eficiéncia das vacinas polissacaridicaspode ser explicada pela resposta imune
no individuo. Os antigenos polissacaridicos ndo estimulam resposta imunoldgica celular
dependente de linfécito T, isso implicana auséncia de memdria e limita o periodo de protecéo.
Portanto, a resposta imunoldgica aos antigenos T-independentes é de curta duracdo, ndo
havendo indugdo de memoria imunoldgica e maturacdo da resposta imune. O sistema
imunolégico das criancas abaixo de dois anos de idade ndo responde adequadamente aos
antigenos T-independentes, o que significa uma resposta deficiente exatamente na faixa etaria
de maior risco em criancas (BIXLER; PILLAI, 1989; LEE et al., 1991; OSELKA, 2003).

De acordo com a WHO (2008), a PPV23 foi desenvolvida para prevenir a doenca
pneumocdcica em adultos. Esta vacina esté licenciada para o uso em adultos e criangas acima
de 2 anos que possuam um quadro de alto risco em adquirir infecgdes respiratorias

pneumocdcicas. O Comité Consultivo para Praticas de Imunizacdo (ACIP) relata que a



30

PPV23 tem uma eficacia de 61-75% em criancas acima de 2 anos de idade bem como em
adultos e, assim sdo Uteis para diversas finalidades.

O Ministério da Saude preconizou a partir de 1990 as vacinas polissacaridicas
capsulares pneumocacicas licenciadas desde 1977 para a lista de imunobiologicos do Centro
de Referéncia de Imunobioldgicos Especiais/CRIE para grupos populacionais especialmente
suscetiveis ao Streptococcus pneumoniae. A vacina foi incorporada pelo Programa Nacional
de ImunizacGes, no ano de 1992, para grupos com quadros clinicos especificos. A partir de
1999, passou a ser aplicada durante a Campanha Nacional de Vacinacdo do Idoso, com vistas
a atingir as pessoas de 60 anos ou mais e mais que convivem em locais fechados (SUCCI,
FARHAT, 2006). A vacina era aplicada em dose Unica e a revacinacao dependia da indicacdo

e da idade do paciente, de acordo com o esquema da Tabela 1.

Tabela 1 - Indicag¢Ges para revacinagdo com a vacina pneumocacica polissacaridica.

Indicacéo Revacinacao
Idade acima de 60 anos 1 dose apds 5 anos, se foi vacinado apds
65 anos.
Imunodeficiéncias, tumores ou ap6s 1 dose apds 5 anos

transplante, asplenia anatémica ou
funcional, sindrome nefrotica

Doengas cronicas cardiacas, pulmonres Né&o indicada
ou metabolicas, fistula liquorica

Asplenia anatbmica ou funcional, Criangas até 10 anos 1 vez apds 3 anos
sindrome nefrotica >10 anos 1 vez apés 5 anos

Fonte: (SUCCI; FARHAT, 2006)

Na tentativa de solucionar o problema da baixa imunogenicidade dos polissacarideos
capsulares foram propostas vacinas conjugadas obtidas através da ligacdo covalente destes

antigenos a proteinas carreadoras (BLACK et al., 2000).

1.6.2 Vacinas Conjugadas Polissacarideo-Proteina

Desde 1929 ja se sabe que a ligagdo covalente de polissacarideos capsulares a proteinas

eleva a imunogenicidade dos polissacarideos (POLAND, 1999). Essas proteinas podem ser
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provenientes do proprio micro-organismo (proteina homdloga) ou de outro agente como
toxoide tetanico, toxoéide difitérico, variante ndo téxica da toxina diftérica (CRM197) e
proteina de membrana externa de meningococo, e sao responsaveis pela mudanca na natureza
da resposta imune (BLACK et al., 2000).

A diferenca na resposta imune entre as vacinas baseadas em polissacarideos e as vacinas
conjugadas a proteinas é a promoc¢do de uma resposta dependente da célula T promovida pela
proteina. 1sso leva a inducédo de células B de memdria, 0 que ocasiona uma melhor resposta
imune na infancia (KLEIN, 1997). O sucesso da vacina conjugada contra Haemophilus
influenzae tipo b (Hib), em diversos paises, estimulou o desenvolvimento de vacinas
conjugadas contra pneumococos €, no ano de 2000, foi licenciada a primeira vacina conjugada
contra Streptococcus pneumoniae (BLACK et al., 2000).

A primeira vacina conjugada contra pneumococos licenciada pelo FDA e disponivel no
mercado foi a vacina 7-valente Prevnar™ produzida pelos laboratdrios Wyeth nos E.U.A. e
na Europa. A determinacdo dos sorotipos prevalentes, selecionados como candidatos a vacina
foi feita a partir da correlagdo com as doencas invasivas e resisténcia aos antibioticos. Assim,
os sorotipos incluidos nesta vacina foram 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F conjugados com a
proteina carreadora CRM197 (BLACK et al., 2000; PELTON et al., 2003).

Esta vacina apresenta uma cobertura acima de 80% dos isolados pneumocdcicos na
América do Norte, 70% na Oceania, aproximadamente 60% na América Latina e Africa e
40% na Asia. A vacina 7-valente foi registrada em mais de 70 paises e introduzida em 12
Programas Nacionais de Imunizacdes (WHO, 2007).

No Brasil, a vacina conjugada 7-valente foi licenciada em 2001 e aprovada para uso pelo
Ministério da Saude em outubro de 2002. Esta vacina estd disponivel na rede publica nos
CRIEs somente para criancas com alto risco de desenvolver doencas invasivas. Dados do
projeto SIREVA (Sistema Regional de Vacinas da OPAS) relataram que a cobertura oferecida
pela vacina 7- valente no Brasil seria de 63,5%, devido a importante participacdo dos
sorotipos 1 e 5, que sdo prevalentes no pais e ndo fazem parte da composi¢do da vacina
(BRANDILEONE et al., 1997).

Em margo de 2009, a empresa GlaxoSmithKline (GSK) recebeu autorizagdo da Comisséo
Européia (EMEA) para iniciar o uso da vacina 10-valente (Synflorix) na Europa. No Brasil
este produto foi aprovado em junho de 2009 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Esta vacina inclui os sorotipos contidos na vacina 7-valente e mais 0s sorotipos 1,
5 e 7F, os quais geralmente sdo responsadveis por doencas em criangas nos paises em

desenvolvimento. Nesta vacina sdo utilizados trés tipos de proteinas carreadoras: Toxdide
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teténico (TT) conjugado ao polissacarideo do sorotipo 18C, toxoide diftérico (TD) conjugado
ao polissacarideo 19F e a proteina D de Haemophillus néo tipavel (PD) conjugado aos demais
polissacarideos. A cobertura vacinal com a presenca dos trés sorotipos é cerca de 88% nos
EUA e Canada, 84% na Europa, 81% na América Latina, Africa e Oceania, e 66% na Asia
(HAUSDORFF et al., 2000).

A escolha da vacina a ser incluida em um programa nacional de imunizacdo depende de
diversos fatores: epidemiologia da doenca; evidéncias de eficacia e efetividade; logistica da
distribuicdo das vacinas; esquema a ser empregado, dentre outros (WHITNEY et al., 2001).0
Brasil incluiu a Synflorix em sua politica nacional de saide publica e a partir de 2010, o
Sistema Unico de Satde (SUS) passou a oferecer esta vacina de forma gratuita para todas as
criancas com até um ano de idade (BRASIL, 2010).

A vacina adquirida pelo MS ¢é eficaz contra dez sorotipos, aumentando a cobertura que
passou de 63,5% (7-valente) para 82,5% (10-valente) (HAUSDORFF et al., 2014).

Em 2010, a vacina Prevnar 13-valente produzida pela Wyeth também foi licenciada no
Brasil e esta disponivel apenas na rede privada. Esta vacina contém todos 0s sorotipos
presentes na vacina 10-valente da GSK e mais os sorotipos 3, 6A e 19A, todos conjugados
com o CRM197. Com o desenvolvimento de novas vacinas pneumocdcicas, paises que
utilizavam a PCV7, a substituiram gradativamente pela PCV10 ou PCV13. Atualmente, mais
de 40 paises utilizam a PCV10 em seus programas de imunizacdo (BRASIL, 2010;
HAUSDORFF et al., 2014).

As vacinas conjugadas sdo altamente imunogénicas em criancas abaixo de dois anos de
idade, entretanto possuem algumas restricbes como um custo elevado, tendo em vista o
esquema recomendado de quatro doses e a sua eficacia € basicamente sorotipo especifica, ou

seja, esta limitada ao numero de sorotipos incluidos na vacina.

1.7 Cenario atual da vacina no Brasil

O Programa Nacional de Imunizagdes (PNI) é considerado como referéncia para a
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS). Desde as primeiras vacinacdes, o Brasil
acumulou quase 200 anos de imunizagOes, sendo que somente a partir da criagdo do PNI, em

1973, desenvolveu acdes planejadas e sistematizadas (BRASIL, 1976).
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O objetivo prioritario do PNI era promover o controle da poliomielite, do sarampo, da
tuberculose, da difteria, do tétano, da coqueluche e manter erradicada a variola. Hoje, o PNI
tem objetivo mais abrangente, dentre os quais, alcancar e manter o controle das infeccdes
pneumocdcicas e suas complicacdes (TEMPORAO et al., 2005).

No Brasil, a vacina pneumococica conjugada 10-valente (PCV10) foi introduzida no
calendario de vacinacdo da crianca do PNI durante o ano de 2010, sendo implementada de
mar¢o a outubro em todos 0s municipios. Antes disto, a vacina pneumocaocica conjugada 7-
valente (PCV7) estava disponivel apenas em clinicas privadas, bem como nos Centros de
Referéncias para Imunobioldgicos Especiais (CRIES). A aprovacdo da PCV10 inicialmente
foi baseada nos estudos de eficacia da PCV7, conforme recomendacdo da World Health
Organization (WHO). Mesmo com a tendéncia de reducdo da meningite pneumococica nos
ultimos anos no Brasil, a introducdo da PCV10 trouxe perspectivas para o controle da doenca
pneumocdcica, destacando 0 pais como o precursor na implantagdo desta vacina no Servigo
Publico de Saude (WHO, 2009; MS, 2010; AZEVEDO et al., 2013).

A PCV10 foi disponibilizada pelo Sistema Unico de Satde (SUS), gratuitamente, para
todas as criancas do Brasil durante o ano de 2010, sendo implementada de marco a outubro
em todos os municipios. Trés diferentes esquemas foram utilizados durante a introducéo da
PCV10 no Brasil (BRASIL, 2010; WHO, 2012):

o 3p+1: trés doses primarias para criangas entre 6 semanas e 6 meses de vida(<6m), com
um intervalo de dois meses entre as doses (minimo quatro semanas) e uma dose reforco seis
meses apos a terceira dose.

o 2p+1: duas doses primérias para criangas entre 7-11 meses, com um intervalo de dois
meses entre as doses (minimo quatro semanas) e uma dose reforgco seis meses apos a segunda
dose.

o Dose Unica: uma dose para criangas entre 12—-23 meses.

Para o pais como um todo, a cobertura vacinal estimada para o esquema de 3 doses
completos durante o primeiro ano da introducdo da PCV10 foi de aproximadamente 90%
(BRASIL, 2011).Ap6s a introdugédo desta vacina no Brasil, houve uma redugéo do nimero de
casos e incidéncia de meningite pneumocdcica nas criangas menores de 2 anos, no ano de
2012. Segundo Grando e colaboradores (2015), houve reducdo de 50% na taxa de incidéncia e
de 69% na de mortalidade por meningite pneumocaocica, comparando 0s anos de 2007 e 2012.
As criangas com idade entre seis meses completos e menores de um ano foram as que

apresentaram maiores reducdes nas taxas: 73% na incidéncia e 85% na mortalidade. Logo, 0s
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resultados encontrados neste trabalho sugerem o beneficio da PCV10 na reducdo da
incidéncia de meningite pneumocdcica.

Torna-se cada vez mais evidente que a vacina é o Unico meio para interromper a cadeia
de transmissdo de algumas doencas imunopreviniveis. Entretanto, o cumprimento do
calendario de vacinacdo e dos critérios de qualidade descritos nas normas oficiais sdo
imprescindiveis para o sucesso da vacinacdo e controle das doencas infectocontagiosas
(BRASIL, 2011).

1.8 Vigilancia sanitéria e o controle da qualidade de vacinas

Entende-se por Vigilancia Sanitaria o conjunto de acdes capaz de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente,
da producdo e circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse da satude (BRASIL,
1990).

O controle da qualidade de vacinas ¢ uma acdo da Vigilancia Sanitaria de extrema
importancia, uma vez que esse tipo de produto possui a peculiaridade de ser administrado em
pessoas sadias (MIRANDA; HENRIQUES, 2005). Dessa maneira, as autoridades sanitarias
devem ndo s6 garantir a disponibilidade, mas também assegurar a qualidade e eficacia dos
imunobioldgicos utilizados no pais, de acordo com as normas oficiais. Portanto, ao longo dos
anos foram definidas as agBes de Vigilancia Sanitaria que permitiram estabelecer o0s
parametros de seguranca, qualidade e eficacia dos imunobiol6gicos como atividades
prioritarias para as autoridades sanitarias do pais (MIRANDA; HENRIQUES, 2005).

Com a institucionalizacdo do PNI, a progressiva implementacdo e a dinamizagdo de suas
atividades que ocorreu 0 aumentoda utilizacdo de imunobioldgicos, alcangado pela adocao de
estratégias de imunizacdo em massa proporcionadas pelas campanhas. Esse aumento trouxe a
necessidade de garantir a qualidade dos produtos distribuidos pelo sistema publico e privado.
Tal necessidade se tornou publica em maio de 1981, quando, em virtude de ter sido constatada
a contaminacéo da vacina importada da lugoslavia que iria ser utilizada na campanha contra a
poliomielite, foram adiados os dias nacionais de vacinacdo, previstos para julho e agosto
daquele ano (PONTE, 2003).

Desta forma, em 1979, a fim de minimizar os problemas enfrentados pelo governo

brasileiro, criou-se uma comissdo interministerial, que recomendava maior apoio ao
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desenvolvimento de vacinas nacionais, bem como a criacdo de estratégias para avaliacdo da
qualidade destes produtos. Nesse contexto, em 1983, o Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS), integrante pleno da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
como 0Orgao publico federal que atende ao Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, assume a
responsabilidade pelo controle oficial da qualidade de todos os lotes de imunobioldgicos a
serem utilizados pelo PNI (PONTE, 2003; NETTO et al., 2010).

A partir desse momento, seguindo critérios preconizados pela WHO, passa a haver a
obrigatoriedade de andlise laboratorial (como, ensaios fisicos, quimicos e biologicos) e
também documental (como, protocolo resumido de producédo e controle de qualidade emitido
pelo fabricante) pelo laboratério oficial de controle nacional, previamente a distribuicdo de
tais produtos destinados ao consumo humano. Tal obrigatoriedade ndo se restringe
unicamente aos produtos imunobioldgicos de producdo nacional; mas também aos produtos
importados. J& em 1985, o INCQS realizava analises laboratoriais de uma diversidade de
vacinas virais e bacterianas, e de soros hiperimunes adquiridos pelo PNI (TEMPORAO,
2003).

Conforme um dos objetivos principais do PNI, o INCQS realiza o controle da qualidade
lote a lote dos produtos imunobiolégicos, segundo os ensaios de controle preconizados por
normas nacionais, como a Farmacopeia Brasileira, e internacionais, como a Farmacopeia
Americana e Europeia, onde estdo estabelecidos o0s requisitos que a vacina deve
obrigatoriamente obedecer, e de acordo com os resultados, emite-se um laudo analitico
(BRASIL, 1993).

Desse modo, as autoridades sanitarias nacionais exigem que os imunobiol6gicos sejam
avaliados por testes de seguranca (Tabela 2) e eficicia (Tabela 3) (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Tabela 2 - Defini¢des dos testes de seguranca biolégica

Testes de seguranca

Esterilidade Verificagdo da auséncia de bactérias, fungos e leveduras em insumos
farmacéuticos, medicamentos e correlatos

Toxicidade Determinagdo da reatividade bioldgica inesperada e ndo aceitavel de farmacos e
medicamentos

Pirogénio Deteccdo de endotoxina pelo aumento da temperatura corporal de coelhos apos
injecdo intravenosa do produto

Fonte: (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)
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Tabela 3 - DefinicOes dos testes de eficacia

Testes de eficacia

Identidade Identificacdo do componente designado no rétulo do produto, distinguindo-o de
qualquer outro componente presente No processo

Estabilidade Capacidade da vacina em manter suas propriedades quimica, fisica,
microbioldgica e biolédgica dentro do limite de especificacdo

Poténcia Avaliacéo da capacidade de um imunobiol6gico em induzir uma resposta imune
especifica

Fonte: (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)

Logo, o INCQS que tem como missdo: “contribuir para a promog¢do e recuperacdo da
salde e a prevencdo de doencas atuando como referéncia nacional para as questdes cientificas
e tecnoldgicas relativas ao controle de qualidade de produtos, ambientes e servi¢os vinculados
a Vigilancia Sanitaria” (INCQS, 2004), verifica a documentacdo de todo o processo de
producdo dos imunobioldgicos emitida pelo produtor e realiza os testes de seguranca e de

eficacia das vacinas, antes de sua liberagdo para o PNI.

1.9 Revisdo sistematica

Este trabalho trata-se de um estudo de revisdo sistematica da literatura, descritivo, sobre
as metodologias utilizadas para o controle da qualidade da vacina pneumocdcica 10-valente.

A revisdo sistematica da literatura, assim como outros tipos de estudos de revisdo, € uma
forma de pesquisa que utiliza como fontes de dados a literatura sobre determinado tema. Esse
tipo de investigacdo disponibiliza um resumo das evidéncias relacionadas a uma estratégia de
intervencdo especifica, mediante a aplicagdo de métodos explicitos e sistematizados de busca,
apreciacdo critica e sintese da informagdo selecionada. As revisGes sistematicas sao
particularmente Gteis para integrar as informagdes de um conjunto de estudos realizados
separadamente sobre determinada intervencdo, que podem apresentar resultados conflitantes

e/ou coincidentes, bem como identificar temas que necessitam de evidéncia, auxiliando na
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orientagdo para investigagdes futuras (LINDE; WILLICH, 2003; SAMPAIO; MANCINI,
2007).

Ao viabilizarem, de forma clara e explicita, um resumo de todos os estudos sobre
determinada intervencdo, as revisdes sistematicas nos permitem incorporar um espectro maior
de resultados relevantes, ao invés de limitar as nossas conclusdes a leitura de somente alguns
artigos (AKOBENG, 2005; SAMPAIO; MANCINI, 2007). Assim, a revisdo sistematica da
literatura ¢ atividade fundamental para a pratica baseada em evidéncia (PBE), pois condensa o
conhecimento fracionado em um unico estudo (PEREIRA; BACHION, 2006; SAMPAIO;
MANCINI, 2007).

A demanda por qualidade m&xima do cuidado em saude, combinada com a necessidade
de uso racional de recursos tanto publico quanto privado, tem contribuido para aumentar a
pressdo sobre os profissionais da area no sentido de assegurar a implementacdo de uma
pratica baseada em evidéncias cientificas. Logo, PBE tem sido definida como o uso
consciente, explicito e criterioso da melhor e mais atual evidéncia de pesquisa na tomada de
decisbes clinicas sobre satde publica (SACKETT et al., 2000).

Para realizar a revisdo sistematica o pesquisador deve apreender Seu percurso e Seus
pressupostos, desenvolver habilidades de analise de artigos cientificos, sintese dos resultados
encontrados e analisar criticamente as evidéncias encontradas (PEREIRA; BACHION, 2006).

Na revisdo sistematica da literatura, o pesquisador utiliza uma metodologia clara e bem
definida, planejada para responder a uma pergunta especifica, utilizando métodos para
identificar, selecionar, avaliar criticamente os estudos, coletar e analisar os dados. Toda esta
estrutura é utilizada para evitar viés (tendenciosidade), visando minimizar os erros nas
conclusdes, possibilitando que diferentes pesquisadores que seguirem 0S MesMOS Passos
descritos, cheguem as mesmas conclusdes. A revisdo sistematica €, portanto, uma apropriacao
das melhores evidéncias externas, contribuindo para a tomada de decisdo baseada em
evidéncia (GALVAO et al., 2004; PEREIRA; BACHION, 2006; CASTRO, 2010).

Antes de iniciar uma revisdo sistematica, trés etapas precisam ser consideradas, como:
definir o objetivo da revisdo, identificar a literatura e selecionar os estudos possiveis de serem
incluidos. Essas etapas preliminares sdo importantes, uma vez que auxiliam os pesquisadores
a adequar a pergunta norteadora da revisao com base na informacéo disponivel sobre o tema
de interesse (DOMHOLDT, 2005). Segundo Sampaio e Mancini (2007) uma revisdo
sistematica segue a estrutura de um artigo original, incluindo sec¢des de introducéo, métodos,

resultados e discussao.
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Algumas etapas constituem o processo de elaboragdo de um estudo de reviséo
sistematica, como (PEREIRA; BACHION, 2006; SAMPAIO; MANCINI, 2007):

Passo 1: Definindo a pergunta

Assim como qualquer outra investigacdo cientifica, uma boa revisdo sistematica requer
uma pergunta ou questdo bem formulada e clara, pois so se chega a resolucdo do problema, se
a questdo for bem definida.

Passo 2: Buscando a evidéncia

Os pesquisadores devem se certificar de que todos os artigos importantes ou que possam
ter algum impacto na conclusdo da revisdo sejam incluidos. A busca da evidéncia tem inicio
com a definicdo de termos ou palavras-chave, seguida de estratégias de busca, definicdo das
bases de dados e de outras fontes de informacao a serem pesquisadas.

Passo 3: Revisando e selecionando os estudos

Durante a selecdo dos estudos, a avaliacdo dos titulos e dos resumos (abstracts)
identificados na busca inicial deve ser feita obedecendo rigorosamente aos critérios de
inclusio e exclusdo definidos no protocolo da pesquisa. E importante destacar que, quando o
titulo e o resumo ndo sdo esclarecedores, deve-se buscar o artigo na integra, para nao correr o
risco de deixar estudos importantes fora da revisao.

Passo 4: Apresentando os resultados

Os artigos incluidos na revisdo sistematica podem ser apresentados em um quadro que
destaca suas caracteristicas principais: como autores, ano de publicacdo, desenho
metodoldgico, variaveis dependentes e principais resultados. A se¢do de métodos deve ser
bastante detalhada (ex.: estratégias de busca, como os estudos foram selecionados para
inclusdo na revisdo sistematica, entre outros) e passivel de reproducao.

Desse modo, a publicacdo de estudos de revisdo sistematica, bem como de outros que
sintetizam resultados de pesquisa, € um passo para a pratica baseada em evidéncia. Mas, para
que isso ocorra, de fato, torna-se necessaria uma mudanca de comportamento por parte dos
profissionais da saude. Essa mudanca implica ndo s6 consumir a literatura disponibilizada,

mas também levar essa informacdo para a prética cotidiana.
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1.9.1 Busca Eletrbnica

Para a realizacdo de uma revisdo sistematica, os pesquisadores devem se certificar de que
todos os artigos importantes ou que possam ter algum impacto na conclusdo da revisdo sejam
incluidos. Segundo Akobeng (2005), a busca em base de dados eletronica e em outras fontes é
uma habilidade importante no processo de realizacdo de uma revisdo sistematica,
considerando que pesquisas eficientes maximizam a possibilidade de se encontrarem artigos
relevantes em um tempo reduzido. Uma procura eficaz envolve uma estratégia que inclua a
escolha de bases de dados que insiram mais especificamente o tema.

Segundo estas orientagdes, € necessario conhecer as bases de dados em que sera realizada
a busca eletronica.

A PubMed ¢é uma base de dados de acesso publico, criada e mantida pela Biblioteca
Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América (National Library of Medicine), que
possibilita a pesquisa bibliografica de referéncias de artigos médicos. O acesso € realizado
pelo Centro Nacional para a Informacdo de Biotecnologia (NCBI), é uma versdo gratuita do
banco de dados MEDLINE.

J& o Scient Direct consiste em uma base de dados de textos completos e revisados por
pares da Elsevier que engloba livros e periddicos. Além de buscas sofisticadas e ferramentas
para recuperacdo de resultados, inclui conteudo integrado de diversas fontes externas na
forma de audio, video e conjuntos de dados.Através dos mecanismos de busca, podem ser
encontradas as informagdes publicadas por uma determinada instituicdo, ou um determinado
autor.A busca online pode ser realizada através da combinacdo de palavras-chave, ano de

publicacdo e areas relacionadas.
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2 JUSTIFICATIVA

Ha mais de um século, desde o seu primeiro isolamento, as infeccdes causadas pela
bactéria Streptococcus pneumoniae sdo apontadas como um problema de salde publica
mundial, pela sua freqtiéncia, morbidade e letalidade. Desde o inicio do século XX, pesquisas
vém sendo realizadas para buscar formas de conter e prevenir doengas do trato respiratério
como pneumonia, otite média, sinusite, meningites e sepses causadas pelo Streptococcus
pneumoniae.

Em marco de 2010, o MS incluiu a vacina pneumococica 10-valente conjugadano
Calendario Baéasico de Vacinacdo da crianca de forma rotineira, contemplando
aproximadamente 6 milhdes de criancas em todo o pais, com o objetivo de reduzir os indices
de morbidade e mortalidade das criangcas menores de cinco anos de idade acometidas por
doencas pneumocdcicas, principalmente as pneumonias adquiridas na comunidade que
frequentemente levam a internacdo e tém forte impacto na morbidade em criancas nessa faixa
etaria. A inclusdo desta vacina ocorreu gracas a um acordo de transferéncia de tecnologia
entre a Fiocruz e a GSK. Assim, a vacina pneumocdcica conjugada 10-valente desenvolvida
pela multinacional passou a ser produzida pelo Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos
(Biomanguinhos/Fiocruz).

Neste acordo, a transferéncia de tecnologia de fabricacdo para Biomanguinhos ocorre de
forma gradativa até a transferéncia total, o que viabilizou a sustentabilidade da vacina¢do em
todo o pais.

Tendo em vista a importancia do controle de qualidade de vacinas diante as novas
tecnologias de producdo, é papel do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria de
Imunobioldgicos, representado pelo INCQS, estar pronto para dar respostas cientificamente
satisfatorias as demandas geradas por estes produtos. Porém, ha uma caréncia de referéncias
oficiais para vacinas pneumocdcicas no que diz respeito a ensaios de identificacdo e teor de
polissacarideos.

Desta forma, mediante a importancia para a salde publica, é necessaria uma revisao
sistematica da literatura para avaliar as metodologias que foram desenvolvidas para o controle

de qualidade das vacinas pneumocdcicas conjugadas 10-valente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Relacionar as metodologias utilizadas para a identificacdo dos polissacarideos

encontrados na vacina pneumocdcica conjugada 10-valente do ano de 1996 até junho de 2017.

3.2 Objetivos especificos

e ldentificar a producao cientifica relacionada ao controle da qualidade de vacina
pneumocdcica conjugada 10-valente.

e Selecionar a producdo cientifica qualificada segundo critérios para inclusdo ou
excluséo do estudo.

e Sintetizar os resultados das producdes cientificas selecionadas, segundo o objetivo do
estudo.

e Descrever os resultados da selecdo dos estudos incluidos na revisdo sistematica.
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4 METODOLOGIA

4.1 Questdo norteadora

Quais sdo as metodologias utilizadas para a identificacdo dos polissacarideos encontrados

na vacina pneumocacica conjugada 10 — valente?

4.2 Busca eletrbnica

Foram utilizadas as bases de dados PubMed e Science Direct, sendo que a coleta de dados

ocorreu no periodo de 1996 a junho de 2017.

4.3 Palavras-chave

A busca das publica¢bes nas bases de dados foi realizada de acordo com as seguintes
palavras-chave, escolhidas mediante avaliagdo do tema e consulta dos ensaios recomendados
pela Farmacopéia Européia para vacinas pneumocdcicas: polissacarideo pneumococico
(pneumococcal  polysaccharide) combinada com caracterizacdo (characterization),
guantificacdo (quantification), massa molecular (molecular size), controle de qualidade

(quality control) e vacinas conjugadas (conjugate vaccines).

4.4 Estratégias de busca

No site da base de dados PubMed escolheu-se fazer a pesquisa simples, apenas com a
selecdo do periodo temporal, devido ao nimero de artigos relacionados ao tema que néo

foram selecionados atraves da pesquisa avancada. A busca foi realizada através da palavra-
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chave “pneumococcal polysaccharide” combinada com “charactarization”, “quantification”,
“molecular size”, “quality control” ou “conjugate vaccines”, utilizando a expressdo “AND”.
Foram escolhidos apenas artigos para a pesquisa e selecionados todos os documentos entre 0s
anos de 1996 e junho de 2017. A estratégia de busca pode ser observada atraves das Figuras 3,
4,5,6e7.

Figura 3 - Pesquisa simplesPubMed - “pneumococcal polysaccharide” AND “charactarization”.

:'j NCBI Resources (¥] How To [+ Sign in to NCBI
Pu"meclgﬂb‘ PubiMed v | pneumococcal pelysaccharide and characterization | | w
Tl Create RSS  Create alert  Advanced Help

fonte: (PubMed, 2017)

Figura 4 - Pesquisa simplesPubMed - “pneumococcal polysaccharide” AND “quantification”.

S NCBI  Resources (¥ How To (%) Sign in to NCBI
Pmeed@ﬂV Publed * || pneumococcal polysaccharide and quantification | { Search |
ﬁfﬁ?:?{?;,';!imﬂ;ﬁ?ﬁ”e Create RSS  Create alet Advanced Help

fonte: (PubMed, 2017)

Figura 5 - Pesquisa simplesPubMed - “pneumococcal polysaccharide” AND “molecular size”.

3 NCBI  Resources (¥} How To () Sign in to NCBI

Pu"med-g“' Publed * || pneumococcal polysaccharide and molecular size ‘

ﬁf..ﬁ?i‘.’.”;‘;!ii:’fm“ Create RSS  Create alet Advanced Help

Fonte: (PubMed, 2017)

Figura 6 - Pesquisa simplesPubMed - “pneumococcal polysaccharide” AND “quality control”.

=: NCBI Resources ] How To (] Sign in to NCBI
Pmeed-gW Publed * || pneumococcal polysaccharide and quality control ‘ { Search |
e Create RSS Create alert Advanced Help

Fonte: (PubMed, 2017)

Figura 7 - Pesquisa simplesPubMed - “pneumococcal polysaccharide” AND “conjugate vaccines”.

2 NCBI  Resources (%) How To (¥ Sign in to NCBI
Pu"med-g“' Publed * || pneumococcal polysaccharide and conjugate vaccines ‘
e Create RSS  Create alert Advanced Help

Fonte: (PubMed, 2017)
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No site da base de dadosScienteDirect escolheu-se fazer a pesquisa avangada. A busca foi
realizada através da palavra-chave “pneumococcal polysaccharide”, nos campos resumo,
titulo e palavras-chave e ‘“charactarization”, “quantification”, “molecular size”, “quality
control” ou “conjugate vaccines” nos campos resumo, titulo e palavras-chave, utilizando a
expressdo “AND?”, de forma a obter o maior nimero possivel de documentos entre os anos de
1996 e junho de 2017. Foram escolhidos apenas artigos para a pesquisa e selecionados todos
os campos de aplicacdo.A estratégia de busca pode ser observada através das Figuras 8, 9, 10,
11e12.

Figura 8 - Pesquisa avancada Science Direct- “pneumococcal polysaccharide” AND “charactarization”.

All | Joumnals Books Reference Works Images Advanced search | Expert search
Search for
pneumococcal polysaccharide in | Abstract, Title, Keywords ¥
AND v
characterization in | Abstract, Title, Keywords ¥
Refine your search
# Joumals < Al

Books My Favorites

Subscribed publications
Open Access articles

Hold down the Crrl key (or Apple Key)
All Sciences 1o select muRiphe entries.
Agricultural and Biological Sciences

Arts and Humanities
Biochemistry, Genetics and Molecular Biology -

All Years ®/ 1996 ¥ | to: Present ¥

Search

Fonte: (Science Direct, 2017)



Figura 9 - Pesquisa avancada Science Direct - “pneumococcal polysaccharide” AND “quantification”.

All Journals Books Reference Works Images Advanced search | Expert search
? Search tips
Search for
pneumococcal polysaccharide in | Abstract, Title, Keywords ¥
AND M
quantification in | Abstract, Title, Keywords ¥
Refine your search
I Joumnals < Al
Books My Favorites

Subscribed publications
Open Access articles

- All Sciences - u | Hold down the Ctrl key (or Apple Key)

1o select mukiple entries.
Agricultural and Biological Sciences
Arts and Humanities

Biochemistry, Genetics and Molecular Biology -
Al Years ®1996 v | to:| Present ¥
Search

Fonte: (Science Direct, 2017)

Figura 10 - Pesquisa avancada Science Direct - “pneumococcal polysaccharide” AND “molecular size”.
All Journals Books Reference Works Images Advanced search | Expert search

? Search tips

Search for
pneumococeal polysaccharide in | Abstract, Title, Keywords ¥

AND v
molecular size in | Abstract, Title, Keywords ¥

Refine your search
¥ Journals Al
Books My Favorites
Subscribed publications
Open Access articles

N 5 N | Hold down the Crrl key (or Apple Key)
NI_ Sciences . %o select mukiole entries.
Agricultural and Biological Sciences

Arts and Humanities

Biochemistry, Genetics and Molecular Biology -
All Years ®/11996 ¥ | to| Present ¥
| Search

Fonte: (Science Direct, 2017)



Figura 11 - Pesquisa avangada Science Direct - “pneumococcal polysaccharide” AND “quality control”.

All Journals Books Reference Works Images

Search for

pneumoceoccal polysaccharide
AND v
quality control

Refine your search
¥ Journals < Al
Books My Favorites
Subscribed publications
Open Access articles

- All Sciences -
Agricultural and Biological Sciences
Arts and Humanities

Biochemistry, Genetics and Molecular Biology A
All Years ®/11996 ¥ | to:| Present ¥

Search |

Fonte: (Science Direct, 2017)

Figura 12 - Pesquisa avangada Science Direct - “pneumococcal polysaccharide” AND “conjugate vaccines”.

Al Journals Books Reference Waorks

Images

Search for

pneumococcal pelysaccharide in

AND v
conjugate vaccines in
Refine your search

¥ Joumals 7 Al

Books My Favorites

Subscribed publications
Open Access articles

- All Sciences -

Agricultural and Biological Sciences
Arts and Humanities

Biochemistry, Genetics and Molecular Biology -
All Years ® 1996 ¥ | to: Present ¥
Search

Fonte: (Science Direct, 2017)

Advanced search | Expertsearch

?

& Search fips

in | Abstract, Title, Keywords ¥

in | Abstract, Title, Keywords ¥

Hold down the Cerl kay (or Apple Key)
to select mukiple entries.

Advanced search | Expert search

? Search tips

Abstract, Title, Keywords ¥

Abstract, Title, Keywords ¥

Hold down the Cerl key (or Apple Key)
1o select multiple entries.
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4.5 Selecéo dos estudos
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Foi utilizado um teste de relevancia elaborado a partir da proposta de Pereira (2006) e

Pereira e Bachion (2006), composto por uma lista de perguntas claras e objetivas que gera

respostas afirmativas ou negativas, que refinou os artigos que foram acessados na integra. O

teste de relevancia foi aplicado aos titulos e aos resumos dos artigos, sendo que o avaliador (a

pesquisadora) respondeu de forma afirmativa ou negativa as seguintes perguntas apresentadas

no Quadro 2 elaborado a partir da proposta de Pereira (2006).

Quadro 2 — Teste de relevancia aplicado aos titulos e aos resumos dos artigos selecionados nas bases de dados.

Questdes

SIM

NAO

1 — O estudo esté de acordo com o tema investigado?

2 — O estudo foi publicado dentro do periodo estipulado no projeto?

3 - O estudo aborda a solu¢do do problema que esta sendo investigado?

4 — O estudo foi incluso?

Fonte: (Pereira, 2006, adaptado pela pesquisadora)

Os artigos selecionados no teste de relevancia foram acessados na integra para analise

da qualidade das informacfes publicadas e avaliados conforme os critérios de inclusdo e

exclusio.

4.6 Critérios para inclusao dos artigos

Foram considerados como critérios de inclusao:

e artigos publicados em portugués, inglés e espanhol, no periodo de 1996 a junho de

2017. Este corte temporal foi estabelecido devido aos estudos na area de biotecnologia

evoluir rapidamente, necessitando de atualizagdes constantes;

e estudos identificados de acordo com as bases de dados eleitas, de periédicos nacionais

e internacionais;

e estudos que envolvem polissacarideos dos sorotipos 1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F

e 23F;
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e estudos utilizando metodologias relacionadas a identificacdo, teor e massa molecular
dos polissacarideos mencionados acima.

Fizeram parte da amostra estudos que atenderam a estes critérios.

4.7 Critérios para exclusédo dos artigos

Artigos que ndo estdo disponiveis para leitura na integra, mesmo através da compra.

4.8 Roteiro para extracao de dados

Ap0s a avaliacdo quanto aos critérios de inclusdo e exclusdo dos artigos selecionados e
acessados na integra, foram extraidos dados detalhados das pesquisas de acordo com os itens

do roteiro abaixo (Quadro 3) que foi elaborado a partir da proposta de Pereira (2006).

Quadro 3 — Roteiro para extragdo de dados dos artigos incluidos na revisao sistematica da literatura.

Referéncia do Estudo:

1 — Objetivo:

2 — Metodologia:

3 — Resultados Encontrados:

Fonte: (Pereira, 2006, adaptado pela pesquisadora)

4.9 Descricéo e elaboragéo de uma revisao sistematica

A seguir foi realizada uma descricdo das etapas que constituiram o processo de
elaboracdo do estudo de revisdo sistemética apresentado no presente trabalho, conforme a

Figura 13.
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Figura 13 - Descricéo geral sobre o processo de revisdo sistematica da literatura.

Definir a pergunta cientifica,
especificando a intervencéo de
interesse

Identificar as bases de dados a
serem consultadas; definir palavras-
chave e estratégias de busca

Estabelecer critérios para a selecéo
dos artigos a partir da busca

Conduzir busca nas bases de dados
escolhidas e com base na(s)
estratégias definida(s)

Aplicar os critérios na sele¢do dos
artigos e justificar possiveis
exclusoes

Preparar um resumo critico,
sintetizando as informagdes
disponibilizadas pelos artigos que
foram incluidos na revisdo

Apresentar uma conclusao,
informando a evidéncia sobre os
efeitos da intervencéo.

Fonte: (adaptado de SAMPAIO; MANCINI, 2007)
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5 RESULTADOS

Foram encontrados nas duas bases de dados selecionadas artigos no periodo temporal de
1996 até junho de 2017, que estdo sintetizados na Tabela 4.

Tabela 4-Artigos encontrados nas bases de dados, por palavras-chave.

Palavras-chave PubMed Science Direct Total
“Pneumococcal Polysaccharide” AND 55 13 68
“Characterization”

“Pneumococcal Polysaccharide” AND 24 12 36
“Quantification”

“Pneumococcal Polysaccharide” AND 18 6 24
“Molecular Size”

“Pneumococcal Polysaccharide” AND 90 15 105
“Quality Control”

“Pneumococcal Polysaccharide” AND 1270 399 1669

“Conjugate Vaccines”

Total 1457 445 1902

Fonte: (Préprio autor)

A busca resultou na identificacdo de publicacBes nas duas bases de dados utilizadas,
ocorrendo predominancia na base de dados PubMed, com 1457 artigos. Durante a selecdo
inicial dos estudos, a avaliacdo dos titulos, foram encontrados estudos repetidos, ou seja, 10
artigos foram encontrados 3 vezes e 3 artigos, 2 vezes. Tendo em vista que estes foram
considerados apenas uma vez, foram excluidos 23 artigos (1,21%) artigos repetidos. Assim,
restaram 1879 (98,79%) artigos a serem submetidos ao Teste de Relevancia, descrito no

Quadro 2, e aos Critérios de Inclusdo e Exclusao.
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Figura 14 - Fluxograma dos estudos selecionados ap6s aplicacdo do Teste de Relevancia e aos Critérios de
Inclusdo e Excluséo.

Estudos identificados

A 4 A 4

PubMed Science Direct

1457 445

Teste de Relevancia

Critérios de Inclusao e Exclusdo

v \4
Selecionados Selecionados

5 5

Fonte: (Préprio autor)

Apos a aplicagdo do Teste de Relevancia e Critérios de Incluséo e Exclusdo nos titulos
e resumos dos artigos identificados, foram excluidos 1869 (99,47%) artigos, pois estavam em

desacordo com o tema investigado ou nao foram encontrados na integra.

Assim, foram selecionados 10 (0,53%) artigos (Figura 14). Os artigos selecionados
foram acessados na integra e avaliados quanto a relacdo com a questdo que esta sendo
estudada, a metodologia utilizada no estudo e se os resultados sdo compativeis com a

metodologia e merecem credibilidade.

Apo0s a andlise, foram selecionados 5 artigos (50%) e excluidos 5 artigos (50%) por
apresentarem incompatibilidades metodologicas, tais como: avaliagdo imunoldgica dos
polissacarideos pneumocdcicos e do complexo epidemioldgico do Streptococcus pneumoniae

através da sorotipagem molecular, determinacdo quantitativa da producdo cinética de
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polissacarideos pneumococicos em amostras de cultura de Streptococcus pneumoniae, entre

outros.

Segundo Bouzaet al., (2005), em estudos de revisdo sistematica € comum que ocorra

um namero grande de exclusdes, fato ocorrido nesta revisao.

5.1 Caracteristicas dos estudos incluidos na revisao sistematica

Fizeram parte deste estudo 5 artigos com as caracteristicas das referéncias e dos estudos,

descritas nos Quadros 4 e 5, respectivamente.

Quadro 4 — Caracteristicas das referéncias incluidas na revisado sistematica.

Caddigo Local do Ano de
do Titulo Autor (es) Periddico Idioma | publicacdo
estudo
estudo
High-performance Canaén-Haden Cuba Vaccine Inglés 2006
reverse phase L., Cremata J.,
chromatography with Chang J.,
fluorescence detection Valdés Y.,
1 assay for characterization Cardos F.,
and quantification of Bencomo V. V.
pneumococcal
polysaccharides
Development of a high- Talaga P., Franca Vaccine Inglés 2002
performance anion- Vialle S.,
exchange Moreau M.
chromatography with
pulsed-amperometric
2 detection based
quantification assay for
pneumococcal
polysaccharides and
conjugates
Quality control of Lee C.J. E.U.A. Biologicals Inglés 2002
polyvalent pneumococcal
3 polysacharide — protein
conjugate vaccine by
nephelometry
Development and Abeygunawarda E.U.A. Analytical Inglés 2000
validation of an NMR- na C., Willians Biochemistry
4 basedidentity assay for T.C., Sumner
bacterial polysaccharides J.S.
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Cadigo

do Titulo Autor (es) Localjdo Periodico Idioma At‘)T.O de~
estudo estudo publicacao
Determination of KimJ. S., E.U.A. Analytical Inglés 2005
saccharide content in Laskowich E. Biochemistry
5 pneumococcal R., Arumugham

polysaccharides and R. G., Kaiser R.
conjugate vaccines by E., Macmichael
GC-MSD G.J.

Fonte: (Préprio autor)

Os 5 artigos encontrados foram publicados entre os anos de 2000 e 2006, na lingua

inglesa, sendo 3 estudos desenvolvidos nos Estados Unidos da América (E.U.A.). Nao houve

uma alta variabilidade entre os periddicos nos quais os estudos foram publicados, apenas 3,

Vaccine, Biologicals e Analytical Biochemistry. Esta pequena amostra demonstra a escassez

de estudos para a identificacdo dos polissacarideos encontrados na vacina pneumococica

conjugada 10-valente.

A anélise dos artigos considerando os tipos de autores estd representada a seguir, no

Gréfico 1 e 2, onde é possivel observar que 60% das publicacGes foi realizada por Empresas,

enquanto Institutos de Pesquisa esteve presente em 1 artigo e o outro artigo foi publicado por

Universidade.

Gréfico 1 — Distribuicdo dos artigos por tipo de autor

Tipos de autores

20%

~~—

m Empresas

| Institutos de Pesquisa

Universidades

Fonte: (Préprio autor)
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Grafico 2 — Distribuicao dos artigos por tipo de autor (detalhado)

Tipos de autores (detalhado)

m Havana University
m Aventis Pasteur

Center for Biologics Evaluation
and Research

m Merck Research Laboratories

m Wyeth Vaccine (Pfizer)

| 20% l

Fonte: (Préprio autor)

A Aventis Pasteur € a divisdo de vacinas do grupo Sanofi-Aventis, que mudou de
razdo social e passou a ser chamada Sanofi-Pasteur em 2004. A Sanofi-Aventis, responsavel
por uma das publicac@es, é o 3° maior grupo farmacéutico mundial e o 1° na Europa. Esta
empresa apdia-se em uma pesquisa internacional para atuar em sete areas terapéuticas
estratégicas: cardiovascular, trombose, oncologia, diabetes, sistema nervoso central, medicina
interna e vacinas (SANOFI BRASIL, 2017).

Ja a Wyeth Vaccine, responsavel pelo desenvolvimento e fabricacdo da Prevnar
(PCVT7), foi adquirida pela Pfizer em 2009. Hoje, a Pfizer é a mais completa e diversificada
do setor farmacéutico, oferecendo mais de 150 opcOes terapéuticas para uma variedade de
doencas, com um portfélio que engloba desde vacinas para bebés e idosos até medicamentos
para doencgas complexas, como dor, cancer, tabagismo, artrite reumatoide, infec¢do hospitalar,
Alzheimer entre outras (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2000; PFIZER, 2017).

Os artigos foram submetidos ao roteiro para extracdo de suas caracteristicas, que estdo

apresentadas no Quadro 4.
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Cadigo
do Objetivo Metodologia Resultados encontrados
estudo
Desenvolver um método Para a composi¢do dos A recuperacdo de Gal, Glc e
utilizando cromatografia monaossacarideos, 0s ManNaC para 0s
liquida de alta eficiéncia de | polissacarideos 19F, 23F, 14, 6B, e polissacarideos
fase reversa com deteccdo de | 18C foram submetidos a hidrélise | pneumocécicos sob estudo foi
fluorescéncia para acida, e ap6s os monossacarideos perto dos valores esperados.
determinar a composicao e foram re-N-acetilados e marcados Enquanto que a recuperacao
identidade dos com 2-aminobenzamida (2-AB). de Rha para o polissacarideo
polissacarideos capsulares Para quantificacdo de 23F foi muito eficiente, foi
de Streptococcus polissacarideos, uma mistura ineficiente para 0s
1 pneumoniae utilizados na referéncia de monossacarideos polissacarideos 19F, 18C e 6B
formulacdo da vacina (Gal, Glc, Rha, ManNAc, GIcNAc com valores abaixo de 50%.
conjugada para prevengdo da e GalNAc) marcados com 2-AB GIcNAc também apresentou
infeccdo pneumocdcica. foram usados como padrdo. A recuperagéo abaixo do
cromatografia liquida de fase esperado para o polissacarideo
reversa foi realizada em uma coluna | 14 com apenas 54% do valor
C18, e espectroscopia por tedrico.
Ressonancia Magnética Nuclear de
préton(RMN tH) foi usada para
confirmar a estrutura quimica e
pureza dos polissacarideos.
Desenvolver um método, Para determinar as condicGes A metandlise seguida pelo
usando cromatografia Otimas de hidrélise para a andlise, | TFA deve ser usada apenas no
liquida de alta eficiéncia de 0s polissacarideos pneumocadcicos caso de polissacarideos
troca ibnica com deteccao (PSPn) foram submetidos a trés contendo acido urénico (PSPn
amperométrica pulsada métodos de hidrélise diferentes: 1, 3,5 e 9V). Seu uso para
(HPAEC-PAD) para hidrolise com acido trifluoracético outros tipos ndo é
determinar as concentragdes (TFA), metanolise seguida de recomendado, pois este
de polissacarideos hidrélise com TFA e hidrélise com procedimento de hidrdlise
capsulares de Streptococcus acido fluoridrico (HF) seguida de maximiza a degradacédo dos
pneumoniae e hidrélise com TFA. Para acucares de aminoacidos. A
polissacarideos conjugados quantificacdo de todos 0s fim de reduzir as
usados na formulacédo de polissacarideos, uma mistura de manipulagdes excessivas € 0
vacinas conjugadas para a monossacarideos de referéncia namero de etapas de
prevencéo de infecgBes (Rha, Gal e GIcA) foram manipulagéo, o uso de
pneumocdcicas. hidrolisados juntamente com as hidrélise por HF seguida de
amostras para serem usados como hidrélise por TFA s6 é
padrdes de analise de rotina, ja que necessario quando for
2 é muito mais conveniente do que imprescindivel uma

hidrolisar um polissacarideo de
referéncia bem caracterizado. As
massas moleculares das
unidadesrepetidas de PSPn 1 (624),
3 (360), 4(847), 5 (919), 6B(706),
7F (1226), 9V (933), 14 (689), 18C
(1012), 19F (613) e 23F (792)
foram utilizadas para os célculos de
recuperagdo normalizados. As
recuperacgdes foram calculadas com
base nas quantidades (emug) de
cada componente detectados
usando padr@es de calibracéo
hidrolisados, comercialmente
disponiveis, em comparagdo com a
quantidade tedrica esperada.

quantificagdo precisa de Rib-
ol e Groem PSPn 6B, 18C e
23F. Neste caso, as analises de
hidrolisados devem ser
realizadas em uma coluna
CarboPac MA 1
especialmente projetada para
separagdes de alcodis de
aclcar. Para a quantificacdo
precisa de PSPn 4, 6B, 7F, 14,
18C, 19F e 23F, utiliza-se a
hidrolise de TFA, tal como
para todos os outros PSPn, a
recuperacgdo de pelo menos um
dos monossacaridos
constitutivos (Rha ou Gal) é
préxima de 100%
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Cadigo
do Objetivo Metodologia Resultados encontrados
estudo
Determinar as condi¢bes Os PSPn foram ligados As curvas padréo para 0s
6timas para a analise covalentemente a uma proteina PSPn 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F
quantitativa por nefelometria carreadora por um método de e 23F mostraram um excesso
dos polissacarideos na aminacdo redutiva. Neste método, ou alta concentracdo de PSPn
vacina pneumocdcica 0s PSPn foram oxidados por que resultou na inibicdo da
conjugada 7-valente. As periodato. Em solucdo aquosa, 0s reacdo de precipitacdo e
reacOes de ligacdo dos grupos aldeido reagiram com reducdo da ligacéo antigeno-
anticorpos aos grupos aminas primarias da anticorpo. As concentracdes
polissacarideos ativados com | proteina carreadora e metade das otimas para estes 7 PSPn
periodato e depois reduzidos | amostras foram reduzidos a aminas foram encontrados no
foram avaliadas. por borohidreto de sodio intervalo del-5 ug / ml. Maior
(NaBH3CN). A outra metade das sensibilidade da taxa de
amostras continuou ativada com disperséo foi observado para
periodato. A vacina pneumocécica | 0sPSPn 4, 14, 18C, 19F e 23F
conjugada 7-valente foi tratada com | usando anti-soro NYSPH, em
tripsina e mantida a 25° C ou 37° C comparagdo com 0 soro
por 17 horas para digestdo e WLVP. Um grau similar de
liberacdo dos fragmentos de ligacdo antigeno-anticorpo foi
peptideos dos PSPn na solucdo. As observado para o PSPn 6B
concentragdes das amostras teste usando anti-soro NYSPH ou
foram determinadas através de uma | WLVP eo PSPn 9V quando os
curva padrédo determinadas por anti-soros SSI ou WLVP
nefelometria. foram usados. O tratamento
com tripsina a 37° C resultou
em um aumento no contetdo
3 de PSPn 4 e 14. Além disso,

foram observados diferentes
padrdes de reagdo: (i) para 0s
PSPn 6B, 18C e 19F, maior
sensibilidade para PSPn
oxidado com periodato e
oxidado com
periodato/reduzido com
NaBH4 quando comparado ao
PSPn ndo tratado. (ii) para os
PSPn 4 e 14, menor
sensibilidade para PSPn
oxidado com periodato e
oxidado com
periodato/reduzido com
NaBH,4 quando comparado ao
PSPn ndo tratado. (iii) para os
PSPn 9V e 23F, a reacdo de
sensibilidade foi similar para
PSPn oxidado com periodato e
oxidado com
periodato/reduzido com
NaBH.quando comparado ao
PSPn néo tratado.



https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3dio
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Cadigo

estudo

Objetivo

Metodologia

Resultados encontrados

Desenvolver um método
utilizando espectroscopia
RMN H para confirmar a
identidade de
polissacarideos bacterianos
usados na formulacédo de
vacinas polissacaridicas

pneumocdcicas polivalentes.

O método é baseado no espectro
RMN *H na freqliéncia
operacional de 600 MHz dos
polissacarideos sorotipo-
especificos individuais. Uma
porcao da regido anomérica
de cada espectro (5,89 a 4,64ppm)
foi comparada a espectros gerados
para amostras designadas de
referéncia para cada
polissacarideo de interesse. A
similaridade entre doisperfis
espectrais foram avaliados
utilizando um coeficiente de
correlagdo (p), onde p> 0,95 entre
uma amostra e o perfil de
referéncia, que sugere uma
identificacdo positiva da
amostra de polissacarideo. Entéo,
a amostra de polissacarideo foi
identificada como um sorotipo
conhecido se 0 pentre o espectro
da amostra e 0 espectro de
referéncia contido na base de
dados excede 0,95; caso contrario,
a amostra-teste foi classificada
como desconhecida. O método foi
validado como um ensaio
qualitativode identificagéo e foi
incorporado na rotina de controle
de qualidade davacina
PNEUMOVAX 23.

Apesar do seu grande tamanho
molecular, todos os
polissacarideos pneumocécicos
incluidos neste estudo
produziram espectros RMN 1H
de qualidade aceitavel em
solucbes de 6xido de deutério
(D20). Devido as diferencas em
suas estruturas repetidas e suas
propriedades dindmicas
inerentes, cada polissacarideo
produziu um espectro RMN *H
nico e reprodutivel, com
caracteristicas de deslocamento
quimico e larguras da linha de
ressonancia. Tipicamente, um
espectro RMN H
unidimensional (1-D) de um
polissacarideo pode ser dividido
em regides contendo
ressonancias caracteristicas dos
grupos funcionais presentes na

estrutura de repeticdo. Muitos
desses sinais caracteristicos
podem ser usados para a
identificacdo de cada
sorotipo. No entanto, é Util
definir uma pequena regido do
espectro que é comum a todos
0s sorotipos que oferecem tanto
as especificacdes necessarias
para o ensaio de identidade e
reduzir o tamanho de dados
relevantes a0 minimo, sem
comprometer a singularidade
dos espectros individuais. Trés
critérios foram usados para
avaliar a adequacdo deuma
regido espectral para uso como
um perfil de identidade:
sensibilidade e resolucdo das
ressonancias dos
polissacarideos capsulares,
singularidade do perfil feito por
estes sinais, e minima
interferéncia espectral de outros
componentes. A regido
anomérica dos espectros de
polissacarideos cumpriu estes
critérios. Os espectros de
polissacarideos foram, entéo,
classificados de acordo com a
largura média das linhas de
ressondncia anoméricas.
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Cadigo
do Objetivo
estudo

Metodologia

Resultados encontrados

Desenvolver um método de
cromatografia em fase
gasossa simples e sensivel
para analise quantitativa de
polissacarideos capsulares
de Streptococcus
pneumoniae, polissacarideos
ativados, e polissacarideos
conjugados.

A metandlise anidra é comumente
usada para despolimerizar
polissacarideos a glicosideos de
metila, que podem ser submetidos
a derivatizacdo subsequente e
cromatografia gasosa com
detectos de massas seletivo (GC-
MSD). Os glicosideos de metila
sdo produtos relativamente
estaveis comparados aos
monossacarideos liberados sob
condicOes aquosas, e podem ser
submetidos a hidrolise severa com
degradacdo minima. Os
polissacarideos pneumocacicos e
0s conjugados polissacarideos
foram submetidos a metandlise
como Unico passo de hidrolise,
seguido por derivatizacdo e
cromatografia gasosa com
detector de massas seletivo. Os
niveis de polissacarideos foram
calculados com base na resposta
de quantidades conhecidas de
padrdes de monossacarideo. Cada
conjunto padréo incluiu 50 pg de
cada monossacarideo, e 20 ug de
mio-inositol foi adicionado a
todos os padrbes e amostras como
uma referéncia interna. Os fatores
de resposta para cada padrdo de
monossacarideos foram
calculados e aplicados para a
quantificagdo de cada amostra.

Um total de 13 polissacarideos
foram submetidos a anélise nos
varios estagios da vacina
pneumocdcica, incluindo
purificacdo, ativacdo
conjugacéo dos polissacarideos.
Foram listados todos 0s
monossacarideos contidos nos
polissacarideos pneumocdcicos,
sendo os mais comuns: glicose
(Glc), galactose (Gal) e ramnose
(Rha), seguido por N-acetil-
manosamina (ManNAc), acido
glucurénico (GIcA), N-acetil-
fucosamina (FucNAc), acido
galacturénico (GAIA), N-acetil-
galactosamina (GalNAc), N-
acetil-glucosamina (GIcNAc),
glicerol (Gro), ribitol(Rib-ol),
N-acetil-
pneumosamine (PneNAc),
2-acetamido-4-amino-2,4,6-
trideoxy- -galactose D (Sugl),
e 2-acetamido-2,6-didesoxi- D -
xylo-hexos-4-ulose (Sug2). Os
sorotipos 6A e 6Bpossuem a
mesma composicdo de
monossacarideos e produzem
cromatogramas muito
similares; da mesma forma, os
cromatogramas dos PSPn 19A e
19F parecem ser idénticos. Os
sorotipos remanescentes
renderam uma distribuicao
Unica de monossacarideos.

Fonte:(proprio autor)
*Nota: Tradugdo livre

5.2 Resultados dos estudos incluidos na revisao sistematica

O estudo desenvolvido nas cinco pesquisas foi experimental, nos quais desenvolveram

metodologias para determinar composicao, identidade ou realizar analise quantitativa dos

polissacarideos pneumocdcicos e conjugados a proteinas nas vacinas pneumocdcicas. Para

este fim utilizaram metodologias laboratoriais distintas, como cromatografia liquida de alta

eficiéncia de fase reversa com deteccdo de fluorescéncia, cromatografia liquida de alta
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eficiéncia de troca ibnica com deteccdo amperométrica pulsada, nefelometria, ressonéncia
magnética nuclear e cromatografia gasosa com detector de massas seletivo.

Para confirmar a identidade dos polissacarideos bacterianos usados na formulacéo de
vacinas polissacaridicas pneumocaocicas, utilizaram-se as técnicas de ressonancia magnética
nuclear e cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa com deteccdo de
fluorescéncia. Ademais, para a analise quantitativa de polissacarideos capsulares de
Streptococcus pneumoniae,as técnicas utilizadas foram cromatografia liquida de alta
eficiéncia de troca idnica com deteccdo amperométrica pulsada, nefelometria e cromatografia

gasosa com detector de massas seletivo.

5.2.1 Artigol

O artigo 1 desenvolveu um método cromatografico seguido de um método deRMN *H
para caracterizacdo da composicdo e identidade quimica dos polissacarideos pneumocécicos
19F, 23F, 14, 6B e 18C. Este artigo ndo discrimina com detalhes a metodologia utilizada,
como condic¢des cromatograficas e espectrométricas. Além disso, os resultados apresentados,
em sua maioria, foram insatisfatérios. De acordo com o artigo 1, apenas a recuperacao do
monossacarideo Rha foi eficiente para o polissacarideo pneumococico 23F. Apesar disso, 0S
autores (CANAAN-HADEN et al., 2006) afirmaram que o método é rapido, muito sensivel
(sdo necessarios apenas 2 ug de polissacarideo), e a presenca de proteinas carreadoras ndo
interferem na analise. Assim, o estudo 1 relata que o método pode apresentar vantagens em
relacdo aos metodos colorimétricos utilizados para a analise dos polissacarideos em vacinas

conjugadas pneumocdcicas.

5.2.2 Artigo 2

O artigo 2, que foi desenvolvido por um grupo de pesquisadores do Departamento de
Pesquisas em Bioquimica da Aventis Pasteur, apresenta a metodologia discriminada em
detalhes, o que facilitou a anélise do estudo. Neste trabalho foi realizada uma comparagéo

entre trés meétodos diferentes de hidrdlise para analise dos carboidratos dos polissacarideos
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pneumocdcicos. O método 1 consistiu em hidrolise com TFA, o método 2 consistiu em
metandlise seguida de hidrolise com TFA, e ja o método 3 hidrdlise com HF seguida por
TFA, como € apresentado na Figura 15. O objetivo primario em definir as condi¢des 6timas
para hidrolisar um polissacarideo, segundo os autores, € encontrar condi¢des para a hidrdlise
que proporcionam méaxima completude, minimizando a degradacdo dos componentes da

amostra. Em segundo lugar, € desejavel que os protocolos definidos sejam préaticos e simples.

Figura 15-Comparacdo entre trés métodos diferentes para andlise de carboidratos de polissacarideos
pneumocécicos — Tabela 1 e Fatores de resposta relativada Deteccdo Amperométrica Pulsada de varios
monossacarideos antes e ap6s hidrélise — Tabela 3 (Artigo 2).

Takl= 1
Companzon of three different methods for carbohydrate analveiz of pneu-
mecorczl polysaccharides

Mathod  Acmd Hydrolvziz conditions
Concentration  Temperaturs (“C)  Time (h)
1 TFA o 121 2
2 HClm o 20 24
methanol
TFA o 121 2
3 HF 48% (ww) 63 2
TFA o 121 2
Tahle 3

Felatrve responze factors of vanous monosacchandes toward PAT bafore
and after hydrolysiz

Monoszacchannde  Belatire rezponzs factors affer hvdrobyzis
Untreated TFA  Methanoly=is HF + TFA

+ TFA
Gro 100 113 195 102
Fib-ol 100 76 4 71
Fue 100 83 33 a7
Fha 100 82 il i
Gall] 1040 82 2 30
hfanh 1040 82 15 30
GleM 1040 86 32 38
zal 1040 83 73 T8
Gle 100 75 92 a5
zald 100 28 Il a7
Gled 100 82 B4 33

“ Highar level of Gro obsarved probably due to co-elution with another
compounds generated dunng the methanolyveiz stap.

P Dizappearance of Rib-ol most probebly dus to the co-svaporation of
Fib-ol with the mathanol durmz the drying stap.

“Higher obzarved lever of glucozs during these knvdrobysis methods.

Fonte: (adaptado de TALAGA et al., 2002)
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Apos a hidrolise com HF seguido de hidrélise com TFA (método 3), os rendimentos de
todos os agUcares testados foram semelhantes ao método que utilizou apenas TFA (método 1),
0 que mostrou claramente que o passo de hidrélise de HF é um método ndo destrutivo (Figura
15).

Os aminoaglcares GalN, ManN, e GIcN, monossacarideos em que um dos grupos
hidroxila é substituido por um grupo amina, mostraram-se sensiveis ao método 2. Este
resultado pode ser visualizado através dos fatores de resposta relativos com rendimentos
baixos, consequéncia da degradacdo destes monossacarideos pelo procedimento de hidrdlise.
Neste caso, Talagaet al. (2002) recomenda que este método seja utilizado apenas para
polissacarideos que contém em sua estrutura &cido urénico (GalA, GIcA), como os PSPn 1, 3,
5 e 9V, pois os rendimentos (recuperacdo dos monossacarideos/valores tedricos) foram

maiores utilizando o método 2 (Figura 16).

Figura 16 — Recuperacdo normalizada dos componentes monossacaridicos, relativo aos valores teoricos, para
PNPs submetidos aos métodos de hidrdlise e HPAEC-PAD — Tabela 4 (Artigo 2).

Table 4
Mormalized recovenes of monosaecharnde components, relattve to the theoretical valusz, for PnPS subjected to the differant hvdrolyses, and HPAEC-PAD

PuPE Hydrohr=is method Racovery ve. theoretical (%)

Grao Rib-ol Fha Gally Ifanh] GlelN (zal Gle Gala GleA
1 1 - - - 13
; - - - 68
3 1 - - - - 62 G4
? - - - - 97 - 108
4 1 - - - 103 72 - 107 - - -
3 1 - - - - - - 113 - 72
2 - 104 98
3:] 1 9 100 - - - 111 114
3 107 109 - - - 109 103
F 1 - - D KD - o 114 %4 -
v 1 71 - 73 8 - 58
2z 83 - 104 51 - 107
14 1 = - - - - &4 ] 110 - -
13C 1 17 - 104 - - 112 115
T 3 2] - 103 ceTens - 108 108
TIF L1 102 gt - - &7
mmEm- 3 101 HE - - GE
23F 1 23 - 110 meimes - 106 10%
3 4 - 100 - - 103 108
Mote: all analyses are calibrated ws standards that ware mibjacted to identical hydrolysis conditions. ND), not determined due to the co-ehition of Fha

and Gall within FoPS TF hydrolyzates.

Fonte: (adaptado de TALAGA et al., 2002)

Neste estudo o método 3 é recomendado ser utilizado apenas quando for necessaria a

quantificacdo dos monossacarideos Rib-ol e Gro nos PSPn 6B, 18C e 23F, com a finalidade
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de reduzir as etapas de manipulagdo das amostras. A Figura 16 demonstra a justificativa da
sugestdo, ou seja, os rendimentos foram maiores utilizando o método 3, quando comparado ao
método 1.

Ainda que ndo relatado neste artigo, observou-se que para a quantificacdo do
monossacarideo ManN contido no polissacarideo 19F ¢é preferivel o método de hidrélise 3,
pois o rendimento € 15 vezes maior do que quando utilizado o método de hidrdlise 1.

Segundo o artigo 2, para analises de rotina, € dificil estabelecer para cada PSPn uma
curva de calibracdo. Assim, apds a escolha do método de hidrolise, foram definidos os
monossacarideos usados como referéncia para quantificagdo dos PSPn, conforme descritos no
Quadro 6.

Quadro 6 - Distribui¢do dos monossacarideos usados como referéncia segundo os PSPn.

PSPn | Rha (método de hidrélise 1)  Gal (método de hidrdise 1)  GIcA (método de hidrolise 2)
3 X
4 X
5 X
6B X
TF X

9V X
14 X

18C X

19F X

23F X

Fonte: (préprio autor)

Apbs a hidrdlise desses trés monosacarideos com o método selecionado e a analise por
HPAEC-PAD, foram obtidas curvas de calibracdo lineares utilizadas para quantificagédo dos
PSPn. Para obter a concentracdo do PnPS, a composigdo percentual em peso (Figura 17) do

monossacarideo selecionado foi incluida no calculo.



64

Figura 17 — Composicdo percentual em peso dos monossaccarideos usados para a quantificacdo dos PNPs—
Tabela 5 (Artigo 2).

Table 3

Weight percentaze composition of the moncsacchanides used for quan-

tification of PnP'S

PnP5  Ehz* (hvdrelysis (al (hvdrelysis Gled (hvdrolysis
method 1} methed 1) mathod 2

3 j39

4 21.2

il 21.1

5B 232

TF %4

o 21

14 52.2

18C 152

19F 267

23F 414

# Az an example, 0.232 pg of Eha should be obtzmed after quantitatire
hydrolvziz of this resdus from 1 pz of PnPR 6B. Therefors, the weight
parcontagza of Eha in PuP8 6B is 23.2%.

Fonte: (TALAGA, et al., 2002)

Logo, com base no artigo 2 e os dados apresentados, as condi¢des 6timas para a hidrélise
de polissacarideos contendo &cido urdnico é a metano6lise seguida de TFA e a hidrélise com
TFA é a condicdo mais simples para a quantificacdo de todos os outros PSPn utilizados neste

estudo.

5.2.3 Artigo 3

O artigo 3, que avaliou as condicOes Gtimas para analise quantitativa de polissacarideos
por nefelometria, apresentou a maioria dos resultados encontrados, o que facilitou o

entendimento e descri¢do do trabalho.

As condi¢bes nefelométricas avaliadas, a temperatura de incubacdo da vacina
pneumocdcica conjugada 7-valente com tripsina (25°C e 37°C), o0 antissoro pneumococico
obtido de trés institutos distintos (New York State Public Health Laboratories (NYSPH),
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Statens Serum Institut (SSI) e Wyeth-Lederle Vaccines & Pediatrics (WLVP)) e a oxidagéo
com periodato de sodio e redugdo com borohidreto de sédio, mostraram resultados distintos
para alguns polissacarideos pneumocdcicos.

O tratamento com tripsina cliva a proteina carreadora a residuos de lisina ou arginina,
liberando peptideos glicados e ndo-glicados. Em relacdo a temperatura de incubagdo (25°C ou
37°C) da vacina com tripsina, ocorreu uma discordancia entre o que foi relatado nos
resultados e discussdo. De acordo com os resultados, o tratamento com tripsina a 37°C
resultou no aumento do conteddo polissacaridico dos sorotipos 4 e 14. Porém, a discussao
relata que nos sorotipos 14 e 19F, o tratamento com tripsina a 37°C resultou no aumento da
liberacdo dos PSPn do conjugado. Pode ter ocorrido um erro nos resultados, pois na discusséo
ha o seguinte argumento: “Uma vez que PSPn que contém ligacdo fosfodiéster, p. ex. sorotipo
19F sdo sensiveis a despolimerizacdo por tratamento acido ou alcalino, o tratamento
enzimatico é melhor que o tratamento alcalino para dissociar o PSPn da proteina carreadora.”
E lembrado que este resultado n&o foi mostrado no estudo.

Como pode ser observado na Figura 18, o estudo apresentou as curvas padrao para 0S
PSPn do sorotipo 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, utilizando o NYSPH e WLVP como
antissoros. A taxa de aumento na intensidade da dispersédo de luz enquanto passa atraves do
complexo antigeno-anticorpo é proporcional a concentracdo do complexo, e foi utilizada para
a quantificagéo de PSPn.
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Figura 18 —Curvas padrdo dos polissacarideos pneumococicos determinadas por nefelometria (A, usando
antissoro NYSPH e B, usando antissoro WLVP) — Figura 2 (Artigo 3).
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Figure 2. A and B. Standard corves of pneumoeoceal pelysaccharides determined by nephelometry. The antigen-
antibody reaction was performed by mixing 42 ol of 05 (o Sag PS/ml and 42 ul of 1700 dilotion of specific anlisoram
prepared by Mew York State Public Health (2A) or Loderla (215,

Fonte: (adaptado de LEE, 2002)

Como pode ser observado no tracejado em negrito, um excesso ou alta concentracdo de
PSPn resultou na inibicdo da reacdo de precipitagdoe, por conseguinte, reducdo da ligacéo
antigeno-anticorpo. O estudo mostra que as concentracfes ideais para 0s 7 sorotipos de PSPn
(4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F) esta na faixa entre 1-5 pug/mL. Conforme é demonstrado na
Figura 18, ha uma maior sensibilidade da taxa de dispersé@o para os sorotipos 4, 14, 18C, 19F
e 23F usando o antissoro NYSPH, comparado ao WLVP. Ja para os sorotipos 6B e 9V, houve
um grau de ligacdo antigeno-anticorpo similar usando os antissoros NYSPHe WLVP. O

estudo ndo apresentou resultados para a comparagdo com o outro antissoro utilizado (SSI).
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Este estudo apresenta diferencas na producgéo dos antissoros que podem justificar a maior
sensibilidade da taxa de dispersdo observada em alguns sorotipos de PSPn usando o antissoro
NYSPH. Neste caso, 0 mesmo foi preparado em coelhos hiperimunizados com pneumococos
totalmente inativados, enquanto o antissoro WLVP foi preparado atraves de varias injecGes de
PSPn conjugados a proteina.

Além disso, Lee (2002) relatou que as reagdes de ligagdo antigeno-anticorpo foram
maiores nas amostras de PSPn comparadas as amostras de PSPn conjugadas a proteina. Sendo
assim, é necessario investigar mais a caracterizacdo da afinidadee quantidade de ligagéo, e
diferentes epitopos no antissoro preparado pela célula imunogénica com os PSPn conjugados
a proteina, pois pode afetar a determinacdo nefelométrica.

Durante a conjugacdo usando aminacdo redutiva, os PSPn sdo oxidados com periodato de
sodio para a introducdo de grupos aldeido e reduzidos com borohidreto de sédio. O sacarideo
ativado pode ser armazenado para 0 uso posterior, porém o contedo de polissacarideos deve
ser determinado para garantir a estabilidade durante o armazenamento.

Através dos resultados deste estudo (Figura 19), Lee (2002) observou que a oxidacao e
oxidacdo-reducdo de PSPn podem aumentar ou diminuir a sensibilidade da reacdo antigeno-
anticorpo, comparado a PSPn ndo-tratados. De acordo com o estudo, € possivel que estas
reacfes possam modificar os sitios de ligacdo do anticorpo ou a estrutura molecular tri-
dimensional, resultando na mudanca da sensibilidade da reacao de ligacdo antigeno-anticorpo.
Ademais, os grupos aldeidos nos PSPn oxidados tendem a ser alterados gradualmente durante
0 periodo de armazenamento. Entdo, a reacdo de ligacdo antigeno-anticorpo dos PSPn
ativados durante este periodo podem fornecer uma indicacéo inicial de mudanca no processo
de conjugacdo, demonstrando a utilidade da nefelometria como método analitico para

avaliacdo da estabilidade de vacinas.
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Figura 19 — A e B. Reagdo antigeno-anticorpo dos PSPn oxidados com periodato de sédio e reduzidos com

borohidreto de sodio — Figura 3 (Artigo 3).
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Figure 3. A and B. Anbtigen-antibody resction of periodabe sctivabed and reduced PSs. The antigen-antibody reaction
wis performed by mixing equal volume of 1-0 Lo 10ug pericdate oxidized PSfml or 0-5 1o 240 wg reduced PSiml with 1710
dilution of specific antisermom (NYSPH). Diferent resction patterns were observed: (i) The reduced PS exhibiled the
highest sensilivity, eg. Lypes 81, 180, and 19F (Figures A-1, A-2, and A-3). (10) The reduced PS axhibited low sensitivily,
ogr. Lypea 4 amd 14 (Figures B-1 and B-2).

Fonte: (LEE, 2002)

5.24 Artigo4

O artigo 4 utiliza espectroscopia por ressonancia magnética nuclear para confirmar a
identidade de polissacarideos bacterianos usados na formulacdo de vacinas polissacaridicas
pneumocdcicas polivalentes. Segundo o estudo, todos os espectros RMN *H produzidos neste
estudo demonstraram qualidade aceitavel para todos os polissacarideos capsulares, apesar da
grande massa molecular. Devido as diferencas em suas estruturas repetidas e suas
propriedades dindmicas inerentes, cada polissacarideo produziu um espectro RMN H Unico e
reprodutivel, com caracteristicas de deslocamento quimico e larguras da linha de ressonancia.
O deslocamento quimico, medido em ppm, ¢é a diferenca (8) entre a frequéncia real de

ressonancia (v) e uma frequéncia de referéncia (v°).

Abeygunawardana e colaboradores (2000) relata que, tipicamente, um espectro RMN H

unidimensional (1-D) dos polissacarideos podem ser divididos em regifes contendo
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ressonancias caracteristicas dos grupos funcionais presentes na sua estrutura de repeti¢do. A
Figura 20 mostra o espectro RMN *H do sorotipo 17F divididas em 4 regides.

Figura 20 — Espectro RMN *H na freqiiéncia operacional de 600 Hz do polissacarideo 17F de S. pneumoniae —
Figura 1(Artigo 4).
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Fonte: (ABEYGUNAWARDANA et al., 2000, adaptado pela pesquisadora)

E importante ressaltar que o artigo 4 analisa os polissacarideos utilizados na vacina
pneumocdcica polivalente PNEUMOVAX 23®, sendo que o espectro RMN 'H do sorotipo
17F foi utilizado como exemplo para mostrar as quatro regides caracteristicas. Ainda que o
estudo do PSPn do sorotipo 17F néo faz parte do objetivo desta revisao sistematica, € possivel

utiliza-lo como referéncia para o entendimento da técnica.

Como é discutido no estudo, muitos destes sinais caracteristicos podem ser usados para a
identificacdo de cada sorotipo. Porém, os autores mencionam que seria Util definir uma

pequena regido do espectro que é comum a todos os sorotipos, que oferece tanto a
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especificidade necesséria para o ensaio de identificagdo como também reduz os dados

relevantes ao minimo sem comprometer a singularidade de cada um dos espectros.

Desse modo, foram definidos trés critérios para jugar a adequacdo da regido espectral
para usar como perfil de identificacdo: sensibilidade e resolucdo das ressonancias dos
polissacarideos capsulares; singularidade do perfil feito por esses sinais, e interferéncia
espectral minima de outros componentes. Os autores do estudo chegaram a conclusdo, através
dos critérios apresentados, que a regido anomérica do espectro dos polissacarideos melhor

cumpre estes critérios.

Esta regido, geralmente, mostra os picos de RMN bem resolvidos exibindo
correspondéncia um a um com monossacarideos nas unidades de repeticdo. Além disso, 0
deslocamento quimico dos sinais anoméricos € sensivel a todos os aspectos estruturais nas
unidades de repeticdo.Assim, os limites superior e inferior da regido de identidade para os
polissacarideos foram 4.64 a 5.89 ppm, como mostra a Figura 21.
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Figura 21 — Sobreposicdo das regifes espectrais selecionadas (4.64 a 5.89 ppm) dos 24 polissacarideos- Figura 2
(Artigo 4).
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Fonte: (ABEYGUNAWARDANA et al., 2000, adaptado pela pesquisadora)

A Figura 21 mostra uma sobreposicdo das regides de identificacdo para todos os 24
polissacarideos. Em negrito estdo os polissacarideos de interesse para esta revisao sistematica.
De acordo com a figura e com a discussdo do artigo 4, cada sorotipo € definido unicamente

por seus sinais anomeéricos.

Para fornecer tanto a informacdo quantitativa quanto a qualitativa necessaria para estes
ensaios de identificacdo polissacaridica, muitos parametros para preparo de amostras e coleta
de dados RMN foram otimizados. Sempre que apropriado, os parametros de aquisicdo de
dados controlados pelo espectrometro RMN foram definidos como valores fixos. Para todos
0s outros, incluindo a temperatura da amostra e a concentracdo polissacaridica, configuracbes
nominais baseadas nos limites de variacdo aceitaveis foram definidas para uso. De acordo
com 0s autores, 0 ensaio resultante provou ser muito seletivo e preciso, conseguindo

facilmente a robustez necessaria para ensaios de controle de qualidade de rotina.
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Segundo a conclusdo do estudo, o método foi validado como um ensaio de
identificacdo qualitativo e, provavelmente, foi incorporado nos testes de controle da qualidade
de rotina dos pds de polissacarideos utilizados na preparacdo da vacina pneumococica
polivalente PNEUMOVAX 23®.

525 Artigo5

Neste artigo, um total de 13 polissacarideos foram submetidos a analises por CG nos
varios estagios do processo de conjugacdo da vacina, incluindo polissacarideos purificados,
ativados e conjugados. A Figura 22 lista todos os componentes monossacarideos contidos nos
sorotipos de polissacarideos pneumocécicos. O estudo ressalta os monossacarideos mais
comuns, como a glicose (Glc), a galactose (Gal) e a ramnose (Rha), conforme tracejado na

Figura 20.

Figura 22 — Composi¢do de monossacarideos para os 13 sorotipos de polissacarideos peneumoocécicos — Tabela
1 (Artigo 5).
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J& a Figura 23 mostra os cromatogramas resultantes da analise dos monossacarideos
dos sorotipos 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F. Os sorotipos 6A e 6B
possuem a mesma composi¢cdo de monossacarideos e produziram cromatogramas muito
similares, assim como 0s cromatogramas para o0s sorotipos 19A e 19F, que parecem ser

idénticos, como mostra o tracejado na figura.

Figura 23 — Cromatogramas para os 13 polissacarideos pneumocdécicos — Figura 2 (Artigo 5).

i T T

T e ]
W — ﬂf*hf“‘i’:ﬂlh'i"eu l 5 .
I k1 o]
Ti« 'a-'l“'ll R "

|- s Teis "

2e] Hu_L. "

Tatal len Abundanoe

i
E 7
ag
¥
a;é-a

: . :
H G (=74} 194 H
H G l H
. A A H
H Feha H
: h'_ o - 19F | &
- A . | ¥
e -0 =]
Gk 23F
O el N
1 * » 2
Minutsa

Fig. 2 (- MED votal fom chromatograms for the 13 prommsocoocal pobyssocharides. The amounts of polyswecharide tested mmged from (L o 0.5 mg,
wilh 20 pg of myo-mosiiol incheded as an internal standard (ST,

Fonte: (KIM et al., 2005, adaptado pela pesquisadora)



75

De acordo com o artigo 5, 0 espectro de massa para 0s varios picos pode ser analisado
para determinar caracteristicas como identidade e pureza do pico. Mesmo 0s epimeros como
os fragmentos GalA e GIcA diferem no impacto eletrénico, possibilitando a identificacdo nédo-

ambigua dos analitos.

As condicgdes de metanolise foram otimizadas para atingir 0 maximo de recuperacao
de polissacarideos para tantos sorotipos quanto possivel. O estudo apresenta a Figura 24, que
mostra os resultados para os sorotipos 1 e 19A, como um exemplo, para avaliar as condigdes

de metanolise ao longo do tempo.

Figura 24 — Otimizacdo da metandlise para os PSPn 1 e 19A —Figura 4 (Artigo 5).
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Fonte: (KIM et al., 2005)

O procedimento de metandlise nas amostras foi realizado com HCI 3N de 2 a 24 horas,
seguido dos procedimentos de derivatizagdo e cromatografia. A porcentagem de
polissacarideos recuperados aumentou gradualmente até as 2 horas de tratamento, e caiu ap0s
as 2 até 24 horas. Logo, Kim et al., (2005) avaliaram a metanolise por 2 horas como condi¢do
Otima e aplicaram similarmente aos outros sorotipos. Além disso, concluiram que as

condi¢cdes de metandlise estabelecidas podem ser usadas para polissacarideos em outras
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etapas do processo de conjugacao da vacina, incluindo polissacarideos ativados e conjugados.

A proteina carreadora € ndo-glicolisada e por isso ndo interfere nos sinais dos

monossacarideos.

A Figura 25 mostra uma comparacdo dos resultados, realizada pelo estudo, para

polissacarideos purificados, ativados e conjugados do sorotipo 7F.

Figura 25-Cromatogramas dos polissacarideos purificados, ativados e conjugados do sorotipo 7F — Figura 6
(Artigo 5).
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Como pode ser visto, todas as trés amostras parecem ser muito similares na
composi¢do de monossacarideos. Kim et al. (2005) afirmam que pode ser devido a ativacao
quimica moderada, afetando somente uma pequena porcentagem dos residuos. Ademais, a

analise néo foi alterada pela deteccdo da proteina carreadora na amostra de PSPn conjugado.

A conclusao do artigo revela que o método em questdo, GC-MSD, ¢ util para anéalise
dos polissacarideos pneumocdcicos nas varias etapas do processo de conjugagdo da vacina.
Este método tem sido desenvolvido para testes de rotina e caracterizacdo detalhada dos

polissacarideos pneumocaocicos e vacinas conjugadas.
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6 DISCUSSAO

Nos Ultimos 20 anos, com a emergéncia e disseminacgdo global de cepas do pneumococo
resistentes e multirresistentes aos antimicrobianos (BAQUERO, 1995), juntamente com o
surgimento e distribuicdo da vacina pneumococica conjugada 10-valente, eficaz em criangas
menores de dois anos, idosos e imunocomprometidos (BLACK et al., 2000), houve uma
promogdo cada vez maior nos estudos sobre resisténcia e sorotipos circulantes do
pneumococo, porém foi encontrado um numero limitado de estudos sobre o desenvolvimento

de técnicas para o controle da qualidade de tal vacina.

Além disso, ha uma defasagem dos estudos sobre o controle da qualidade de vacinas
polissacaridicas conjugadas, sendo que o ultimo estudo foi publicado no ano de 2006. A
preocupacdo com a qualidade dos produtos imunobioldgicos se deve, dentre outros motivos,
ao fato de que tais produtos sdo aplicados em grupos de pessoas sadias e as campanhas

expdem toda uma faixa etaria da populacdo ao produto.

Diante da demanda por respostas que sejam capazes de assegurar a qualidade dos
produtos, o presente trabalho contribui na identificacdo de algumas metodologias que podem
ser eficazes e seguras na identificacdo de polissacarideos no controle da qualidade da vacina

pneumocdcica conjugada 10-valente.

Sabe-se que a qualidade de vacinas é assegurada pela definicdo das caracteristicas criticas
das preparacdes usadas em estudos clinicos e o estabelecimento de especificacfes para o
produto que refletem estas caracteristicas. Para vacinas polissacaridicas estes parametros
criticos incluem identificacdo do sorotipo, massa molecular, e pureza dos componentes
polissacaridicos nas preparacdes (ABEYGUNAWARDANA et al., 2000). Enquanto a massa
molecular do polissacarideo pode ser estimada por uma variedade de técnicas, a identificacao

e a pureza sdo mais complexas (LEE, 1983).

Muitos polissacarideos sdo avaliados por “identificacdo soroldgica” utilizando antissoro
tipo-especifico, como apresentado por Lee et al. (2002). Esta técnica apresentada € a
nefelometria por taxa de dispersdo de luz, que tem sido usada para analisar a cinética de
ligacdo entre antigeno e anticorpo para a determinacdo da concentracdo de proteina e

conteddo polissacaridico em vacinas polissacaridicas polivalentes e vacinas conjugadas a
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proteinas. Para o controle do contetdo de polissacarideos pneumococicos nestas vacinas, o
artigo 3 considera importante (1) padrdo de referéncia para cada sorotipo de polissacarideo e
conjugado monovalente, e (2) antissoro de referéncia especifico para cada sorotipo de

polissacarideo.

Além disso, os polissacarideos sdo tipicamente avaliados por “identificagao quimica” por
uma série de ensaios colorimétricos que estimam o teor (ou auséncia) para classes especificas
de monossacarideos (ex. hexoses, acido urdnico, fésforo, 0-acetil), como o método de antrona
e o fenol-sulfarico. A aplicacdo destas técnicas fornece uma avaliacdo razodvel, mas nao
definitiva da identidade quimica para os polissacarideos; primeiro, devido ao fato de que
alguns sorotipos diferem um do outro apenas por uma ligacdo glicosidica e segundo, porque a
variabilidade inerente e especificidade limitada destes métodos resultam em uma
sobreposicao dos perfis analiticos para alguns dos sorotipos (MERKE e POPPE, 1994).

Mais recentemente, alguns ensaios tém sido desenvolvidos usando instrumentacéo
cromatografica e espectrométrica, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca
ibnica com deteccdo amperométrica pulsada (HPAEC-PAD), HPLC de fase reversa com
deteccdo de fluorescéncia, CG com detector de massas seletivo, e RMN. Os métodos
cromatograficos demonstraram ser Gtil para ensaios de rotina de polissacarideos
pneumocdcicos e conjugados, pois permitem a deteccdo de quantidades picomolares de
polissacarideos com o0 minimo de amostra. Entretanto, 0 método usado para a hidrélise acida
de ligagdes glicosidicas para produzir um rendimento quantitativo de todos os constituintes
monossacarideos pode ser considerado a maior limitagdo para a analise precisa de
polissacarideos (HARDY et al., 1988; BARDOTTI et al., 2000).

J& RMN é uma técnica analitica que permite determinar a composicao e estrutura das
unidades repetidas dos polissacarideos bacterianos, sendo a Unica técnica capaz de revelar
todas as caracteristicas estruturais dos polissacarideos e é sensivel a pequenas mudancas
estruturais, mas € limitada a amostras puras (ABEYGUNAWARDANA et al., 2000). O artigo
4 apresenta um metodo quantitativo adequado, RMN !H unidimensional, para analise de
rotina de polissacarideos conjugados a proteinas, porém ainda nao tem sido utilizado devido

aos requisitos de preparo de amostras e a interferéncia do contetido de proteinas na analise.

Um método ideal empregaria um Unico conjunto de condicfes analiticas para anélise de
todos os polissacarideos pneumococicos em todas as etapas do processo de conjugacdo da

vacina.
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Os artigos 2 e 5 que apresentaram, respectivamente, as técnicas de HPAEC-PAD e CG
com detector de massas seletivo, avaliam procedimentos de hidrélise a fim de encontrar o
método universal, ou seja, aplicavel a todos os polissacarideos pneumocdcicos. Para o artigo
2, as condicdes de hidrolise 6tima para polissacarideos contendo &cido urénico é a metanolise
seguida de TFA e a condigdo mais simples para a quantificacdo de todos os outros PSPn é a
hidrélise somente com TFA. O artigo 5 apresenta a metandlise como a melhor técnica de

hidrolise para a analise cromatografica de polissacarideos.

Assim, os ensaios cromatograficos (CG e HPLC) fornecem a quantificacdo dos
polissacarideos presentes na amostra, mas requerem a aplicacdo de um método de hidrolise
otimizado para a recuperacdo quantitativa do contetido sacarideo. No entanto, consideracdes
cuidadosas devem ser dadas a varios fatores, dependendo dos requisitos do ensaio. Se for
necessario quantificar o conteldo total de polissacarideos presente na vacina, ambos 0s

métodos, CG e HPLC, oferecem resultados satisfatérios.

A andlise do produto final é trabalhosa devido aos baixos niveis de polissacarideo na
formulacdo. Além do mais, a quantificacdo de sorotipos especificos ndo é possivel em alguns
casos, por exemplo, a analise de composicdo de monossacarideos ndo consegue distinguir 0s
sorotipos 6A e 6B e os sorotipos 9A e 9F. No entanto, o detector de massas seletivo consegue
avaliar sorotipos especificos através da anéalise das ligaces de monossacarideos, por exemplo,
3 ligacbes Rib-ol no sorotipo 6A e 4 ligacbes no sorotipo 6B; ou utilizando marcadores
sorotipo-especificos, como GalA para o sorotipo 1 e PneNAc para o sorotipo 5 ou Rib-ol para
0s sorotipos 6A e 6B (KIM et al., 2005) .

Tendo em vista a importancia do ensaio de identificacdo de polissacarideos no controle
de qualidade de vacinas e o papel do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude,
representado pelo Laboratério de Produtos Biologicos e Artigos de Saude, é recomendada a
avaliacdodas técnicas apresentadas pelos artigos incluidos nesta revisdo sistematica segundo

0s aspectos materiais disponiveis no laboratorio e satisfatoriedade dos resultados.
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7 CONCLUSAO

Este estudo, como qualquer pesquisa, apresenta alguns limites. O principal deles refere-se
ao numero limitado de estudos comparativos (cinco) entre as metodologias utilizadas para a
identificacdo e quantificacdo de polissacarideos na vacina pneumocdcica 10-valente.

O grande numero de exclusdes dos artigos gerou surpresa na pesquisadora a0 mesmo
tempo motivando-a para a realizacdo deste trabalho como uma forma de mostrar o vazio de
conhecimento abordando a questdo especifica.

Atendendo ao objetivo geral proposto no estudo, conclui-se que as metodologias
utilizadas para a identificacdo dos polissacarideos encontrados na vacina pneumocdcica
conjugada 10 — valente incluem métodos fisico-quimicos e um método imunoquimico. Dentre
0s métodos fisico-quimicos estdo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
com deteccdo de fluorescéncia, a cromatografia liquida de alta eficiéncia de troca idnica com
deteccdo amperométrica pulsada, a ressonancia magnética nuclear e a cromatografia gasosa
com detec¢do de massas seletivo. O método imunoquimico encontrado foi a nefelometria.

Portanto, torna-se premente que profissionais, principalmente os da area de vigilancia
sanitaria, voltem seus olhares para a necessidade da aplicacdo de um ensaio robusto e sensivel
para a identificacdo de polissacarideos sorotipo especificos na vacina pneumocdécica

conjugada 10-valente.



82

REFERENCIAS

ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A.H.; PILLAI, S. Imunologia celular e molecular. 6. ed. Rio
de Janeiro: ELSEVIER, 2008.

ABEYGUNAWARDANA, C. et. Development and validation of an NMR-based identity
assay for bacterial polysaccharides. Anal Biochem, v. 279, p. 226-240, 2000.

AKOBENG, A.K. Understanding systematic reviews and meta- -analysis. Arch Dis Child, v.
90, p. 845-848, 2005

AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS. Committee on Infectious Diseases. Policy
statement: recommendations for the prevention of pneumococcal infections, including the use
of pneumococcal conjugate vaccine (Prevnar), pneumococcal polysaccharide vaccine, and
antibiotic prophylaxis". Pediatrics, v. 106, p. 362—-366, 2000.

AUSTRIAN, R. Epidemiology of pneumococcal capsular types causing pediatric infections.
Pediatric Infect Dis J, v.8, p.S21-S22, 1989.

AUSTRIAN, R. Pneumococcus: the first one hundred years. Rev Infect Dis, v.3, p.183-189,
1981.

AUSTRIAN, R. Pneumococcus and the Brooklyn connection. Am J Med, v.107, n. 1a, p. 2S-
6S, 1999.

AZEVEDO, L.C.P.; TOSCANO, C.M.; BIERRENBACH, A.L. Bacterial meningitis in
Brazil: baseline epidemiologic assessment of the decade prior to the introduction of
pneumococcal and meningococcal vaccines. PLoS ONE, v. 8, 2013.

BALDY, J. L. Estreptococcias. In: VERONESI, R.; FOCACCIA, R. (Ed). Tratado de
Infectologia. 3. ed. S&o Paulo: ATHENEU, 2005.

BAQUERO, F. Pneumococcal resistance to [-lactam antibiotics: a global geographic
overview. Microb Drug Resist, v. 1, p.115-20, 1995.

BARDOTTI, A. et al. Quantitative determination of saccharide in Haemophilus influenzae
type b glycoconjugate vaccines, alone and in combination with DPT, by use of high-
performance anion-exchange chromatography with pulsed-amperometric detection. Vaccine,
v. 18, p. 1982-1993, 2000.



83

BIXLER, G. L.; PILLAI, S. The cellular basis of the immune response to conjugate vaccines.
Contrib. Microbiol. Immunol., v. 10, p. 18-47, 1989.

BLACK, S. et al. Eficacia, seguranca e imunogenicidade da vacina pneumococica conjugada
heptavalente em criangas. Pediatr Infect Dis J, v.19, n.3, p.4-12, 2000.

BOGAERT, D.; DE GROOT, R.; HERMANS, P.W. Streptococcus pneumoniae colonisation:
the key to pneumococcal disease. Lancet Infect Dis., v.4, p. 144-154, 2004.

BOUZA, C.; MUNOZ, A.; AMATE, J. M. Efficacy of modern dressings in the treatment of
leg ulcers: a systematic review. Wound Repair Regin, v. 13, n. 3, p. 218-229, 2005.

BRANDILEONE, M.C.C. Distribuicdo de sorotipos, resisténcia antimicrobiana e perfil
molecular de Streptococcus pneumoniae isolado de doenca invasiva no Brasil: 1993 a
1998. 1999. 207 f. Tese (Doutorado em Ciéncias)- Escola Paulista de Medicina, Universidade
Federal de S&o Paulo, S&o Paulo,1999.

BRANDILEONE, M.C.C. et al. Prevalence of serotypes and antimicrobial resistance of
Streptococcus pneumoniae strains isolated from brasilian children with invasive infections.
Microbial Drug Resistance, v.3, p.141-146, 1997.

BRASIL. Decreto n° 78.231, de 12 de agosto de 1976. Diario Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil. Brasilia, DF, 13 ago. 1976.

BRASIL. Lei n° 8.080, de 19 de setembro de 1990. Diario Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil. Brasilia, DF, 20 de set. 1990.

BRASIL. Ministério da Saude. Sistema de Informacdo do Programa Nacional de
Imunizac@es. Brasilia, 2011.

BRASIL. Ministério da Saude. SUS oferece duas novas vacinas para seis milhdes de
criangas. 2010. Disponivel em: <http://portal.saude.gov.br/portal/aplicacoes/noticias>.
Acesso em: 14 jun 2017.

BRASIL. Portaria S.V.S. n 109, de 4 de novembro de 1993. Delega ao INCQS a
responsabilidade sobre a emissdo de parecer técnico sobre solicitacdo de registro e de
programa de inspecOes sobre boas praticas de fabricacdo. Diario Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil. Brasilia, DF, 8 nov. 1993.



84

BRASIL. Ministério da Saude. Proposta para introducdo da vacina pneumocdcica 10-
valente (conjugada) no calendario bésico de vacinacdo da crianca: incorporagdo margo-
2010. Brasilia, DF, 2010. Disponivel em <http://portal.saude.gov.br>. Acesso em: 12 jun
2017.

BRASIL.Ministério da Salde. Proposta para introdugdo da vacina pneumococica 10-
valente (conjugada) no calendario bésico de vacinacdo da crianca: incorporagdo margo-
2010. Brasilia, 2010, 14 p.

BRICKS, L.F.; BEREZIN, E. Impact of pneumococcal conjugate vaccine on the prevention of
invasive pneumococcal diseases. J Pediatr (Rio J), v. 82, n. 3, p. S67-S74 2006.

BRILES, D. E. et al. Strong association between capsular type and virulence for mice among
human isolates of Streptococcus pneumoniae. Infect Immun, v. 60, n. 1, p. 111-116, 1992,

BROWN, J. S. et al. The classical pathway is the dominant complement pathway required for
innate immunity to Streptococcus pneumoniae infection in mice. PNAS, v. 99, n. 26, p.
16969-16974, 2002.

BURMAN, L.A.; NORRBY, R.; TROLLFORS, B. Invasive pneumococcal infections:
incidence, predisposing factors, and prognosis. Rev Infect Dis, v.7, p.133-42, 1985.

BUTLER, J.C.; DOWELL, S.F.; BREIMAN, R.F. Epidemiology of emerging pneumococcal
drug resistance: implications for treatment and prevention. Vaccine, v.16, p.1693-1697, 1998.

CANAAN-HADEN, L. et al. High-performance reverse phase chromatography with
fluoresccence detection assay for characterization and quantification of pneumococcal
polysaccharides. Vaccine, v. 24, n.S2, 2006.

CAPUTO, G.M.; APPELBAUM, P.C.; LIU, H.H. Infections due penicillin resistant
pneumococci. Arch Intern Medic, v.153, p.1301-1310, 1993.

CASTRO, A. A. Revisdo sistematica e meta-analise. Compacta: temas de cardiologia, v. 3,
n. 1, p. 5-9, 2001.

DAGAN, R. et al. Carriage of resistant pneumococci by children in southern Israel and impact
of conjugate vaccines on carriage. Clin Microbial Infect, v.5, n.4, p.29-37, 1999.



85

DELVES, P. J. et al. Roitt’s Essential Immunology. 11. ed. Malden (MA): Willey
Blackwell, 2006.

DOMHOLDT, E. Rehabilitation research: principles and applications. Missouri: Elsevier
Saunders, 2005.

DOMINGUEZ, J. et al. PCR detection of Streptococcus pneumoniae DNA in serum samples
for pneumococcal pneumonia diagnosis. Clin Microbiol Infect, v.7, n.3, p.164-166, 2001.

DOWSON, C. What is a pneumococcus?. In: TUOMANEN, E.l. eat. (Ed.). The
pneumococcus. Washington: ASM Press, 2004.

FARMACOPEIA Brasileira. 5. ed. BRASILIA: ANVISA, 2010. 2 v.

FEDSON, D. S.; MUSHER, D. M.; ESKOLA, J. Pneumococcal Vaccine. In: PLOTKIN, S.
A.; ORENSTEIN, W. A. (Ed.). Vaccines. 3. ed. Philadelfia: WB Saunders, 1999. p. 553-608.

FEDSON, D.S.; MUSHER, D.M. Pneumococcal Vaccine. In: PLOTKIN, S.A.; MORTIMER
JR., E.A. Vaccine. 2. ed. Philadelphia: WB Sauder, 1994. p. 527-563.

FERNEBRO, J. et al. Capsular expression in Streptococcus pneumoniae negatively affects
spontaneous and antibiotic-induced lysis and contributes to antibiotic tolerance. J. Infect.
Dis., v. 189, n. 2, p. 328-338, 2004.

FRANCO-ALVAREZ DE LUNA, F. et al. Streptococcus pneumoniae: antibiotic resistance
and serotypes in a two-year period. Rev Esp Quimioter., v. 18, n. 3, p. 217-221, 2005.

GALVAO, C. M.; SAWADA, N. O.; TREVIZAN, M. A. Revisdo sistematica: recurso que
proporciona a incorporacdo das evidéncias na pratica da enfermagem. Revista Latino-
Americana de Enfermagem, S&o Paulo, v. 12, n. 3, p. 549-556, maio/jun. 2004.

GARCIA, E.; LOPEZ, R. Recent trends on the molecular biology of pneumococcal capsules,
Iytic enzymes, and bacteriophage. FEMS Microbiol. Rev., v. 28, p. 553-580, 2004.

GARCIA-RODRIGUEZ, J. A.; MARTINEZ, M. J. F. Dynamics of nasopharyngeal
colonization by potential respiratory pathogens. J. Antimicrob. Chemother., v. 50, n. 2, p.
59-73, 2002.



86

GONZALEZ, B. E. et al. Clonality of Streptococcus pneumoniae serotype 1 isolates from
pediatrics patients in the United States. J. Clin. Microbiol., v. 42, n. 6, p. 2810-2812, 2004.

GRANDO, I.M. et al. Impact of 10-valent pneumococcal conjugate vaccine on pneumococcal
meningitis in children up to two years of age in Brazil. Cad Saude Publica, v. 31, n. 2, p. 276—
284, 2015.

GREINER, O. et al. Quantitaive detection of Streptococcus pneumoniae in nasopharyngeal
secretions by in nasopharyngeal secretions by real-time PCR. J Clin Microbiol, v.39, p.3129-
3134, 2001.

GUDUCUOGLU, H. et al. An optochin resistant Streptococcus pneumoniae isolate. Clin
Microbiol and Infect, v.7, n.1, p.102, 2001.

HAMMERSCHMIDT, S. et al. Illustration of pneumococcal polysaccharide capsule during
adherence and invasion of epithelial cells. Infect. Immun., v. 73, p. 4653-4667, 2005.

HARDY, M. R.; TOWNSEND, R. R.; LEE, Y. C. Monosaccharide analysis of
glycoconjugates by anion exchange chromatography with pulsed-amperometric detection.
Anal Biochem, v. 170, p. 54-62, 1988.

HAUSDORFF, W. et al. Which pneumococcal serogroups cause the most invasive disease:
implications for conjugate vaccine formulation and use, part 1. Clin Infect Dis., v. 30, p. 100-
121, 2000.

HENRICHSEN, J. The pneumococcal typing system and pneumococcal surveillance. J Clin
Microbiol, v.33, p.2759-2762, 1995.

HENRICHSEN, J. Typing of Streptococcus pneumoniae: past, present, and future. Am J
Med, v.107, n. 1a, p. 50S-54S, 1999.

HOMMA, A. et al. Desenvolvimento Tecnoldgico: elo deficiente na inovagéo tecnolégica de
vacinas no Brasil. Historia, Ciéncias, Saude-Manguinhos, v. 10, p. 671-696,2003.

HOSKINS, J.; ALBORN JR, W. E.; ARNOLD, J. Genome of the bacterium streptococcus
pneumoniae strain r6. J. BACTERIOL., v. 183, 2001.

HYAMS, C. et al. The Streptococcus pneumoniae capsule inhibits complement activity and
neutrophil phagocytosis by multiple mechanisms. Infect. Immun., v. 78, 2010.



87

INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE. Atividades
Institucionais 2001/2004. Rio de Janeiro, 2004.

JACOBS, M. R. Streptococcus pneumoniae: epidemiology and patterns of resistance. Am J
Med, v. 117, 2004.

JACOBS, M.R. Antibiotic-resistant Streptococcus pneumoniae in acute otitis media: an
overview and update. Pediatr Infect Dis J, v.177, p.1003-1012, 1998.

JEDRZEJAS, M. J. Pneumococcal Virulence Factors: Structure and Function. Microbiol
Mol. Biol. Rev., v. 65, n. 2, p. 187-207, 2001.

KADIOGLU, A. et al. The role of streptococcus pneumoniae virulence factors in host
respiratory colonization and disease. Nat. Ver. Microbiol., v. 6, p. 288-301, 2008.

KIM, J. O.; WEISER, J. N. Association of intrastrain phase variation in quantity of capsular
polysaccharide and teichoic acid with virulence in streptococcus pneumoniae. J. Infect. Dis.,
v. 177, 1998.

KIM, J. S. et al. Determination of saccharide content in pneumococcal polysaccharides and
conjugate vaccines by GC-MSD. Analytical Biochemistry, v. 347, 2005.

KLEIN, D. L.; ELLIS, R.W. Conjugate vaccines against Streptococcus pneumoniae. In:
LEVINE, M. M. et al. (Ed.). New generation vaccines. New York: Marcel Dekker, 1997. p.
503-525.

KLEIN, J.O. The pneumococcal conjugate vaccine arrives: a big win for kids. Pediatr Infect
DisJ, v. 19, n. 3, p. 181-182, 2000.

LEAL, M. L. M. Desenvolvimento de processo para producdo de polissacarideo capsular
de Streptococcus pneumoniae sorotipo 14. 2011. Tese (Doutorado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos)- Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2011.

LEE, C.J. The quantitative immunochemical determination of pneumococcal and
meningococcal capsular polysaccharides by light scattering rate nephelometry. J BIOL
Stand, v. 11, p. 55-64, 1983.



88

LEE, C. J.; BANKS, S. D. Virulence, immunity, and vaccine related to Streptococcus
pneumoniae. Crict. Rev. Microbiol., v. 18, p. 89-114, 1991.

LEE, C.J. Quality control of polyvalent pneumococcal polysaccharide-protein conjugate
vaccine by nephelometry. BIOLOGICALS, v.30, 2002.

LINDE, K.; WILLICH, S.N. How objective are systematic reviews? Differences between
reviews on complementary medicine. J R Soc Med, v. 96, p. 17-22, 2003.

LUND, E.; HENRYCHSEN, J. Laboratory diagnosis, serology and epidemiology of
Streptococcus pneumoniae. In: BERGAN, T.; NORRIS, J. R. Methods in Microbiology,
London: Academic Press, 1978. p. 242-262.

MAGEE, A.; YOTHER, J. Requirement for capsule in colonization by Streptococcus
pneumoniae. Infect Immun., v. 69, n. 6, p. 3755-3761, 2001.

MAKELA, P. H.; BUTLER, J. C. History of pneumococcal immunization. In: SIBER, G.R.;
KLUGMAN, K.P.; MAKELA, P.H. Pneumococcal vaccines. Washington, EUA: ASM
Press, 2008. cap. 2, p. 19-29.

MANTESE, O.C. et al. Prevaléncia de sorotipos e resisténcia antimicrobiana de cepas
invasivas do Streptococcus pneumoniae. Jornal de Pediatria, v. 79, n. 6, p. 537-542, 2003.

MARTINS, R.M.; MAIA, M.LS.; HOMMA, A. Breve Historia das Vacinacdes. In:
FARHAT, C. K. et al. Imunizag¢des: fundamentos e praticas. 5. ed. Sdo Paulo: Atheneu,
2008. cap. 1, p. 3-23.

MERKE, R. K.; POPPE, I. Carbohydrate composition analysis of glycoconjugates by gas-
liquid chromatography/mass spectrometry. Methods Enzymol, v. 230, p. 397-408, 1991.

MIRANDA, D.P.; HENRIQUES, C.M.P. Imunobiologicos e Vigilancia Sanitaria. In: BUSS
P.M. (Org). Vacinas, Soros e Imunizagdes no Brasil. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ,
2005. cap. 6, p. 125-130.

MORONA, J. K. et al. Molecular and genetic characterization of the capsule biosyntesis locus
of streptococcus pneumoniae type 23f. Microbiology, v. 145, 1999.



89

MUDORCH, D.R. et al. Evaluation of a PCR assay for detection of Streptococcus
pneumoniae in respiratory and nonrespiratory samples from adults with community-acquired
pneumonia. J Clin Microbiol, v.41, n.1, p.63-66, 2003.

MURRAY, P. et al. Medical Microbiology. 4. ed. Mosby: Elsevier, 2002.

NETTO, E. J. R. et al. Avaliacdo do controle da qualidade realizado nos produtos vacinais
para sarampo, caxumba e rubéola utilizados no PNI do Brasil no periodo de 1999 a 2007. Rev
Inst Adolfo Lutz., v. 69, n. 3, p. 408-415, 2010.

NOVAK, R.; TUOMANEN, E. Pathogenesis of pneumococcal pneumoniae. Semin. Respir.
Infect. v. 14, p. 209-217, 1999.

O'BRIEN, K.L. et al. Burden of disease caused by Streptococcus pneumoniae in children
younger than 5 years: global estimates. Lancet, v. 374, n. 9693, p. 893-902, 2009.

OSELKA, G. Prevencao da doenca pneumocdcica no Brasil. J. Pediatr., v.79, n. 3, p. 45-54,
2003.

PELTON, S. I, LOUGHLIN, A. M., MARCHANT, C.D. Seven valent pneumococcal
conjugate vaccine immunization in two Boston communities: changes in serotypes and
antimicrobial susceptibility among Streptococcus pneumoniae isolates. Pediatr Infect Dis J.,
v. 23,n. 11, p. 1015-1022, 2004.

PELTON, S.I.; DAGAN, R.; GAINES, B.M. et al. Pneumococcal conjugate vaccines:
proceedings from an Interactive Symposium at the 41st Interscience Conference on
Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Vaccine, v. 21, n. 15, p. 1562-1571, 2003.

PEREIRA, A. L. Revisao sistematica da literatura sobre produtos usados no tratamento
de feridas. 2006. 129 f. Dissertacdo (Mestrado em Enfermagem)- Escola de Enfermagem,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2006.

PEREIRA, A. L.; BACHION, M. M. Atualidades em revisdo sistematica de literatura,
critérios de forca e grau de recomendacdo de evidéncia. Revista Gaucha de Enfermagem,
Porto Alegre, v. 27, n. 4, p. 491-498, dez. 2006.

PETER, G. The child with pneumonia: diagnostic and therapeutic considerations. Pediatr
Infect Dis J, v.17, n.6, p.453-456, 1988.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15545856

90

PFIZER. Pfizer: Inovacdo e compromisso com a saude. 2017. Disponivel em:
<http://www.pfizer.com.br/>. Acesso em: 19 jun. 2017.

POLAND, G. A. The burden of pneumococcal disease: the role of conjugate vaccines.
Vaccine, v. 17, p. 1674-1679, 1999.

POLAND, G.A. The burden of pneumococcal disease: the role of conjugate vaccines.
Vaccine, v. 17, n. 13/14, p. 1674-1679,1999.

PONTE, C.F. Vacinacao, controle de qualidade e producdo de vacinas no Brasil a partir de
1960. Histdria, Ciéncia, Saude — Manguinhos, v. 10, p. 619-653, 2003.

QUAGLIARELLO, V.; SHIELD, M. Bacterial Meningitis: Pathogenesis, Pathophisiology,
and Progress. New England J. Med., v. 327, p. 864-872, 1992.

REQUEJO, H.J. Meningites bacterianas. In: FERREIRA, A.W.; AVILA, S.L.M. Dianéstico
laboratorial. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1996. p.114-126.

ROCHA, M.A\W.; PIMENTEL, A.M. Tétano. In: FARHAT, C.K. et al. Imunizacdes:
fundamentos e préticas. 5. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2008, p. 253-262. Cap. 23.

RUBINS, J.B. et al. Determination of antibody responses of elderly adults to all 23 capsular
polysaccharides after pneumococcal vaccination. Infect Immun., v. 67, n. 11, p. 5979-5984,
1999.

SACKETT, D.L. et al. Evidence-Based Medicine: how to practice and teach EBM. 2. ed.
London: Churchill Livingstone, 2000.

SAMPAIO, R.F.; MANCINI, M.C. Estudos de revisdo sistematica: um guia para sintese
criteriosa da evidéncia cientifica. Revista Brasileira de Fisioterapia, v.11, n.1, p. 77-82,
2007.

SANOFI BRASIL, 2017. Disponivel em: <http://www.sanofi.com.br/l/br/pt/index.jsp>.
Acesso em: 19 jun. 2017.

SCHRAG, S.J.; BEALL, B.; DOWELL, S.F. Limiting the spread of resistant pneumococci:
Biological and epidemiologic evidence for the effectieness of alternative interventions. Clin
Microbiol Rev, v.13, n.4, p.588-601, 2000.



91

SUCCI, R. C. M.; FARHAT, C. K. Vaccination in special situations. J. Pediatr. (Rio J.),
Porto Alegre, v. 82, n. 3, 2006.

TALAGA, P.; VIALLE, S.; MOREAU, M. Development of a high-performance anion-
exchange chromatography with pulsed-amperometric detection based quantification assay for
pneumococcal polysaccharides and conjugates. Vaccine, v. 20, n.19, p. 2474-2484, 2002.

TEELE, D.W. Pneumococcal Infections. In; FEIGIN, R.D.; CHERRY, J.D. Textbook of
Pediatric Infectious Diseases. 4. ed. Philadelphia: W.B. Saunders, 1998. p.1129-1136.

TEIXEIRA, L.A.; ALMEIDA, M. Os primordios da vacina antivaridlica em Séo Paulo: uma
historia pouco conhecida. Historia, Ciéncias, Saude — Manguinhos, v. 10, p. 475-498, 2003.

TEMPORAO, J.G. O Programa Nacional de Imunizacdo (PNI): origens e desenvolvimento.
Histodria, Ciéncias e Saude, v. 10, p. 601-617, 2003.

TEMPORAO, J.G.; NASCIMENTO, M.V.L; MAIA, M.L.S. Programa Nacional de
Imunizacdes (PNI): Historia, avaliacdo e perspectivas; In: BUSS, P.M; TEMPORAO, J.G;
CARVALHEIRO, J.R. (Org.). Vacinas, Soros & Imunizacbes no Brasil. Rio de Janeiro:
Editora Fiocruz, 2005. p. 101-123.

TUOMANEN, E. Molecular and cellular biology of pneumococcal infection. Curr Opin
Microbiol., v. 2, n. 1, p. 35-39, 1999.

VENTURA, C. L. et al. Controlo f capsular polysaccharide chain length by UDP-sugar
substrate concentrations in Streptococcus pneumoniae. Mol. Microbiol., v. 63, p. 723-733,
2006.

WATSON, D.A. etal. A brief history of the pneumococcus in biomedical research: a panoply
of scientific discovery. Clin Infect Dis, v.17, p.913-924, 1993.

WHITNEY C.; SCHAFFNER, W.; BUTLER, J. Rethinking recommendations for use of
pneumococcal vaccines in adults. Clin Infect Dis., v. 33, p. 662-675, 2001.

WILLETT, H.P. Streptococcus pneumoniae. In: JOKLIK, W.K. et al. Zinsser Microbiology.
20. Ed. USA: Norfolk, 1992. p. 432-442.



92

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Expert Committee on Biological Standardization.
Recommendations to assure the quality, safety and efficacy of pneumococcal conjugate
vaccines. Geneva: Wolrd Health Organization; 20009.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Pneumococcal conjugate vaccine for childhood
immunization — WHO position paper. Wkly Epidemiol Rec, v. 82, n. 12, p.93-104, 2007.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Pneumococcal vaccines WHO position paper - 2012,
WKIy Epidemiol Rec, v. 87, n. 14, p. 129-44, 2012.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Worldwide progress in introducing pneumococcal
conjugate vaccine. Wkly Epidemiol Rec., v.43, p. 388-392, 2008.

YOTHER, J. Capsules of Streptococcus pneumoniae and others bacteria: paradigms for
polysaccharide biosynthesis and regulation. Annu. Rev. Microbiol., v. 65, p. 563-581, 2011.



	1.1 Histórico
	1.2 O micro-organismo Streptococcus pneumoniae
	1.3 Patogênese
	1.4 Fatores de virulência de pneumococos
	1.4.1 Cápsula Polissacarídica

	1.5 Epidemiologia
	1.6 Vacinas contra Streptococcus pneumoniae
	1.6.1 Vacinas de Polissacarídeos
	1.6.2 Vacinas Conjugadas Polissacarídeo-Proteína

	1.7 Cenário atual da vacina no Brasil
	1.8 Vigilância sanitária e o controle da qualidade de vacinas
	1.9 Revisão sistemática
	1.9.1 Busca Eletrônica

	2 JUSTIFICATIVA
	3  OBJETIVOS
	3.1 Objetivo geral
	3.2 Objetivos específicos

	4 METODOLOGIA
	4.1 Questão norteadora
	4.2 Busca eletrônica
	4.3 Palavras-chave
	4.4 Estratégias de busca
	4.5 Seleção dos estudos
	4.6 Critérios para inclusão dos artigos
	4.7 Critérios para exclusão dos artigos
	4.8 Roteiro para extração de dados
	4.9 Descrição e elaboração de uma revisão sistemática

	5 RESULTADOS
	5.1 Características dos estudos incluídos na revisão sistemática
	5.2 Resultados dos estudos incluídos na revisão sistemática
	5.2.1 Artigo 1
	5.2.2 Artigo 2
	5.2.3 Artigo 3
	5.2.4 Artigo 4
	5.2.5 Artigo 5


	6 DISCUSSÃO
	7 CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	BRASIL. Ministério da Saúde. Proposta para introdução da vacina pneumocócica 10-valente (conjugada) no calendário básico de vacinação da criança: incorporação março-2010. Brasilia, DF, 2010. Disponível em <http://portal.saude.gov.br>. Acesso em: 12 ju...
	DELVES, P. J. et al. Roitt’s Essential Immunology. 11. ed. Malden (MA): Willey Blackwell, 2006.
	GARCÍA-RODRIGUEZ, J. A.; MARTINEZ, M. J. F. Dynamics of nasopharyngeal colonization by potential respiratory pathogens. J. Antimicrob. Chemother., v. 50, n. 2, p. 59-73, 2002.
	GONZALEZ, B. E. et al. Clonality of Streptococcus pneumoniae serotype 1 isolates from pediatrics patients in the United States. J. Clin. Microbiol., v. 42, n. 6, p. 2810-2812, 2004.
	KLEIN, D. L.; ELLIS, R.W. Conjugate vaccines against Streptococcus pneumoniae. In: LEVINE, M. M. et al. (Ed.). New generation vaccines. New York: Marcel Dekker, 1997. p. 503-525.
	OSELKA, G. Prevenção da doença pneumocócica no Brasil. J. Pediatr., v.79, n. 3, p. 45-54, 2003.
	PELTON, S. I., LOUGHLIN, A. M., MARCHANT, C.D. Seven valent pneumococcal conjugate vaccine immunization in two Boston communities: changes in serotypes and antimicrobial susceptibility among Streptococcus pneumoniae isolates. Pediatr Infect Dis J., v....
	ROCHA, M.A.W.; PIMENTEL, A.M. Tétano. In: FARHAT, C.K. et al. Imunizações: fundamentos e práticas. 5. ed. São Paulo: Atheneu, 2008, p. 253-262. Cap. 23.

