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RESUMO

A Poliomielite ¢ uma doenca infectocontagiosa viral de transmissao oral-oral ou fecal-
oral. Possui diversos sintomas e, em sua forma mais grave, pode atingir o sistema nervoso
central causando paralisia assimétrica dos membros inferiores. As criangas sdo mais
susceptiveis, porém pode infectar pessoas de diferentes faixas etarias. O virus causador da
doenca é o Poliovirus, uma espécie de enterovirus da familia Picornaviridae. E um virus
muito pequeno, facilitando a sua dissemina¢do muito rapidamente, tendo maior incidéncia nos
tropicos, nas regides temperadas e no periodo do verdo e do outono. Teve grande incidéncia
durante séculos, at¢ a administracdo da vacina contra a poliomielite, quando os dados
epidemiologicos tiveram grandes mudangas. Atualmente existem duas vacinas utilizadas no
controle da poliomielite. A primeira ¢ a vacina Salk, uma vacina com o virus inativado e
injetavel; a segunda ¢ a Sabin, uma vacina que contém o virus inativado e ¢ administrada
oralmente, sendo mais bem aceita pelas criancas. Foi utilizada no primeiro programa de
erradicacdo da doenga elaborado por Albert Sabin, desenvolvedor da vacina, e continuou no
programa de vacinac¢do anual. A Vacina Oral contra a Poliomielite ¢ produzida em cultura de
células Vero. Essa é uma célula que foi extraida do rim do macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops), e foi transformada laboratorialmente em uma célula imortal. E uma
célula susceptivel a diversos virus e tem sido utilizada até hoje extensivamente em ensaios de

placas e para replicacdo de virus.

Palavras-chave: Vacina Oral contra Poliomielite. Célula Vero. Poliomielite.
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1-INTRODUCAO

1.1 - POLIOMIELITE

A poliomielite, também conhecida como “paralisia infantil”, ¢ uma doenga
infectocontagiosa viral aguda causada pelo Poliovirus, um enterovirus da familia
Picornaviridae (BRASIL, 2005), que, em sua forma mais grave, pode afetar o sistema
nervoso central (SNC) atingindo os neuronios e destruindo-os (BRASIL, 1988).

Uma vez que os neurdnios motores no corddo espinhal sdo destruidos, o individuo
contaminado pelo poliovirus adquire uma espécie de paralisia flacida, que ¢ resultado da
perda do tonus muscular afetando, basicamente, os membros inferiores de forma assimétrica

(figura 1) (PLOTKIN E EDWARD, 1972).

Figura 1 — Paralisia flacida nos membros inferiores de forma assimétrica.

Fonte: http://www.portalsaofrancisco.com.br
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A transmissdo da poliomielite ocorre de modo direto pessoa a pessoa por via fecal-oral
ou oral-oral, sendo favorecida em aglomerados e em mas condi¢des habitacionais (FIOCRUZ,
2005).

O poliovirus contamina os humanos desde muito tempo. A poliomielite ¢ uma doenga
muito antiga, tendo registros de sua existéncia na pré-historia em pinturas do antigo Egito
onde retratavam pessoas com os membros atrofiados (Figura 2) (FIOCRUZ, 2005). Porém, s6
passou a ser reconhecida como um problema de satde no final do século XIX quando os
primeiros surtos endémicos foram relatados, tendo a primeira e melhor descricdo em 1887.
Nesse periodo, as endemias cresciam cada vez mais, principalmente em paises
industrializados, por conta do crescimento da populagdo e, em sua maior parte, evoluia para a

doenca mais severa ¢, até a morte (PLOTKIN E EDWARD, 1972).

Figura 2 — Pedra egipcia do periodo de 1580-1380 a.C. com imagem de um homem com possivel sequela de
poliomielite.

Fonte: FIOCRUZ, 2005.

Ao longo do periodo que a doenca se disseminava tornando-se uma endemia,
aumentavam as pesquisas feitas em prol do reconhecimento do principal causador da doenca.
Na primeira metade do século XX, Landsteiner e Popper foram capazes de reproduzir a
doenga em macacos, nos quais foi inoculada uma solugdo de tecido de sistema nervoso obtido
de um caso fatal. Porém, o macaco nao foi um modelo ideal para elucidar suas caracteristicas
e, em 1939, Armstrong adaptou a cepa viral para roedores, o que tornou possivel isolar o

poliovirus tipo 2. Alguns anos depois, Li e Schaeffer conseguiram isolar o tipo 1 em
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camundongos, em seguida foi descoberto o tipo 3, sendo determinado que s6 existem trés
sorotipos do poliovirus (PLOTKIN E EDWARD, 1972).

Apesar de ser uma doenga grave que possui diversos sintomas, a infeccdo pelo
poliovirus pode se apresentar de forma assintomatica, sendo reconhecidas por isolamento de
virus ou pelo aumento da taxa de anticorpos. Nesse tipo de infec¢do, o virus ataca o intestino
e os tecidos linfoides adjacentes, produzindo anticorpos especificos, € a contaminagdo ¢
contida neste ponto (BRASIL, 1988). Porém, pode apresentar sintomas e seus diferentes
quadros s30: suave, meningite asséptica ou paralisia.

O primeiro ¢ o mais comum, e apresenta apenas um quadro viral inespecifico de
febre, sonoléncia, dor de cabega ¢ musculares, vomitos ¢ nausea, tendo duragdo de cerca de 3
a 4 dias (BRASIL, 1988).

A meningite asséptica ¢ caracterizada como poliomielite ndo paralitica e possui, na sua
fase inicial, os mesmos sintomas da doenca suave. Apds dois dias os pacientes passam a
apresentar rigidez no pescogo € nas costas, e, algumas vezes, vomito, sinais caracteristicos da
meningite. A doenga dura apenas de dois a dez dias e sua recuperagao ¢ completa. Em poucos
casos causa fraqueza muscular e paralisia (SANTOS, 2008).

Em casos mais graves, a doenca pode causar paralisia. Uma vez atingindo o SNC, o
poliovirus se dissemina no cérebro e no corddo espinhal, causando uma destruicao de
substancia cinzenta do corno anterior do corddo espinhal e os ntcleos da ponte do bulbo. O
primeiro possui fibras nervosas dos neurdnios motores e o segundo esta relacionado com o
controle de vomitos e de reflexos nervosos. Causando os efeitos colaterais, como o vOomito e,

principalmente, o comprometimento dos neurdnios motores (BRASIL, 1988).

Tdlamo

Corpo caloso
(liga os dois hemisférios
cerebrais)

Corpo pineal

Cérebro il

Bulbo offatério”
protalamo

Quiasma optico~ Tegmento

Mesencéfalo ™ Tecto '
Ponte

-Cerebelo

Bulbo™ Medula espinhal

Figura 3: Esquema do cérebro humano.
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Fonte: www.portalsaofrancisco.com.br

A poliomielite ¢ uma doenga que ocorre mundialmente, principalmente nos tropicos,
nas regioes temperadas e no periodo do verdo e do outono (BRASIL, 1988). O poliovirus se
dissemina muito rapido. Uma vez que um individuo seja diagnosticado com poliomielite as
pessoas suscetiveis a doengca que estdo em contato com o individuo no convivio direto
também irdo ser infectados (PLOTKIN E EDWARD, 1972).

A doenga pode ocorrer em qualquer faixa etaria, porém, as crian¢as sao mais
suscetiveis, pois ainda ndo adquiriram imunidade. No entanto, ainda existem lugares isolados
dos quais toda a populacdo ¢ infectada, independente da idade (PLOTKIN E EDWARD,
1972).

1.2 — O POLIOVIRUS

O virus da poliomielite (figura 4) € um enterovirus da familia Picornaviridae e possui
trés sorotipos diferentes, tendo como destino primdrio o intestino (SANTOS, 2008). O
periodo de incubagdo do virus ¢ de 7 a 14 dias. O virus se mantém estavel em pH entre 3,0 e
5,0 por até trés horas e ¢ inativado em temperaturas acima de 55° C (PLOTKIN E EDWARD,
1972).

|5

Figura 4 — Virus da Poliomielite.
Fonte: Laboratério de Morfologia e Morfogénese Viral — IOC — FIOCRUZ.
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E um virus pequeno com cerca de 28 nm de didmetro (de 25 nm a 30 nm) e o fato de
ser um virus pequeno, o Poliovirus tem disseminagéo facilitada. E um virus ndo envelopado,
contendo genoma de fita simples de RNA. Sua forma ¢ esferoidal, apresentando capsideo de
simetria icosaédrica composto por 60 capsomeros (dado comprovado por difracdo por raios X,
observagdo ao microscopio eletronico e estudos bioquimicos) (figura 4). Cada um dos
capsomeros ¢ formado por quatro polipeptideos denominados VP1, VP2, VP3 e VP4. O

ultimo € o mais interno e estd associado ao acido nucleico (SANTOS, 2008).

Figura 5: Esquema de particula do picornavirus.

Fonte: SANTOS, 2008.

O virus requer o receptor primario e a proteina CDI155, uma proteina integral da
membrana ¢ membro da superfamilia de imunoglobina (Ig) para infectar a célula-alvo
(SANTOS, 2008). A auséncia desse receptor na célula € o que a torna resistente ao virus. Essa

restri¢ao pode ser superada pela transfec¢ao do poliovirus ou pela introdugdo do virion inteiro
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por meios de lipossomo' sintéticos (PLOTKIN E EDWARD, 1972). Uma vez dentro da
célula, a replicacdo do virus se da inteiramente no citoplasma (SANTOS, 2008). O RNA do
poliovirus serve tanto como fonte de informagao genética como seu proprio RNA mensageiro.
A proteina viral ¢ sintetizada em polissomos® que sdo mantidos juntos por um RNA viral
(Figura 5) (PLOTKIN E EDWARD, 1972).

Apo6s a adsor¢@o do virus, o RNA ¢ liberado pela desestabilizacdo do capsideo que
resulta em particulas sem a proteina VP4. Entdo, ocorre a clivagem da VPg por uma
fosfodiesterase, e 0 RNA ¢ traduzido pelos ribossomos da célula e a clivagem da poliproteina
para produzir proteinas virais individuais. Logo inicia-se a replicagdo no reticulo
endoplasmatico da célula e a tradugdo de proteinas virais adicionais. Enfim, ¢ feita a
montagem do capsideo, o VPO ¢ clivado em VP2 e VP4 para ao virus ser infectante, ¢ novas

particulas virais sdo liberadas por lise (BRASIL, 1988).

1. Adsorcio
—_—

11. Liberacio
das particulas
por lise celular

Figura 6: Biossintese do Picornavirus.

Fonte: SANTOS, 2008.

' Lipossomo: vetor de tranporte ndo viral de genes.

? Polissomo: vérios ribossomos, antes livres no citoplasma, ligados a uma molécula de
RNAm.
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1.3 — DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

O poliovirus permaneceu em forma endémica durante muitos séculos, infectando
criangas recém-nascidas, tendo a sua circulacao ininterrupta. Apos a administracdo de vacinas
contra a poliomielite os padrdes epidemiologicos tiveram significativas mudangas, inclusive
levando a erradicacdo da doenca em alguns paises (Plotkin e Edward, 1972). Entretanto, em
algumas areas do continente asiatico e africano, ainda existem focos da doenca (BRASIL,

2003) (figura 7).

Status Global da Pdlio
(a partir de dezembro de 2002)

.
Paises livres da polio Baixa intensidade de transmissdo nativa
Nenhum virus selvagem P Alta intensidade de transmissio nativa

Importacdo/Sob investigacio

Figura 7 — Mapa atual da distribuigdo epidemiologica da poliomielite.

Fonte: http://www.portalsaofrancisco.com.br/

No Brasil, até meados da década de 1980, a poliomielite teve grande incidéncia e
durante muito tempo tentou-se diversas estratégias para controlar a doenga ( BRASIL, 2005).
Em 1961 a vacina oral foi disponibilizada, porém nao foi distribuida adequadamente e, ao
longo da década de 1960 e 1970 ocorriam surtos esporadicos em varias regides do pais. Em
1979, por conta de uma dificuldade econdmica no pais, ouve um surto no Brasil (HAMPTON,

2009).
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Sabin’, entdo, ofereceu ajuda para o governo brasileiro e este aceitou prontamente,
fazendo com que o cientista viesse imediatamente. Primeiramente, ele ajudou desenhando e
detalhando um plano para a campanha de vacinacdo em massa, caracterizada como excelente.
O plano final de vacinacdo foi de que todas as criancas menores de cinco anos no pais
deveriam ser vacinadas com a vacina oral contra a poliomielite, inclusive as que ja tinham
sido vacinadas anteriormente (HAMPTON, 2009).

O plano de vacinagdo foi um sucesso, tendo o niumero de casos diminuido de 2330 em
1975 para 122 casos no ano de 1981 (grafico 1) (HAMPTON, 2009). O ultimo caso registrado
da doenca no pais ocorreu em 1989, gracas a estratégia de erradicagdo adotada no pais em
1988, que consistiu na campanha de vacinagdo em massa com a vacina oral. A campanha,
repetida anualmente a partir de entdo, obteve sucesso devido ao nivel elevado de cobertura
vacinal obtido nacionalmente. Logo, a Organizagdo Pan-Americana da Saude e a Organizagao
Mundial de Saude certificaram a erradicagdo da poliomielite nas Américas em 1994

(BRASIL, 2005).

1.400
1.200
1.000
800
600
400

200

80 81 82 83 84 85 86 87 838 89 90 91 92 93 94 95 965 97 98 99 00 01 02 03
1290122 69 45 130 329 612196 106 35 0 0 © O © O O O O O 0 0 ©O O

0 0 o 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0 517 538 419 453 432 369 437 528 678 637 654

I roliomielite PFA
Fonte: Cover/CGDEP/Devep/SVS/MS
Grafico 1 — Numero de casos notificados de paralisia flacida aguda e confirmados de poliomielite. Brasil, 1980-

2003.

Fonte: Ministério da Saude, 2005.

* Sabin: Desenvolvedor da vacina oral contra a poliomielite (vide capitulo 4, item 4.1).
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Com a doenca erradicada nas Américas, os paises vizinhos tomaram o compromisso
de manter as coberturas da vacina alta e homogéneas, fator de grande importancia para o
controle do poliovirus. Porém, em alguns paises a distribuicdo das vacinas ndo foi adequada,
logo, as cepas do virus readquiriram neuroviruléncia, infectando individuos de paises que ja o
haviam controlado. Outro fator importante para o ressurgimento da poliomielite é o risco de

importacao do poliovirus de paises que apresentam surtos (BRASIL, 2005)

1.4 - VACINAS

Atualmente existem dois diferentes tipos de vacina contra a poliomielite. Cada vacina
com uma forma particular de producao. Sdo elas a vacina oral Sabin, produzida utilizando a
célula Vero, uma célula extraida do rim do Macaco Verde Africano (Cercopithecus aethiops),
modificada laboratorialmente; e a vacina injetavel Salk produzida utilizando a célula MRC-5
(linhagem de células do pulmao do feto humano).

A vacina Sabin ¢ administrada via oral, e tem como publico alvo criangas. Além de
imunizar o individuo vacinado, também imuniza as pessoas de seu convivio pela
disseminac¢do do poliovirus vacinal em pouco tempo, o que auxiliou na erradicacdao da doenga
(BRASIL, 2003).

A vacina Salk, produzida utilizando a linhagem de célula MRC-5, tem o virus
inativado, e, ao contrario da Sabin, ¢ uma vacina injetdvel, e administrada no sistema
booster.?, sendo aplicadas trés doses. Sua imunidade se da através da resposta de IgG, e tem
sua imunidade permanente e pode ser aplicada em pessoas com doenga imune (BRASIL,

2003).

* Sistema booster: administragdo das doses da vacina repetindo-se num intervalo de tempo.
Por exemplo, a vacina antitetanica, que ¢ repetida a dose a cada 10 anos.
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2 - JUSTIFICATIVA

A poliomielite ¢ uma doenca infectocontagiosa aguda que possui diversos aspectos
clinicos. Em sua forma mais grave, pode causar paralisia nos membros inferiores e prevaleceu
de forma endémica durante muitos anos.

O programa de erradicacdo da doenga se deu pela vacinagdo em massa de criancas
com a vacina oral contra a poliomielite, a vacina Sabin, no final da década de 80. Visto o seu
sucesso, a vacina entrou para o programa de controle da doenga. Por esse motivo torna-se
importante estudar o processo de producdo da vacina oral contra a poliomielite ressaltando

suas vantagens e desvantagens.

3 - OBJETIVOS

3.1 -OBIJETIVO

O objetivo desse trabalho ¢ estudar a producdo da vacina oral Sabin utilizando a célula

Vero. Além disso, abordar o histérico do uso desta célula como substrato na produgdo de

vacinas avaliando as vantagens e desvantagens de sua utilizacao.
3.2~ OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Abordar o historico da poliomielite, destacando sua epidemia, seus sintomas e o
programa de erradica¢do da doenga;

e Evidenciar as principais diferengas entre as vacinas Sabin e Salk;

e Descrever o historico e as caracteristicas da célula Vero;

4 - VACINA ORAL CONTRA A POLIOMIELITE (VACINA SABIN)
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4.1 - ALBERT SABIN

Albert Bruce Sabin (figura 8) foi o desenvolvedor da vacina oral contra a poliomielite
(VOP) e o principal responsavel pela campanha de vacinacdo e, consequentemente, na
erradica¢do da doenca nas Américas (BRASIL, 1988). Sabin promoveu a vacinagdo em massa
contra a polio desde a década de 1960, e na década de 1980 seus esforcos tiveram maior
repercussdo ao se tornar membro de grupos os quais lutavam pela erradicacdo da poliomielite

nas Américas (HAMPTON, 2009).

o

M el

Figura 8 — Albert Sabin vacinando uma crian¢a com a vacina oral contra a poliomielite.

Fonte: HAMPTON, 2009.

Sabin iniciou seu trabalho com doengas infecciosas na Faculdade de Medicina do

Rockefteler Institute, agora conhecido como Rockeffeler University, focando principalmente
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no virus da polio. Em seguida, foi para as universidades de Cincinnati e da Carolina do Norte.
(HAMPTON, 2009).

A criacdo de uma vacina que podia ser administrada oralmente e a comprovacao de
sua eficacia em 1959 tornou Sabin mundialmente famoso, e a sua vacina passou a ser
utilizada em todo o mundo por conta da sua facil administra¢ao e baixo custo (HAMPTON,
2009).

Sabin acreditava que o surto de poliomielite poderia ser interrompido uma vez que a
cadeia de transmissdo do virus pudesse ser quebrada, e acreditava que a vacina oral poderia
quebrar essa cadeia de transmissdo pela capacidade de prevengdo da replicagdo do virus no
intestino. Em 1960, tentou chamar atencdo da Organizagdo Internacional da Satde para
distribuir a vacina oral para todos os paises com a finalidade de ajudar os paises que nao
tinham meios de eliminar a doenca. Nao obteve sucesso. Assim, Sabin doou os direitos
autorais da vacina para a Organizagdo Mundial de Saiude para que esta divulgasse seus planos

de vacinagao coletiva (HAMPTON, 2009).

4.2 - A VACINA

No Brasil, a Vacina Oral contra a Poliomielite (VOP) ¢ utilizada no programa de
imunizag¢do infantil. As vantagens da utilizacdo da vacina Sabin s3o a simplicidade de
administra¢do, principalmente em criangas, ja que ¢ uma vacina oral e, a capacidade de
proporcionar imunizagao passiva das pessoas de convivio da crianga (BRASIL, 2003).

A vacina Sabin ¢ trivalente, ou seja, contém os trés sorotipos do virus atenuados. O
seu efeito imune tem tempo prolongado e induz no individuo imunizado a formagao de
anticorpos IgA, comecando a agir no intestino, conferindo imunidade intestinal
(INFORMACAO ORAL®). Além disso, ela confere imunizacdo passiva, que se da pela
liberagdo de particulas virais pelas fezes e via oral que irdo imunizar as pessoas do convivio
direto, e imunizagdo do ambiente, uma vez que essas particulas virais irdo se depositar no
ambiente, assim impedindo que o virus se propague no ambiente (LOPES et al, 2012, apud,
SILVA 2000; BRASIL, 2003).

A vacina Sabin ¢ armazenada em frascos que contém de 20 a 25 doses, e ¢

administrada oralmente aplicando-se duas gotas (0,1 mL) proporcionando boa aceitacdo pelas

> Informagdes coletadas durante aula de Cultura de Células e em conversa com professora
pesquisadora do Laboratorio de Vigilancia em Saude na Escola Politécnica de Satde Joaquim
Venancio.
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criangas, que compdem o publico da campanha de vacinagdo (BRASIL, 2003). O programa
de vacinacdo contra a poliomielite consiste na vacinacdo de crian¢as de um a cinco anos de

idade anualmente, para prevenir o contagio cruzado (BRASIL, 1988).

® A
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0

Figura 9: Z¢ gotinha, simbolo nacional do Programa de Vacinacio contra a Poliomielite no Brasil.

Fonte: www.uipi.com.br

A vacina oral ¢ composta pelo poliovirus atenuado, ou seja, o virus estd vivo, porém
perdeu sua capacidade de infeccdo apos diversas passagens por cultura de células animais que
ele ndo infectaria normalmente e, dessa forma, o virus perde a capacidade de infecgdo. Pode
causar febre como reagdo de resposta da vacina INFORMACAO ORALY).

Por ter o virus atenuado, a vacina precisa ser conservada de forma adequada, caso
contrario, a vacina perde sua eficacia. Diversos fatores podem interferir na eficécia da vacina,
entre eles, mas condi¢des de conservagdo, pH, aplicacdo incorreta e interferéncia de outros
enterovirus. A temperatura implica na conservagdo da vacina, uma vez que o virus € inativado
em temperaturas acima de 55°C, e o pH deve estar entre 6 ¢ 6,8 (BRASIL, 1988; PLOTKIN E
EDWARD, 1972).

Basicamente, a vacina deve ser mantida num periodo de dois anos € um ano,
respectivamente, em temperaturas entre -25°C e -15°C. Em outros casos a vacina também ¢
mantida num periodo de trés meses e um més, respectivamente, em temperaturas entre 4°C e

8°C. Porém, a vacina ainda pode ser mantida em temperaturas até¢ 50°C (BRASIL, 1988).

¢ Informagdes coletadas durante aula de Cultura de Células na Escola Politécnica de Saude
Joaquim Venancio.
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A vacina oral pode causar um efeito adverso, do qual pode acarretar reversdo de
viruléncia causando a doenca na crianca vacinada ou em alguma pessoa do seu convivio,
devido a presenca do virus vivo (BRASIL, 2003).

Na crianga vacinada, o quadro de infec¢do apresenta febre aguda seguida da paralisia
flacida e pode ocorrer dentro de 4 a 40 dias apos a vacinagao, e apresentando sequelas apos 60
dias do inicio do quadro. O mesmo pode acontecer com uma pessoa do convivio da crianga,
entretanto, o quadro pode aparecer num intervalo maior, de 4 a 85 dias, e apresentando

sequelas no mesmo intervalo de tempo (BRASIL, 2003).

4.2.1 — Fatores que inviabilizam a administra¢ao da vacina Sabin

A vacina oral ndo deve ser administrada caso a crianga apresente quadro intenso de
vOomito e/ou diarreia, uma vez que impede a fixacdo e multiplicacdo do virus vacinal no
organismo. Também ndo deve ser administrada em casos de criangas imunodeprimidas, nem
que tenham contato com pessoas com imunodeficiéncia, pois estes ndo sdo capazes de
desenvolver anticorpos, € ao serem vacinados, ou entrarem em contado com o virus atenuado,
poderdo se infectar e desenvolver a poliomielite (BRASIL, 2003).

Como modo alternativo de vacinag¢@o contra a poliomielite, ¢ administrada a Vacina
Inativada contra a Poliomielite (VIP), criada por Jonas Salk. Ela ¢ administrada por via
intramuscular. A vacina ¢ composta pelo virus da poliomielite inativado, descartando a
possibilidade de replicacdo viral, nem o aparecimento da doenga, o que a torna eficaz na
imunizac¢ao de imunodeprimidos (BRASIL, 2003).

A vacina Salk estimula o sistema imunologico a partir de células humorais induzindo
imunidade primaria ao individuo vacinado (LOPES et al, 2012, apud, SILVA 2000). Por
outro lado ¢ desvantajosa, pois a vacina ndo disponibiliza a disseminagdo do virus vacinal no
ambiente, pois ndo induz imunidade intestinal por ter formagdo exclusiva de anticorpos
humorais Contudo, a vacina reduz a replicacdo do virus na faringe, reduzindo a transmissao
da doenca pela via oral. (BRASIL, 2003).

Entretanto, o grande fator para a escolha da Sabin e nao da Salk no Programa Nacional
de Imunizagao ¢ o fato de a Salk ser aplicada via intramuscular, sendo de dificil administragao
em criancas, enquanto a via oral ¢ muito mais fécil e aceitavel, tanto pelo publico infantil

como pelos pais (LOPES et al, 2012, apud, SILVA 2000).



23

A vacina inativada ¢ utilizada para imunizar adultos que ndo foram imunizados
quando crianca pela Sabin, pois esta pode causar uma poliomielite imune a propria vacina em
adultos. O virus ¢ inativado com o formaldeido e pode ficar armazenado na geladeira durante
dois anos. Nao ha reversao de viruléncia, porém, causa inflamag¢ao no local da inoculacdo da

vacina como efeito colateral INFORMACAO ORAL).

4.3 —PRODUCAO DA VACINA

A produgdo da Vacina Oral contra a Poliomielite (VOP) ¢ uma produ¢ao limpa, de
baixo custo e segura, seguindo padrdes pré-estabelecidos, respeitando as Boas Praticas Para
Fabricagdao de Medicamentos (ANVISA, 2003).

Sua producdo utiliza a Célula Vero como substrato inicial para o isolamento do
poliovirus (SANTOS, 2008). Na Pasteur Merieux Connaught (Instituto Pasteur) a Célula Vero
vem sendo usada desde 1982 na produgdo da vacina oral (MONTAGON; VINCENT-
FALQUET; SALUZZO, 1999).

A Vacina Oral ¢ produzida tendo como componentes os trés sorotipos atenuados do
poliovirus e cloreto de magnésio (MgCl,), que assegura a estabilidade da vacina em altas
temperaturas (PLOTKIN E EDWARD, 1972). A concentragdo de particulas virais de cada
sorotipo presente na vacina esta em 1.000.000 DICIT® 50 para o poliovirus tipo I, 100.000
DICIT 50 para o tipo II e 600.000 DICIT 50 para o tipo trés (wWww.vacinas.org).

O MgCl, ¢ o principal responsavel pela estabilidade da vacina em temperaturas de até
50°C, sem perder seu eficacia, podendo ficar sem refrigeracdo durante um determinado
tempo. O pH da vacina estabilizada deve se manter entre 6.4 a 6.8 (PLOTKIN E EDWARD,
1972).

5 — CELULA VERO

5.1 - HISTORICO

" Informagdes coletadas durante aula de Cultura de Células na Escola Politécnica de Satde
Joaquim Venancio.
¥ Dose infecciosa citopatica. Sdo as doses que podem infectar o tecido, nesse caso 50%.
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A célula Vero (figura 10) ¢ uma célula extraida do rim do Macaco Verde Africano
(Cercopithecus aethiops) e transformada laboratorialmente pelos Japoneses Y. Yasumura e Y.
Kawakita, em 27 de Mar¢o de 1962 na Chiba University no Japao, tornando-a uma célula
imortal (SHEETS, 2000). Essa célula ¢ sensivel a arbovirus, SV-40, adenovirus de simios,
poliovirus, entre outros. Foi utilizada inicialmente para produg¢do de vacinas contra a
poliomielite (SANTOS, 2008). E tem sido utilizada até hoje extensivamente em ensaios de

placas e para replicagdo de virus (SHEETS, 2000).

ATCC Number: CCL-81
Designation: Vero

e . ol \
Low Density Scale Bar=100um  High Density Scale Bar = 100pm

Figura 10 — Cultura de célula Vero.

Fonte: www.atcc.org.

As caracterizagdes iniciais da célula Vero como substrato para producdo de vacina
foram realizadas pelo Instituto Mérieux, atualmente conhecido como Aventis Pasteur
(MONTAGON; VINCENT-FALQUET; SALUZZO, 1999). Este ¢ licenciado para produzir a
vacina com o poliovirus atenuado (VOP), a vacina com o virus inativado (VIP) e a vacina
contra a raiva utilizando célula Vero, desde a década de 1980 (SHEETS, 2000).

O motivo da utilizacdo da célula Vero ao invés do uso de células primarias de macaco
consiste no fato de que a célula Vero, por ser uma célula com caracteristicas definidas, se

torna mais facilmente um substrato (MONTAGON; VINCENT-FALQUET, 1998).
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No caso de culturas de células recentemente inicializadas de macacos selvagens isso
nao ¢ possivel. Além do mais, o uso de animais em grande escala se torna complicado em
questdes éticas e econdmicas. Devido as suas caracteristicas de crescimento, a célula Vero ¢
de facil adaptagdo para o cultivo em biorreatores e fornece constante e alto rendimento de
virus (SHEETS, 2000). Porém, a cultura em células Vero também apresenta desvantagens.
Por ser uma célula imortal. A célula Vero pode contaminar o individuo vacinado com a
vacina com DNA alterado. Por esse motivo, ¢ exigido que apenas 10 mg de DNA viral para

cada mL de vacina.’

5.2 - CARACTERIZACAO DA CELULA VERO

Quando se seleciona uma linhagem celular com caracteristicas especificas ha a
necessidade de se estabelecer um padrao para o mesmo. Com esse objetivo, foram criados os
bancos de células, que tém como funcionalidade facilitar a identificagdo, compra e venda
dessas linhagens, assim como controlar o acesso a elas. Estes bancos de célula foram e ainda
sao criados em todos os continentes (PERES; CURIS, 2005).

A Célula Vero ¢ uma célula de tecido epitelial, e seu crescimento em meio de cultura ¢
aderente. E necessario que o banco de células Vero seja conservado em nitrogénio liquido
para manter a sua viabilidade. Nao deve ser armazenada em ambientes com temperaturas a -
70°C, pois podem perder a sua viabilidade (ATCC).

Devido a essa limitagao do banco de células e aos fatores contaminantes de um banco
de células, ¢ preciso avaliar o lote de células com a necessidade de saber sua autenticidade,
logo, ¢ imprescindivel que seja feita a sua caracterizagdo. Além do mais, a célula é um
substrato importante na fabricacdo de vacinas, e, assim como todo o processo, a validade da
célula também deve ser garantida para a fabricacdo de medicamentos (ANVISA, 2003).

Essas regras de boas praticas na fabricacdo de medicamentos estdao inseridas na RDC
201, seguindo as leis n° 6.360, de 23 de setembro de 1976 e n°® 9.782, de 26 de janeiro de
1999, e estabelecem as etapas de fabricacdo, assim como as normas de qualidade a serem

seguidas (ANVISA, 2003)

? Informagdes Orais.
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5.2.1 — Testes Utilizados na Caracterizacao de Células

Grande parte dos testes utilizados na caracterizagdo da célula Vero foram promulgados
em documentos pelo Centro para Avaliagdo e Pesquisa Biologica (CBER)" no Points to
Conside (PTC)" ou pela Conferencia Internacional de Harmonizagdo (IHC)"™ esses
documentos recomendam que as linhagens de células utilizadas na producao de produtos
biolégicos sejam separados em diferentes bancos, e que cada um seja caracterizado pelas
caracteristicas de crescimento, identidade, doador, pureza e capacidade de criar tumores
(SHEETS, 2000)

Os testes utilizados para caracterizacao de crescimento da célula Vero confirmam se o
banco de células realmente ¢ o que se supde. Os testes sdo: tempo de replica¢do, aparéncia
morfoldgica, passagem de nivel e estabilidade em gene externo, se necessario. Os testes de
identidade incluem a analise da isoenzima e a cariotipagem' para confirmar a espécie, o
género do doador e o nimero de cromossomos, que nesse caso ¢ observado se a célula ¢
diploide ou aneuploide ' (STANCEY et al, 1992).

O DNA fingerprinting ¢ um teste utilizado que identifica a célula em estudo. Esse teste
dard a certeza da linhagem da culula. (WEBB, DEBENHAM, 1991).

A pureza de um banco de células é dada quando ndo possui nenhum contaminante
externo como contaminagao por bactérias, fungos ou virus e se estd livre de micoplasma e de
Mycobacterium tuberculosis (caso necessario), garantindo a esterilidade do banco de células.
Para certificar-se que ndo ha presenca de micoplasma sdo feitos testes em caldo e 4gar para
micoplasmas possiveis de cultivar e indicador de cultura de células para micoplasmas ndo
cultivaveis. O Mycobacterium tuberculosis pode ser detectado por cultura in vivo em porco
sendo feitos seis testes por semana, além destes, também ¢ possivel a realizagdo de PCR
(SHEETS, 2000). Além dos testes em cultura, o ATCC indica o teste de Hoechst para a

indicacdo de micoplasma, que emprega uma ligacao de fluorcromo de DNA-binding (ATCC).

' CBER: Centro que regulariza produtos bioldgicos para uso humano sob as leis federais

" PTC: Pontos a serem considerados em pesquisas biologicas.

2 ICH: Organizagdo da qual uniformiza a interpretacdo das diretrizes e requisitos técnicos
para registro de produtos farmacéuticos em pesquisas e desenvolvimento de medicamentos

B Cariotipagem: analisa a quantidade e a estrutura dos cromossomos em uma célula (de
caridtipo: conjunto de cromossomos em uma célula).

* Aneuploide: Quando o nimero de cromossomos da célula ¢ alterado em comparagdo ao
nimero de cromossomos normal da espécie
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Existem diversos testes para identificagdo de virus contaminantes na cultura de célula,
tais quais detectam diferentes tipos de virus. Estes testes podem ser in vitro (em cultura de
tecido), in vivo, testes para producdo de anticorpos, testes para retrovirus e testes para virus
especificos (SHEETS, 2000).

Os testes in vitro sao recomendados por serem feitos adicionando-se o sobrenadante
das células a serem testadas sobre culturas de monocamadas de células diploides humanas,
células do rim e células da mesma espécie e tipo de tecido. No final do periodo de observagao
(normalmente duas semanas), as culturas sdo testadas por hemadsor¢do'® ou hemaglutinagio'
usando hemacias de diversas espécies, incluindo de galinhas, porcos ¢ humano (SHEETS,
2000).

Os testes in vivo sdo recomendados para serem feitos por injecao de fluidos de cultura
ou células lisadas em camundongos adultos e recém-nascidos e em ovos de galinha
embrionados. Os testes feitos em camundongos injetam um volume especifico intracerebral e
intraperitoneal com um terminal de sobrevivéncia durante o periodo de observacdo. O teste
realizado com ovos embrionados envolve a injecdo de um volume especifico dentro do
liquido alantoide ou na gema (SHEETS, 2000).

Os testes para retrovirus incluem microscopia eletronica de transmissdo (MET),
transcriptase reversa e testes de infeccdo. A microscopia eletronica de transmissdo € um teste
capaz de detectar contaminagdo grande em células contaminadas com virus ou outros
contaminantes. Os testes utilizando a transcriptase reversa incluem um teste convencional
usando modelos de polinucleotideo na presenga de magnésio e manganés, ou testes de PCR,
que sdo significantemente mais sensiveis (SHEETS, 2000).

Os testes para detecg@o de virus especificos sdo feitos para os seguintes virus: Epstein
Barr, citomegalovirus, hepatite B e hepatite C, papilomavirus, adenovirus e Herpes virus 6 e
7. Os testes sdo feitos utilizando PCR. Os testes para verificar a capacidade de criar tumores

sdo feitas em espécies que contenham 10 células/animal (SHEETS, 2000).

5.2.2 — Identificacao da Célula Vero

Os testes com a linhagem da célula Vero que confirmam sua autenticidade como

aneuploide, incluem lactato desidrogenase, fosfo-gluconato desidrogenase e glicose fosfato

" Hamadsorgdo: agregagdo de eritrocitos a superficie de células animais, em meio de cultura,
apos infecgdo por virus (www.pdamed.com).
'* Hemaglutinagdo: agregagéo de eritrdcitos por anticorpo ou virus (www.pdamed.com).
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isomerase. Essas andlises isoenzimaticas confirmam que a célula Vero foi extraida do Macaco
Verde Africano (Cercopithecus aethiops) e diferente de outras linhagens das quais derivam de

tecidos humanos (SHEETS, 2000).

6 — CONSIDERACOES FINAIS

E possivel conclui que a poliomielite ¢ uma doenga grave e que merece total atencao

por parte da comunidade de satide, mesmo apds sua erradicacdo. E uma doenca de facil
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disseminagdo, pois, uma vez infectando um individuo ela ¢ transmitida facilmente por via
oral-oral e oral-fecal, principalmente em criangas, ganhando grandes propor¢des em um
espaco pequeno de tempo. Além do mais, a disseminacdo do virus € facilitada por diversos
fatores, sdo eles: seu tamanho, que por ser um virus pequeno possui mais facilidade de
propagagao; o clima, pois sua disseminacao se dd melhor em climas tropicais. Outro fato que
torna a doenca grave ¢ o efeito colateral que ela apresenta, pois pode causar uma paralisia
flacida dos membros inferiores, ou seja, uma deformacdo em um dos membros.

Pode-se constatar que a disseminagdo da doenca ¢ facilitada em locais que ndo
possuam acesso a saneamento basico e com grande populacdo, vide que a epidemia tomou
grandes propor¢cdes em meados do século XIX, século em que ocorreu um aumento
populacional nos grandes centros urbanos e que o saneamento basico ndo era uma questao
primordial. Esses fatos elevam a doenga a um problema de satde publica. Desde entdo a
doenca despertou interesses de varios cientistas, tendo diferentes estudos sobre ela e cada vez
mais atualizados. A doenca se manteve em alta incidéncia até meados da década de 1980,
quando Albert Sabin promove um programa de vacinagdo em massa com a vacina oral contra
a poliomielite (VOP).

A VOP foi de total importancia na erradicacdo da doenga, pois, além de conter os trés
sorotipos da doenga, ¢ uma vacina de facil administracdo em seu publico alvo, ou seja,
criangas, ganhando grande aceitacdo por parte delas e até de seus responsaveis. Além do mais,
a vacina proporciona a imunizagdo passiva do ambiente e das pessoas de convivio direto com
a crianga vacinada, esse fator foi de grande importancia uma vez que foi responsavel pela
imunizacdo em grande parte da populagdo. Contudo, alguns fatores inviabilizam a sua
utilizacdo e, nesses casos, ¢ utilizada a vacina Salk, uma vacina alternativa no programa de
erradicacdo da doenca.

Também foi possivel concluir que a produgdo da vacina da poliomielite utilizando a
célula Vero se mostra eficaz e de grande importancia em todos os sentidos.

E uma produgio limpa, segura e, principalmente, de baixo custo, fator que auxilia na
grande produgdo e distribuicdo da vacina, podendo ser distribuida mundialmente em
quantidades necessarias para a vacinagao de toda a populagdo. A producdo ¢ feita com os trés
sorotipos da vacina, assim, a imunizagdo se d4 mais completa, uma vez que o individuo cria
imunidade para diferentes sorotipos, adquirindo total seguranga contra a contaminagao.

A utilizacdo das células Vero na producao da vacina oral ¢ de grande importancia, pois

ela possui grande crescimento em diferentes meios e apresenta caracteristicas de crescimento
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que possibilitam a facil adaptagdo em biorreatores e alto rendimento de produgdo. Além do
mais, a utilizacdo de um meio de cultura de células na produg¢do da vacina ¢ viavel, pois
apresenta caracteristicas fixas e definidas a tornando um substrato, o que seria impossivel em

células recém iniciadas de macacos.
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