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RESUMO

O Interferon alfa 2b recombinante corresponde ao interferon (IFN) alfa que
pertence a subfamilia do tipo I, sendo seu uso principal no tratamento da hepatite C.
Dentre os ensaios preconizados para o controle da qualidade, o ensaio de poténcia
do INF tem por objeto constatar se essa proteina é capaz de conter a replicacdo
viral. O INCQS realiza o controle de todos os lotes requeridos pelo Ministério da
Saude, no entanto, ndo ha avaliacdo da poténcia deste imunobioldgico, apenas a
andlise documental dos lotes é feita. Neste contexto, o objetivo geral do presente
projeto foi desenvolver um novo ensaio biolégico para determinar a poténcia relativa
de IFNs baseado na formacdo de intermediarios fosforilados e proteinas
relacionadas com a atividade antiviral do IFN alfa. Para tal realizamos: a
padronizacdo de um ensaio antiviral em duas linhagens celulares (Hep2C e HepG2)
medindo a viabilidade celular através do MTT; a avaliacdo tanto da DEsy quanto da
poténcia relativa nas duas linhagens e a comparacdo dos resultados obtidos; a
otimizacdo de um ensaio de poténcia mensurando o STAT1 fosforilado por
citometria de fluxo utilizando a preparacéo da referéncia internacional do IFN; a
comparacao dos resultados obtidos com as linhagens Hep2C e HepG2 nos ensaios
com pSTAT1; a comparacdo da metodologia utilizando o pSTAT1 com 0 ensaio
antiviral e por fim a verificacdo da viabilidade de um ensaio de poténcia para o IFN
utilizando a enzima 2’-5° OAS como desfecho. Sumariamente, as duas linhagens
demonstraram boa viabilidade para uso nos ensaios antivirais, entretanto, a célula
Hep2C respondeu melhor ao ensaio do pSTAT1, nas condi¢cdes experimentais
realizadas. A linhagem celular HepG2 apresentou resultados promissores para a
utilizacao da 2°-5" OAS como um possivel candidato para um ensaio de poténcia, no
entanto, esses resultados precisam ser confirmados e uma curva dose-dependente

ainda deve ser estabelecida.

Palavras-chave: Interferon tipo 1. pSTAT1. 2°-5"OAS. Hep2c. HepG2



ABSTRACT

Interferon alpha 2b recombinant equals interferon (IFN) alpha and belongs to
INF type | subfamily. Its main use as a therapeutic is on the treatment of hepatitis C.
Among the assays recommended for quality control, the potency assay is often an
effort to determine whether this cytokine is able to contain viral replication. INCQS
performs the control of all batches required by the Ministry of Health, however, there
is no evaluation of the potency of this immunobiological drug, and just the document
analysis is made. In this context, the aim of this project was to develop a new
bioassay to determine the relative potency of IFNs based on the stimulation and
transcription of intracellular phosphorylated intermediates and proteins related to the
antiviral activity of IFN alpha. For this purpose we performed: the standardization of
an antiviral assay in two cell lines (HepG2 and Hep2C) measuring cell viability by
MTT, evaluating both the ED50 as the relative potency in both lineages and
compared the results obtained; the optimization of a test measuring the INF's
potency through phosphorylated STAT1 by flow cytometry using the international
reference preparation of IFN; the comparison of the results obtained with both Hep2C
and HepG2 in the pSTAT1 potency assay; the comparison of the methodology using
the antiviral assay with the pSTAT1 and finally the verification of the viability of a
potency assay for IFN using the enzyme 2'-5 'OAS as the end point. To the point, the
two lineages showed good viability in antiviral assays, but only the Hep2C lineage
showed a good response for the p-STAT1 assay, under our experimental conditions.
The HepG2 cells presented promising results in the use of 2'-5'OAS as a candidate
of a new endpoint for an INF potency assay. The latest, however, need to be

confirmed and a dose-dependent curve must still be established.

Key words: Interferon type 1. pSTATL1. 2°-5' OAS. Hep2C. HepG2.
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1. INTRODUCAO

1.1 - ASPECTOS GERAIS

Na década de 70, o advento da tecnologia do DNA recombinante e a tecnologia
do anticorpo monoclonal impactaram fortemente na producdo de proteinas e
peptideos de interesse farmacéutico. A possibilidade de introducdo de genes que
codificam proteinas de interesse farmacéutico em bactérias foi o inicio de uma nova
era nas ciéncias biologicas. Alguns exemplos de medicamentos de uso clinico
produzidos por esta tecnologia séo: insulina (hormonio utilizado no tratamento da
diabetes), horménio do crescimento (utilizado no tratamento do nanismo), 0s
interferons alfa, beta e gama (citocinas inicialmente utilizadas na terapia do cancer),
eritropoetina (citocina utilizada no tratamento da anemia), entre outros (FROKJAER,
2000).

Os interferons (IFNs) séo citocinas potentes que sao sintetizadas por células em
resposta a diversos indutores, trazendo alteragdes bioquimicas as quais induzem um
estado antiviral nas células de mesma espécie. Além da sua agédo antiviral, os IFNs
podem atuar na modulacdo do sistema imune, na diferenciacdo e crescimento
celular (SARKAR, 2003).

A designacéo coletiva dos interferons é baseada em sua capacidade de interferir
na replicacdo viral de uma gama de virus atuantes em mamiferos (STEWART,
1979). H& trés subfamilias de interferons descritas, sendo denominadas como
Interferon tipo I, 1l e lll. O interferon de interesse nesse projeto pertence a subfamilia
do Tipo | sendo o IFN leucocitario, uma mistura de 12 proteinas distintas, porém
estruturalmente relacionadas, conhecidas como “subtipos IFN-a”, contendo 165 —
166 aminoacidos (NAGATA et al., 1980; revisado por MEAGER, 1998 a,b; ALLEN e
DIAZ, 1996).

O Interferon alfa 2b é utilizado como terdpico no tratamento de uma série de
enfermidades, como a papilomatose respiratéria recorrente (DEUNAS et al., 1997),
condiloma aculminado (DIAZ DE LA ROCHA, 1997), hepatite B cronica (FROUTAN
PISHBIJARY et al., 2001), leucemia miel6ide crénica (SVARCH et al., 1996),
tricoleucemia (QUESADA et al.,, 1986), sendo que o principal uso clinico dos
Interferons recombinantes € no tratamento da hepatite C.

Estima-se que existam, no mundo, mais de 170 milhdes de pessoas

contaminadas pelo virus da hepatite C (VHC) na forma crénica da doenca (WHO,
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2012). No Brasil, segundo dados divulgados pelo Ministério da Saude através do
Boletim epidemioldgico de Hepatites Virais (2011), foram confirmados 69.952 casos
de Hepatite C, entre os anos de 1999 e 2010, sendo 90% desses casos
concentrados nas regides sudeste e sul do pais, como observado no mapa
disponibilizado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o Brasil esta entre os
paises com uma alta taxa de prevaléncia da doencga, 2,5 a 10% de casos. (figura 1).
A hepatite C € considerada a principal causa de doenca hepatica bem como de
transplante hepatico nos Estados Unidos, podendo evoluir para cirrose (20% a 40%

dos casos) e carcinoma hepatocelular (2,5% dos casos) (LAUER, 2001).

Frevaléncia de infecgles
[~ QNI
=3 25-10%

C 1-25% FontesOMS 2004

Figura 1- Distribuicdo mundial do virus da Hepatite C, segundo dados da Organizacdo

mundial de saude no ano de 2004.

As pesquisas sobre tratamentos para a hepatite C aumentaram quando, em
1989, seu virus foi isolado e identificado como o principal responsavel pelas
hepatites pos-transfusionais ndo-A e nao-B (CHOO et al, 1989). Em 1997, um
consenso americano National Institutes of Health Consensus Development
Conference Panel Statement, estabeleceu o uso do interferon alfa para tratamento
da hepatite C crbnica, sendo 0 sucesso da terapia relacionado a resposta

sustentada, compreendida como a auséncia de RNA viral apds seis meses de
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tratamento. (KJAERGARD et al., 2001; KJAERGARD et al., 2002; MYERS et al.,
2002; POYNARD et al., 1996).

1.2 TRATAMENTO COM IFN NOS CASOS DE HEPATITE C.

Atualmente estdo disponiveis no Brasil o IFN convencional e a ribavirina (RBV),
ambos de producdo nacional, e o interferon peguilado (PEG-IFN) alfa-2a e alfa-2b,
produzidos por diferentes companhias farmacéuticas. O Interferon peguilado (PEG-
IFN) se diferencia do Interferon convencional devido a adicdo de uma molécula de
polietilenoglicol (PEG) em sua estrutura (BRUNO et al, 2012), o que dificulta sua
depuracéo renal, aumentando a meia-vida sérica do biofarmaco no organismo.

Segundo protocolo e diretrizes terapéuticas recomendadas pelo Ministério da
saude (2011), pacientes portadores de hepatite C aguda, devem ser tratados através
de uma monoterapia com IFN convencional em dose diaria de inducédo (alfa-2a na
dose de 6000000 Ul/ml ou alfa-2b na dose de 5000000 Ul/ml), por via subcutanea
ou IFN convencional alfa-2a ou 2b, 3000000 Ul/ml associado a Ribavirina por via
oral no caso de pacientes com maior intolerancia ou ma adeséo a doses elevadas
de IFN.

O tratamento adotado para os casos de Hepatite crénica varia de acordo com o
genatipo viral envolvido na doenca. Nos casos de pacientes portadores do genoétipo
1 é indicado o tratamento com a associacdo de PEG-IFN + RBV. Pacientes com
gendtipo 2 ou 3 de hepatite C crbnica tem como esquema de tratamento
recomendado, na inexisténcia de fatores preditores de baixa resposta viral
sustentada (RVS), como manifestacfes clinicas de cirrose hepética e alta carga
viral, a associacdo de IFN convencional e RBV, no caso da existéncia de fatores que
levam a uma baixa RVS, a associacdo de PEG-IFN + RBV é o mais indicado. O
esquema terapéutico de tratamento dos pacientes com genoétipos 4 e 5 é a
associacédo de PEG-IFN + RBV. Em casos de co-infeccéo da hepatite C com outros

virus, como HIV, o PEG-IFN associado a ribavirina € o mais indicado (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema de tratamento com Interferon convencional ou peguilado indicado para
portadores do virus da Hepatite C de acordo com a fase da doenca (aguda ou crdnica),
segundo protocolo e diretrizes terapéuticas recomendadas pelo Ministério da saude.

1.3 - ATIVIDADE BIOLOGICA E MECANISMO DE ACAO DOS INTERFERONS

A resposta biolégica ao interferon é iniciada através da ligacédo especifica desta
proteina com receptores de superficie celular e subsequente ativacdo de uma via de
transducdo de sinal citoplasmatica. Este sinal resulta na transcricdo de “genes
induziveis por IFN” (SEN e LENGYEL, 1992; STARK et al., 1998). Atualmente a
atividade antiviral é vista como apenas um dentre os varios efeitos induzidos pelo
interferon. O interferon € capaz de inibir proliferacdo de células, regular a
diferenciacéo celular e as atividades da funcao celular e modular o sistema imune. A
cascata de transducdo de sinal inicia-se pelos elementos citoplasmaticos conhecidos
como janus cinases (JAKs) e cinases tirosino-especificas (TYKs), as quais, quando
ativadas fosforilam proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de transcricdo
(STATSs, Figura 3). Apos dimerizacao, as STATSs translocam-se em direcdo ao nucleo
celular onde atuardo como fatores de transcricao, levando a expresséo de diversas
proteinas, como: PKR, Mx e 2"-5"0OAS.(IHLE e KERR, 1995; STARK et al. 1998).
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Modificado de Sadler, A. & Willians, B. Interferon-inducible antiviral effectors. Nature reviews — Immunology. (8): 559-568
(2008).

Figura 3- Sinalizacdo através dos receptores de IFN. Apés a interacédo do IFN tipo | com seu
receptor formado por duas cadeias protéicas (IFNAR1-IFNAR2), proteinas quinases (TYK2 e
JAK1) pré-ancoradas as porgdes citoplasméaticas do receptor fosforilam o proprio receptor
gque desencadeia o recrutamento e a ativacdo de STATs. Quando ativadas, as STATs se
organizam em heterodimeros de STAT1-STAT2 permitindo desta forma a interagdo com o
fator 9 de regulacdo do IFN (IRF9). O complexo resultante formado (fator 3 de estimulag&o
génica do IFN, ISGF3) é translocado ao nucleo e interage com o elemento de resposta ao
IFN (ISRE) induzindo a transcricdo de diversos genes induziveis por IFN (ISGs) e
consequentemente leva a expresséo de proteinas efetoras antivirais que conferem protecéo
contra infecgdo. IFN tipo Ill interage com seu receptor também formado por duas cadeias
protéicas (IL-10R2-IFNLR1) e compartilha da mesma via de transducéo dos IFN tipo | para a
expressao de proteinas efetoras antivirais.
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1.3 - ATIVIDADE ANTIVIRAL

Foram identificadas varias proteinas com papel importante na supressédo da
propagacdo viral, entre elas, a 2'- 5°0Oligoadenilato sintetase (2’-5° OAS) uma
proteina induzida por interferon, que catalisa a formacdo de um oligonucleotideo
incomum, ppp (A2’p)nA (2-5A), necessario para ativar uma endonuclease latente
(RNase L), a qual degrada RNAs mensageiros virais (LENGYEL, 1982; SAMUEL,
1987; STAEHELI, 1990) necessarios para a replicacdo citoplasmatica de pequenos
virus de RNA (Picornaviridae), tais como o virus da encefalomiocardite murina
(EMCV) e o virus MENGO (RICE et al., 1985). Além da 2°-5" OAS, outras proteinas
efetoras antivirais sdo também induzidas ao final da cascata de IFN, tais como Mx,
PKR, entre outras. (STEVENSON et al,2011; STARK et al,1998). Destarte, estas
proteinas podem ser induzidas diferencialmente de acordo com tipo de célula

estimulada pelo IFN.

1.3.1- O efetor antiviral 2°-5" OAS

Dentre as varias proteinas identificadas com papel importante na atividade
antiviral induzida pelo Interferon, a 2°- 5° OAS faz parte de uma familia multigénica
que compreende 4 genes em humanos: OAS1, OAS2, OAS3 e OASL
(KRISTIANSEN et al,2011). Esses genes sao localizados no cromossomo 12, nas
regides 12g24.1 e 12g24.2.(HOVNANIAN et al, 1998) e se distinguem quanto a sua

estrutura e proteinas produzidas(Figura 4).
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Retirado Kristiansen et al. The Oligoadenilato Syntethase Family: An ancient protein family with multiple antiviral activities.

Journal of interferon e cytokine research Immunology. Volume 31, n1 (2011).

Figura 4 — Estrutura génica da proteina 2’-5° OAS em humanos. Cada quadrado
representa a unidade basal dessa proteina, dividida em 5 éxons, transcritos na direcédo
Centromero (CEN) — Telémero (TEL).
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Em humanos, ha trés genes funcionais (OAS1, OAS2 e OAS3) que se
diferenciam em 8 a 10 isoformas e um gene nado funcional (OASL) incapaz de
sintetizar 2°-5" OAS (Tabela 1). Devido a suas diferentes isoformas, essas proteinas
podem ser ativadas por diferentes dsRNA virais e ocupar locais distintos na célula
(SILVERMAN, 2007).

Tabela 1 - Descricdo estrutural das isoformas ativas humanas da 2-5 OAS.

Proteina Estrutura Dominios cataliticos
OAS1 Tetrdmero Um
OAS2 Dimero Dois
OAS3 Monémero Um

Modificado de Silverman. Viral encounters with 2°-5"Oligoadenylate Synthetase and RNase L during Interferon antiviral
response. Journal of Imunology, p 17210- 12729, 2007.

bY

Quanto a principal via de acédo antiviral desta enzima, foi descrito que nas
células infectadas e em células vizinhas ap6s a ativagdo ocorrida pela ligagdo do
IFN alfa 2b com seu receptor é gerada uma cascata que culmina na producao de
diversos efetores antivirais, também denominados como receptores de
reconhecimento do patégeno (PRRs), dentre estes a 2°-5° OAS (Figura 5). Com o
reconhecimento de um padrdo molecular associado ao patégeno (PAMP), um
oligonucleotideo é formado pela 2°-5° OAS + PAMP em presenca de ATP como
substrato. Esta estrutura ativa uma endoribonuclease latente (RNase L) e desta
forma a degradacdo de proteinas virais € induzida no interior da célula. Esses
PAMPS podem ser RNAs de dupla-fita virais que incluem intermediarios replicativos
virais (sSRNA), RNA anelado de polaridade oposta e outras estruturas em RNAs de
fita simples (Silverman 2007). Mais especificamente, ao se ligarem e ativarem o PRR
2°-5"0AS presentes nas células, esse fendmeno leva a catalisacdo e a formacgéo de
um oligonucleotideo incomum, ppp (A2’p)nA (2-5A), necessario para ativar a RNase
L (LENGYEL, 1982; SAMUEL, 1987; STAEHELI, 1990).
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Modificado de Silverman. Viral encounters with 2°-5"Oligoadenylate Synthetase and RNase L during Interferon antiviral

response. Journal of Imunology, p 17210- 12729, 2007.

Figura 5- Inducao do sistema 2°-5" OAS/ RNase L em células, através da ligacdo de IFN
ao seu receptor e reconhecimento viral. PPi - pirofosfatase; 2’PDE — 2’fosfodiesterase;

P tase- fosfatase e IFN-R receptor de IFN.

A atividade da oligoadenilato sintetase é significativamente induzida nos estagios
agudos das infeccBes virais com a producdo de Interferon enddgeno nas células
(PAWLOSTKY et al, 1996).
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1.3.2 Vias induziveis pelo IFN alfa

Recentemente, foi descrito na literatura que em determinados tipos celulares os
IFNs seriam capazes de induzir vias de sinalizacdo, geralmente compreendidas
como vias supressoras (CHAI et al,2011). Estas seriam capazes, em células L929
(células de fibroblasto murino), de interferir na fosforilagdo do STAT1 de forma
indireta, por reduzir os niveis citosélicos de STAT2 (CHRISTIAN, 2009). Em células
HepG2.2.15 foi visto que o IFN é capaz de induzir duas vias distintas de supressao,
PISK-AKT e Raf/MEK/ERK , que atuariam na regulacdo da expressdo génica de
diferentes proteinas induzidas pelo IFN, como 2°-5"0AS, MxA e PKR. O estudo
sugere que a expressao das trés proteinas citadas seria regulada positivamente pela
acdo da via PI3K-AKT, que ao ser blogueada levaria a diminuicdo nos niveis
intracelulares destas proteinas. Em contrapartida, ao analisar a via MEK/ERK, foi
visto que a expressao da proteina MxA é regulada negativamente quando esta via
esta ativada, sendo aumentada quando a via em questédo é bloqueada. A expressao
génica das proteinas 2°-5" OAS e PKR néo sofreria influéncia da via Raf/MEK/ERK.
(CHALY, 2011).

Outros estudos sugerem que a via Raf/MEK/ERK poderia atuar regulando a
expressao das ISGs, atenuar a fosforilagdo de STAT1 e STATZ2 e inibir a expressao
de receptores para IFN (ZHANG et al, 2011; CHRISTIAN et al, 2009) levando a uma

supresséao da resposta antiviral induzida por esta citocina.
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1.4— ATIVIDADE IMUNOMODULADORA

Os interferons sdo conhecidos pela regulacdo positiva (up regulation) de vérias
respostas imunes, dentre elas, o aumento da expressao de moléculas presentes na
superficie celular, como por exemplo, a microglobulina-p2, antigenos do tipo | do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC de classe |) e receptores Fc (FCR)
de imunoglobulinas G (IgG), envolvidas no reconhecimento imune (HERON et al.,
1978; FELLOUS et al, 1979; HOKLAND e BERG, 1981; VOGEL et al, 1983;
DeMAEYER e DeMAEYER-GUINARD, 1988). Tanto o IFN tipo | como o IFN tipo I,
estimulam de forma variada a expressao antigénica do MHC de classe I, mas
somente o IFN tipo Il consegue estimular a sintese “de novo” do antigeno de MHC
de classe Il, HLA-DR, necessario para disparar tanto a imunidade humoral, como a
imunidade mediada por células (GIBSON e KRAMER, 1989; BILIAU, 1996;
DeMAEYER e DeMAEYER-GUINARD, 1988). A expressao de moléculas de adeséao
celular, como a molécula-1 de adesado intracelular (ICAM-1) (BOUILLON e
AUDETTE, 1993; MEAGER, 1996) e outras moléculas marcadoras de superficie
celular, por exemplo, a 9-27/Leul3 (DEBLANDRE et al, 1995; LEVY et al, 1998),
envolvidas na regulacdo da resposta imune e na inflamacdo, sdo também
estimuladas pelo interferon, particularmente o IFN tipo II.

Sendo o interferon uma citocina terapéutica o controle de sua poténcia é
recomendavel e qualquer proteina estimulada por esta citocina pode, teoricamente,

ser uma candidata para mensurar a eficacia da mesma.
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1.5 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

A atividade antiproliferativa dos IFNs em diversas células tem sido associada
ao possivel papel desta citocina no controle da proliferacdo celular (CLEMENS,
2003). Os mecanismos de acdo que envolvem uma atividade antiproliferativa,
podem estar relacionados a uma alteracdo no ciclo celular e/ou inducdo de

apoptose.

1.5.1 Ciclo celular

O ciclo celular € um conjunto de eventos que culmina na mitose e a producéo
de duas células filhas (SCHAFER, 1998). Esse processo € controlado por
mecanismos diferentes, buscando uma correta divisdo celular. (VERMELUEN et al,
2003). A divisdo em células somaticas consiste em dois processos consecutivos:
Interfase (dividida em 3 estagios Gi, S e G,) e fase M (dividida em 4 estagios:
profase, metafase, anafase e teldfase). As fases G; e G, funcionam como uma
espécie de lacuna entre as fases de sintese de DNA e a mitose. Em G; as células se
preparam para que ocorra a sintese de DNA ao entrarem na fase S, apds o
processo de sintese do material genético, as células ingressam na fase G, onde se
preparam para a mitose.(SCHAFER,1998). Células em G; podem entrar em uma
fase conhecida como Gy onde a maior parte das células que ndo estdo em processo

de crescimento e proliferacao celular se encontram (VERMEULEN et al, 2003).

1.5.2 Apoptose

A apoptose é um tipo de morte celular programada, onde nao ocorre
extravasamento de material citoplasmatico da célula, portanto ndo gerando um
processo inflamatério. Destarte, este processo também chamado de morte silenciosa
€ essencial para a manutencdo da homeostase no organismo (BELMOKTAR et al,
2001). Diversos estudos mostram que o IFN alfa é capaz de induzir a morte celular
por esse mecanismo. (PANARETAKIS et al, 2008; CHAWLA-SARKAR et al, 2003).
Durante o processo de apoptose ocorrem diversas alteragcdes na morfologia da
célula, entre elas a translocacéo da fosfatidilserina (PS), uma proteina localizada na
parte interna da membrana citoplasmatica, para a parte externa da membrana
citoplasmatica que, por sua vez, se mantém intacta nas fases iniciais da

apoptose. Ao ser exposta a PS é capaz de se ligar a Anexina V em uma reacao
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calcio dependente, o que possibilita sua quantificagdo por citometria de fluxo
(VERMES et al, 1995).

1.6 — VIGILANCIA SANITARIA E O INTERFERON

A terapia com Interferon recombinante humano se enquadra na melhoria das
condi¢cbes de vida, em primeira linha, de pacientes infectados pelo virus da hepatite
C. Esta terapia tem sido de fato, mundialmente utilizada e previne o
desenvolvimento de complicagcbes decorrentes da hepatite C crbnica, aumentando e
melhorando a sobrevida dos pacientes.

No Brasil, o uso do interferon e do interferon peguilado é coberto pelo
Programa de Medicamentos de Alto Custo de uso Excepcional do Ministério da
Saude. De acordo com o relatério de avaliacdo de programa: Acdo assisténcia para
aquisicao e distribuicdo de medicamentos excepcionais (TRIBUNAL DE CONTAS
DA UNIAO, 2004), os maiores gastos do Ministério da Salde com medicamentos
excepcionais, entre 0os anos de 2001 a 2003, estédo concentrados em tratamentos de
renais cronicos, transplantados, doenca de Gaucher e hepatites B e C, totalizando
57,14% do orcamento destinado as autorizagcbes de procedimento de alto
custo/complexidade — APACs (Tabela 2). O alto gasto com esses medicamentos ndo
se deve apenas ao seu custo elevado, mas pelo amplo nimero de doentes e pela
necessidade de um longo tempo de tratamento para sobrevivéncia desses

pacientes.

Tabela 2 - Porcentagem de autorizacbes de procedimento de alto
custo/complexidade (APACs) destinadas a compra de medicamentos considerados

excepcionais pelo Ministério da Salde nos anos de 2001 a 2003.

Medicamentos excepcionais APACs (%)
Interferon alfa 8,82
Interferon beta 10,73
Interferon alfa peguilado 7,36
Ciclosporina 9,15
Imiglucerase 9,09
Eritropoetina 11,99

Modificado de Brasil. Tribunal de Contas da Unido. Relatério de avaliagdo de programa : Agdo Assisténcia para Aquisicdo e
Distribuicdo de Medicamentos Excepcionais / Tribunal de Contas da Unido, 2004.



31

Uma vez que o interferon vem sendo amplamente utilizado na clinica, este
biofarmaco torna-se um item sob vigilancia sanitaria.

A vigilancia sanitaria articula varios niveis de prevencdo bem como de acbes
terapéuticas, enfatizando o desenvolvimento de um amplo espectro de atividades
que incluem questdes relativas a melhoria de condi¢cbes de vida e saude para
populacao.

No Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) é realizado o
controle da qualidade de medicamentos, alimentos, saneantes, imunobioldgicos e
outros. De fato a legislacdo estabelece que a analise fiscal, a analise de controle e a
andlise prévia de imunobiol6gicos devem ser realizadas em laboratorios oficiais
(Brasil, 1977), portanto a analise fiscal e de controle do interferon recombinante alfa
2b deveria ser realizada no INCQS e em outros laboratérios relacionados a vigilancia
sanitaria (i.e LACENS). Além disso, a portaria conjunta n° 92 (Brasil, 2008) da
Anvisa estabelece como atribuicdes do INCQS, a andlise de imunobiol6gicos
suspeitos de desvio de qualidade e a proposta de novas analises laboratoriais nao
realizadas na rotina diante de eventos adversos. Também seria uma atribuicdo do
instituto, de acordo com a RDC n° 315 (Brasil, 2005) a analise dos trés primeiros
lotes produzidos pelo detentor do registro de qualquer medicamento biolégico, apés
a aprovacao de alteracao do registro do mesmo, quando solicitado pela Unidade de
Produtos Biolégicos e Hemoterapicos (UPBIH) pertencente a ANVISA.

O interferon recombinante humano é um biofarmaco que pode ser classificado
dentre os imunobiolégicos, assim como vacinas, soros e eritropoietina. Dentre 0s
testes realizados, 0 ensaio de poténcia do interferon recombinante humano tem por
objeto constatar se essa proteina € capaz de conter a replicacdo viral. Na pratica o
ensaio é realizado in vitro, em linhagens celulares, onde a atividade do interferon é
avaliada através da capacidade deste de inibir a replicacdo viral em uma
determinada cultura celular (COUNCIL OF EUROPE, 2012).

O INCQS realiza o controle de todos os lotes requeridos pelo Ministério da
Saude, através da avaliacdo de requisitos como aspecto, umidade residual,
esterilidade, identidade da substancia, PH, toxicidade inespecifica, endotoxina,
poténcia e analise de roétulo, entre outros.

Entretanto, a avaliagdo da poténcia deste imunobiologico é realizada através da

analise documental dos lotes.
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A entrada de lotes para analise ocorre quase que anualmente, porém desde
2006 poucas amostras do interferon convencional foram direcionadas para a analise
de controle de qualidade no Instituto (Figura 6), tendo como principal motivo a
introducédo do interferon peguilado no mercado, que passou a ser utilizado como
primeira linha de tratamento dos gendtipos 1, 2, 3 e 4 e em casos de co-infec¢ao
com outros virus, como o HIV, reduzindo o uso do interferon convencional aos casos
agudos da doenca e nos tipos 2 e 3, na inexisténcia de fatores preditores de baixa
resposta viral sustentada (RVS). Além disso, diversos pacientes conseguiram
atraves de decisdes judiciais o direito de utilizar o interferon peguilado nos casos em
que o primeiro tratamento com o interferon convencional néo foi capaz de reduzir os
niveis virais, com base na portaria n°639 do Ministério da Saude ( MINISTERIO DA
SAUDE, 2000).
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Figura 6: Grafico de entrada de amostras para controle de qualidade no INCQS. Dados provenientes

do SGA (Sistema de gerenciamento de amostras).
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Apenas a analise documental da poténcia ndo é satisfatoria, por se tratar de um
biofarmaco amplamente administrado em pacientes em todo pais. Além disso, 0
interferon pode causar inUmeras reacdes adversas de pequena e grande gravidade,
como: dor e eritrema no local da aplicacéo, febre, calafrios, dor de cabeca, mialgia,
fadiga, nausea, vOmitos, diarréia, depressdo, insuficiéncia renal, arritmia,
hipertensdo. Este fato reitera a importancia do controle da qualidade deste
biofarmaco, dado o alto grau de risco na relacdo de efeito esperado e dano causado,
tornando imprescindivel a certeza da eficacia do medicamento antes da sua

aplicacéo.

1.6.1 Ensaios para a avaliagéo da poténcia de IFN.

Todos 0s ensaios bioldégicos que utilizam culturas celulares sdo, por sua
natureza, sensiveis aos tipos celulares utilizados e as condi¢des gerais do ensaio,
podendo sofrer diversas variacdes. Os ensaios bioldgicos de avaliacdo do IFN
necessitam de um padrdo de referéncia para atuar como controle em relacdo as
amostras analisadas. Atualmente, a maioria dos ensaios para a avaliagdo da
poténcia dos interferons sdo baseados em culturas celulares utilizando placas de 96
pocos (MEAGER, 2002).

Os ensaios antivirais avaliam a atividade inibidora do IFN sobre a replicacao viral
em culturas celulares (COUNCIL OF EUROPE, 2012b), podendo ser avaliada e
quantificada de maneiras distintas, como a reducao da producao de particulas virais,
do efeito citopético viral, da formacéo de placas virais, de proteinas e RNA viral, por
exemplo. (GROSSBERG & SEDMAK, 1984; LEWIS, 1987; MEAGER, 1987;
MEAGER, 2003). Esse tipo de ensaio requer um longo tempo experimental, além de
um alto custo para sua realizacdo (MEAGER, 2003). Atualmente, o ensaio antiviral,
também conhecido como ensaio de reducéo do efeito citopético, € preconizado pela
farmacopéia européia para a determinacdo da poténcia relativa do Interferon
(COUNCIL OF EUROPE, 2012b). Podem ser utilizadas na realizacdo desse tipo de
ensaio uma grande variedade de células de mamiferos, como células de carcinoma
pulmonar (A549), carcinoma hepatico (HepG2), glioblastoma (2D9), carcinoma
laringeo (Hep2C), entre outras (MEAGER, 2005), associadas a utilizacdo de um
virus capaz de produzir um efeito litico nas mesmas quando desafiadas, como o

virus estomatite vesicular (VSV), virus da encefalomiocardite murina (EMCV), virus
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Mengo (MV), entre outros. Dessa forma, a poténcia do IFN pode ser estimada pelo
seu efeito protetor contra a infec¢ao viral, comparando a protecdo obtida pelo
tratamento com uma amostra comercial ao padrdo de referéncia utilizado, sendo
expressa em unidades internacionais (Ul).

Outro tipo de ensaio utilizado para a avaliagdo deste biofarmaco é baseado na
sua propriedade antiproliferativa em determinadas células, porém este tipo de ensaio
é altamente variavel por depender da cultura celular utilizada. (BORDEN et al, 1982).
A escolha do tipo celular para este ensaio € fundamental, visto que diversas
linhagens n&o respondem ao tratamento com IFN, se mostrando resistentes ao
efeito antiproliferativo do mesmo (RIGBY et al,1985). O ensaio consiste na utilizacao
de culturas celulares em placas de 96 pocos, que apos a incubacéo com o interferon
sao pulsadas com [3H] timidina e contadas através da captacdo deste composto por
cintilacdo liquida. A poténcia do interferon é estimada a partir da relagdo entre a
linhagem tratada com a amostra de interferon em relacdo ao padrédo (MEAGER,
2002).

Uma série de alternativas aos ensaios antivirais e antiproliferativos tem sido
desenvolvidas com base na deteccdo da expressdo de proteinas induzidas por IFN
ou reducdo de expressdo de antigenos virais em células tratadas através de
imunoensaios. As proteinas de interesse expressas sado detectadas e quantificadas
pela ligacdo de anticorpos monoclonais especificos conjugados com uma enzima
capaz de converter o substrato utilizado em um metabolito corado. Através de um
aparelho de Espectrofotobmetro é realizada a leitura de intensidade da cor obtida
através de um comprimento de onda. Em outros casos, a proteina induzida é
extraida a partir de células e quantificada por um imunoensaio especifico. As
proteinas induzidas por Interferon mais utilizadas nesses tipos de ensaio, sdo
proteinas da superficie celular, como classe | e I MHC (HERON et al, 1978;.
FELLOUS et al, 1979; BILLIAU, 1996; DEMAEYER E DEMAEYER-
GUIGNARD,1998), ICAM-1 e outras moléculas de adesao celular (BOUILLON E
AUDETTE, 1993; MEAGER, 1996), além de proteinas intracelulares com a Mx ou
MxA (MEAGER, 2002).

Proteinas expressas por IFN que possuem atividade biolégica, como 2°-5"OAS,
PKR, podem ser quantificadas através do gene report assay. Atraves da utilizacéo
de um plasmideo com uma sequéncia de DNA de interesse, contendo genes

promotores induzidos por Interferon acoplados a enzimas, como a luciferase €
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possivel transfectar linhagens celulares e verificar a expressdo de uma proteina
atraves da bioluminescéncia utilizando aparelho especifico.

Uma alternativa a esses ensaios seria a quantificacdo da proteina pSTAT1 por
citometria de fluxo, desenvolvido por nosso grupo de trabalho (Oliveira et al, 2012).

Recentemente, foi descrito por Moore e colaboradores (2009), um ensaio
baseado na quantificacdo da expressdao de um gene para deteccdo de anticorpos
neutralizantes, utilizando a PCR ou a técnica do Branched DNA, capaz de quantificar
a expressdo génica do 16mRNA de forma direta, sem a necessidade da extragéo de
RNA e cDNA do material a ser utilizado. A técnica consiste na quantificacdo direta
de RNA em células lisadas, através de etapas sequenciais de hibridizacdo do &acido
nucléico a um conjunto de extensores de captura e sondas de bloqueio que visam
facilitar a amplificacdo de sinal. Acoplado ao branched DNA estdo multiplas
luciferases que auxiliam na deteccdo do gene amplificado através do processo de

bioluminescéncia.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente projeto é desenvolver um novo ensaio biologico

para determinar a poténcia relativa de IFNs baseado na formacéo de intermediarios

fosforilados intracelulares e em fatores relacionados com a atividade antiviral do IFN

alfa. Os objetivos especificos sao:

Padronizar o ensaio antiviral em células HepG2.

Comparar os resultados obtidos com as linhagens Hep2C e HepG2 nos
ensaios antivirais.

Otimizar o ensaio de poténcia mensurando o STAT1 fosforilado por citometria
de fluxo utilizando a preparacéo da referéncia internacional do IFN (NIBSC).
Comparar os resultados obtidos com as linhagens Hep2C e HepG2 nos
ensaios com pSTATI.

Comparar a metodologia utilizando o pSTAT1 com o ensaio antiviral.

Verificar a viabilidade de um ensaio de poténcia para o Interferon detectando

e quantificando a enzima 2’-5° OAS como desfecho.
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3. JUSTIFICATIVA

No trabalho j4 desenvolvido anteriormente através de uma dissertacdo de
mestrado “Estudo da atividade biolégica do Interferon alfa-2b em células Hep2C
para aplicagdo em ensaios de determinacdo de poténcia” (OLIVEIRA, 2010)
padronizamos e descrevemos um ensaio antiviral para avaliar a poténcia do IFN
utilizando células Hep2C e o virus Mengo. O desenvolvimento de uma alternativa ao
ensaio antiviral se justifica, pois a obtencdo e manuseio do virus Mengo nao é
simples, além de requerer muito tempo experimental quando comparamos com 0
mensurar de fatores envolvidos no sinal de transducéo do IFN. A observacédo de um
evento dose-dependente que possa ser mensurado € a base para o
desenvolvimento de um ensaio biologico para a determinagcdo de poténcia relativa
(MEAGER, 2006). Em uma simulacdo de determinacdo de poténcia entre a
preparacao referéncia de IFN alfa-2b e duas preparacdes comerciais, observamos
ainda que o método de citometria de fluxo utilizando anticorpo monoclonal anti-
pSTAT1 utilizando a linhagem celular Hep2C ¢é bastante promissor. Ensaios
adicionais com um numero maior de experimentos em citometria de fluxo, bem como
a utilizacdo de uma linhagem alternativa sdo, no entanto, necessarios para gerar
garantia estatistica. O fato de ja termos obtido bons resultados preliminares
(OLIVEIRA et al, 2012) demonstra a total viabilidade da idéia, bem como do
interesse cientifico nessa metodologia. Além disso, o ensaio disponivel baseado na
inibicdo do efeito citopatico apresenta variabilidade consideravel e alguns
parametros subjetivos para mensurar a poténcia, assim como a demanda do
controle do Interferon alfa 2b recombinante, justificam este trabalho dentro da
Vigilancia Sanitaria.

A utilizacdo de uma linhagem hepética humana (HepG2) se justifica haja vista
a maior proximidade fisiolégica desta célula ao alvo terapéutico do Interferon.

A escolha pela 2°-5° oligoadenilato sintetase como alvo para o
desenvolvimento de um novo ensaio de poténcia se justifica devido a sua interagao
com virus, ja descrita na literatura. A 2’-5° OAS é capaz de interagir com diversos
virus, incluindo virus da familia Picornaviridae que incluem os virus da
Encefalomiocardite murina (EMCV) e o virus Mengo e da familia Flaviviridae que
inclue o virus da Hepatite C (SILVERMAN, 2007).



38

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. CULTIVO CELULAR

4.1.1 Manutencgao das linhagens

Foram utilizadas trés linhagens celulares, sendo uma epitelial derivada de
carcinoma laringeo humano (Hep2C), uma linhagem celular de fibroblasto de
Camundongo (L929) obtidas no Setor de Cultura de células do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) e uma de carcinoma hepatico humano
(HepG2), doada pela Dra Simone Morais da Costa do Laboratério de Fisiologia e
Biotecnologia de Infecgbes Virais (LABIFIV/IOC). Os trabalhos utilizando cultivos
celulares foram desenvolvidos no LABIFIV, pertencente ao Instituto Oswaldo Cruz
(I0C) e no Laboratério de Raiva do Departamento de Imunologia do INCQS. As
linhagens celulares foram cultivadas em estufa umidificada a 37 + 0,5°C com
atmosfera de 5% de CO,, utilizando meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium), suplementado com glutamina 2mM, NaHCO3; 26mM, 10% de SFB
e antibidticos: anfotericina B 2,5 pg/ml; estreptomicina 100 pg/ml e penicilina G 60
pug/ml. O meio de cultura utilizado para cultivar as células L929 e HepG2 também foi
suplementado com aminoacidos néo-essenciais 0,01lmM. As linhagens foram
mantidas em garrafas de cultura de células de 75 ou 175 cm? com volumes de meio

de aproximadamente 20 e 40 ml, respectivamente.

O meio de cultura foi trocado sempre no dia apés o repique e em intervalos de
48 horas. Diariamente, todas as garrafas foram inspecionadas macro e
microscopicamente. As inspecdes macroscopicas detectam evidéncias de
contaminag¢do como turbidez do meio ou presenca de particulas em suspensao e as
inspecbes microscopicas, além de auxiliarem na deteccdo de possiveis
contaminacgdes, visam acompanhar o crescimento celular e a morfologia apropriada
para cada linhagem. A partir de garrafas de cultivo celular contendo monocamadas
celulares em confluéncia ou semiconfluéncia, foram obtidas as suspensdes celulares

para repique seguinte ou para 0s experimentos.

Toda a manipulagéo de células submetidas ao cultivo foi realizada em cabine
de seguranca biologica. Antes de cada procedimento, as cabines foram postas em
funcionamento por 20 minutos para purificacdo da atmosfera interna e mais 20

minutos com a lampada de ultravioleta acionada na presenca do material utilizado
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na técnica. Antes da entrada de qualquer material na cabine, estes foram rinsados
com gaze embebida em alcool 70%.

2.1.2 Preparo da suspensao celular

Para preparar a suspensao celular, o meio de cultura das garrafas foi
descartado. A monocamada de células foi suavemente lavada por duas a trés vezes
com solucdo salina balanceada livre de calcio e magnésio (BSS-CMF) utilizando
volumes de 5-15 e 10-20 ml para garrafas de 75 e 175 cm?, respectivamente. A
BSS-CMF foi desprezada e 3-5 e 5-7 ml de solucéo de tripsina 0,05% p/v acrescida
de &cido etileno diaminotetraacético (EDTA) 0,02% p/v foram adicionados as
garrafas de 75 e 175 cm? respectivamente. As garrafas foram incubadas com
tripsina em estufa umidificada a 37 = 0,5°C com atmosfera de 5% de CO; e a
individualizacdo das células foi acompanhada no microscépio éptico invertido. Apos
a tripsinizacdo das células, foi adicionado meio DMEM suplementado com 10% de
SFB em igual volume ao adicionado de tripsina/EDTA na etapa anterior. O volume
contido nos frascos foi homogeneizado com auxilio de uma pipeta soroldgica para
remocdo de possiveis agregados celulares. Uma pequena aliquota (20 pl de
suspensao celular) foi coletada em tubo eppendorf, sendo adicionados 180 pl de
corante azul de Tripan a suspensdo, para a determinacdo da concentracdo e

viabilidade celular através da contagem em camara de Neubauer.

2.1.3 Determinacao de concentracdo da suspenséao celular

Utilizando a aliquota obtida apés o preparo da suspensao celular, foi estimada
a concentracdo e o percentual de células viaveis para a realizacdo dos ensaios
biologicos e repiques celulares. O calculo foi feito mediante contagem das células
em camara de Neubauer, previamente diluidas em azul de tripan. As células
capazes de captar o corante sdo consideradas inviaveis devido a perda de
seletividade da membrana, o que permite estimar a viabilidade através da razao
entre células viaveis e nao viaveis apos a contagem. O fator de diluicio empregado
na contagem foi selecionado para que um numero compreendido entre 20-50 células
fosse observado por quadrante da camara. Como o volume de cada quadrante é de
0,1 mm?, ao multiplicar a média dos quadrantes pelo fator de diluicdo e pelo fator da
camara de Neubauer (10%), estima-se a concentracdo (nimero de células/ml) da

suspensao celular produzida. Durante os experimentos somente foram utilizadas
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suspensdes celulares com percentual de células vidveis superior a 85%. A
concentracéo celular variou de acordo com o tipo do experimento realizado (Tabela
3).

Tabela 3 - Concentracao celular utilizada em diferentes experimentos.

Experimento Concentracéao celular (células/ml)
Citometria de fluxo 1x10°
Apoptose celular 6x10°
Titulagéo/ensaio antiviral 6x10°
Imunofluorescéncia 6x10°

4.2 MANIPULACAO VIRAL

Para os experimentos foi utilizada uma cepa do virus Mengo, pertencente ao
género Cardiovirus da familia Picornaviridae, proveniente do Instituto de Biologia
Molecular da Universidade de Zurique (Suica), que foi gentilmente cedida por
Biomanguinhos (Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil). Para
manipulacdo, titulacdo e criopreservacdo do virus foram seguidos protocolos
operacionais padrao utilizados no Laboratério de Vacinas Virais do INCQS.

4.2.1 Replicacdo do virus Mengo

Para a replicacdo do virus Mengo, foram utilizadas duas garrafas de cultura
de células de 175 cm? contendo células L929 em confluéncia. Uma delas foi utilizada
como controle de células tendo seu meio de cultura descartado e entdo adicionados
100 ml de meio DMEM suplementado com 2% SFB, sendo incubada por 20h em
estufa umidificada a 37 + 0,5°C com atmosfera de 5% de CO,. A garrafa destinada a
replicacdo viral teve o seu meio de cultura descartado e foram executadas trés
lavagens com 10 ml de PBS. ApGs as lavagens, foi adicionado ao frasco 1 ml da
cepa do virus Mengo, garantindo o contato do virus com toda a extensdo da
monocamada de L929. A garrafa de replicacédo foi mantida por uma hora em estufa
umidificada a 37 + 0,5°C com atmosfera de 5% de CO,. Apés este intervalo foram
adicionados a garrafa de replicagdo, 30 ml de meio de cultura DMEM a 2% SFB
sendo incubada por 20 horas nas mesmas condi¢cdes anteriores. Apos o periodo de
incubacéo, foi certificada a integridade das células na garrafa controle e o efeito
citopatico viral na garrafa de replicacdo que foi evidenciado pela presenca de
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mudancas morfologicas (morfologia alargada e danos nas membranas), mortes e

detritos celulares.

4.2.2 Purificacédo da suspenséao viral

Toda a etapa de manipulacdo e purificagdo da suspensao viral foi feita em
banho de gelo para evitar perdas no titulo viral e em cabine de seguranca biologica.
O meio de cultura da garrafa de replicacéo foi transferido para um tubo de centrifuga
(tubo A) de 50 ml e centrifugado a 550 g por dez minutos sob temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um segundo tubo de centrifuga (tubo B) de 50 ml e
ambos os tubos (tubo A e B) foram mantidos no banho de gelo a 4°C. Foram
adicionados 10 ml de meio de cultura DMEM 2% SFB a garrafa de replicacdo e com
0 auxilio de um removedor mecénico de monocamada celular, as células L929
infectadas e ainda aderidas foram descoladas da superficie do frasco e transferidas
para o tubo A. Este tubo contendo os sedimentos e células infectadas com o virus,
apos ter sido submetido a trés ciclos de congelamento / descongelamento a -70°C e
37°C foi centrifugado a 550 g por dez minutos sob temperatura de 4°C e o
sobrenadante foi adicionado ao tubo B. Apds homogeneizacdo do sobrenadante,
este foi filtrado por sistema de filtragdo a vacuo em membrana de 0,10 ym. A
solucéo resultante foi fracionada em aliqguotas de 1 ml em criotubos e armazenada a
-70°C.

4.2.3 Determinacgédo da dose viral capaz de infectar 50% das células em cultura
(CCIDso)

A determinacdo da CCIDsy foi feita em placa de 96 pocos, desafiando
monocamadas confluentes de células Hep2C com diluicdes decimais seriadas da
suspensao viral obtida anteriormente em um volume final de 180 ul. As diluicbes
foram feitas no intervalo de 10" a 10™*° em meio de cultura DMEM 2% SFB em seis
réplicas para cada concentracdo. Os pocos periféricos foram preenchidos com 180
pl de PBS e apds incubagdo de 18-20 horas, as placas foram observadas ao
microscépio Optico invertido. Pogos que exibiram efeito citopatico foram definidos
como positivos e a CClIDs foi calculada por transformacédo de probitos com o auxilio
do programa Combstats® v 5.0 (EDQM, 2013).
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4.3 PREPARO DA SOLUCAO DE MTT

O preparo da solucdo de MTT foi feito em atmosfera estéril na concentracao
de 5 mg/ml em PBS. Apés pesagem e solubilizacdo, a solucdo foi filtrada em
membrana de 0,10 ym para frasco ambar devido a sua fotossensibilidade.
Posteriormente, a mesma foi fracionada em criotubos e armazenada a -20°C

conforme especificacbes do fabricante.

4.4 PREPARO DO PADRAO E AMOSTRAS DE INTERFERON ALFA-2B

O padréo internacional de interferon alfa humano recombinante 2b obtido do
National Institute of Biological Standards and Control (NIBSC, Reino Unido)
contendo 70000 Ul/frasco e amostras provenientes do Produtor 1 (3000000
Ul/frasco) foram reconstituidos em 1 ml de agua destilada estéril, diluidos a 1000
Ul/ml e fracionados em aliquotas de 0,5 ml, sendo armazenados a -70°C até o

momento da utilizag&o.

4.5 ENSAIO ANTIVIRAL

Para determinar a poténcia dos interferons testados com relacdo a atividade
antiviral, foi utilizado o protocolo padronizado anteriormente por nosso grupo de
trabalho (OLIVEIRA, 2010) com base no ensaio para interferons descrito na
Farmacopéia Européia (COUNCIL OF EUROPE, 2012).

Os testes foram realizados utilizando os 60 pocos centrais de placas de 96
pocos de fundo chato, onde 6 x 10° células Hep2C e HepG2 foram incubadas em um
volume de 200 pl de DMEM 10% SFB por um periodo de 24 h em estufa umidificada
a 37 £ 0,5°C com atmosfera de 5% de CO,. Para evitar respostas desiguais e o
surgimento de valores aberrantes, conforme sugerido por Meager e colaboradores
(2002), os pocos periféricos ndo foram semeados sendo somente preenchidos com
200 ul do meio de cultura utilizado. Apds a incubagao, o meio foi removido das
placas e 200 ul das sete diluigbes do IFN alfa 2b (padrdo e amostra) previamente
preparadas em série sob fator 10 na faixa de 1000 a 0,001 Ul/ml em DMEM 10%
SFB, foram adicionados as placas em réplicas de trés para cada concentracdo. Uma
coluna foi destinada ao controle de células e outra para o controle de virus, onde
somente 200 pyl de DMEM 10% SFB foram acrescentados. As placas foram
novamente incubadas sob as mesmas condi¢des anteriores. Apos 24 h, o meio de

cultura foi removido e as células foram infectadas com 180 ul da suspensao do virus
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Mengo diluido em DMEM 2% SFB, em uma multiplicidade de infecgcdo (MOI) de
aproximadamente 10, com excec¢ao dos pog¢os destinados ao controle celular onde
apenas 180 pl de meio DMEM 2% SFB foram acrescentados. Depois de 18-20 h de
incubacdo com o virus, o meio foi removido das placas e o procedimento
colorimétrico utilizando MTT foi empregado.

Para o procedimento colorimétrico, um protocolo foi padronizado seguindo
Mosmann (1983). Placas de 96 pocos a serem coradas foram previamente lavadas
com 100 ul de PBS. Apds a lavagem, foram adicionados aos pogos 100 ul de PBS e
10 pl da solugdo de MTT 5 mg/ml, previamente preparada. Apds 4 h de incubagao
das células em estufa umidificada a 37 + 0,5°C com atmosfera de 5% de CO,, foram
adicionados 100 pl de uma solucéao de HCI 0,04 N em isopropanol para solubilizar os
cristais formados durante a metabolizacdo. As placas foram homogeneizadas por
trés minutos em agitador de placa e as absorbancias foram posteriormente medidas
a 570 nm em espectrofotdmetro (Stat Fax, Versa Max).

110 110 1:10 1:10 110 110
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Diluigdo (Ul/ml)

Figura 7- Organizacdo da placa de 96 pocos para o0 ensaio antiviral. As fileiras de 2 a 8 sdo
usadas para o espectro de diluicdo do IFN alfa 2b, onde triplicata 1 (padrdo) e triplicata 2
(amostra). As fileiras 8, 9 e 10 séo utilizadas para o controle celular (CC), controle viral (CV)

e branco (B), respectivamente. Células desafiadas com virus Mengo e coradas com MTT.



44

4.6 MARCACAO INTRACELULAR DE STAT1 FOSFORILADO (pSTAT1)

Para o procedimento de marcacdo intracelular de pSTAT1, foi utilizado o
protocolo desenvolvido por nosso grupo de trabalho (OLIVEIRA, 2010). Aliquotas de
1 ml de suspenséo celular de Hep2C e HepG2 a 10° células/ml em meio DMEM 10%
SFB foram pré-incubadas por dez minutos em estufa umidificada a 37 + 0,5°C com
atmosfera de 5% de CO,. As células foram estimuladas com IFN alfa 2b em
diferentes concentragcdes e incubadas nas mesmas condi¢gdes anteriores por 40
minutos. Apés a incubacédo, as amostras foram fixadas com paraformaldeido 1,6%
por 10 minutos a temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas a 500 g por
cinco minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 1ml de metanol a 4°C foi
adicionado aos tubos que foram mantidos em banho de gelo por 10 minutos. Apos a
permeabilizacdo, 3 ml de meio de marcacéo (0,3% albumina sérica bovina +0,02%
NaN3 em PBS) foi adicionado aos tubos que foram centrifugados nas mesmas
condicbes descritas acima. A etapa de lavagem foi executada duas vezes. As
células foram ressuspendidas em 5Sul de Alexa Fluor® 488 anti-pSTAT1 para a
marcacao intracelular de pSTAT1 e incubadas por mais 30 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram novamente lavadas com meio de marcacdo e

analisadas em aparelho de citometria de fluxo (BD FACSCalibur).

4.7 ANALISE DE APOPTOSE POR ANEXINA V-FITC

Para a andlise de apoptose celular foram realizados dois experimentos com
tempos distintos de incubacdo das células com o IFN alfa 2b (4 e 24 horas),
utilizando um kit comercial de Annexina V-FITC. Os ensaios foram realizados
utilizando placas de 96 pocos de fundo chato, onde 6 x 10° células Hep2C foram
incubadas em um volume de 200ul de DMEM 10% SFB por um periodo de 24h em
estufa umidificada a 37 = 0,5°C com atmosfera de 5% de CO,. Apds a incubacéo, o
meio de cultura foi descartado e as células estimuladas com 200ul de IFN alfa 2b
nas concentracdes de 1000, 100, 10 e 1 Ul/ml, com excec¢ado dos poc¢os destinados
ao controle celular, onde foi adicionado apenas 200ul de meio DMEM a 10% SFB,
sendo incubadas nas mesmas condi¢cdes anteriores por 4 ou 24 horas. Os pogos
destinados ao controle positivo foram tratados com 200ul de uma suspensao de
Staurosporina em meio DMEM 10% SFB (0,05 puM), sendo incubadas nas mesmas
condicdes anteriores. ApOs esse periodo, o0 meio da placa foi retirado e transferido

para tubos FACS. A placa foi lavada com 100ul de PBS e as células foram
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removidas utilizando 100l de tripsina e meio DMEM 10% SFB. Apds a tripsinizacgao,
a suspensao foi transferida para os respectivos tubos FACS e centrifugada a 5009
por 10 minutos. Apés a centrifugacao, as células foram ressuspendidas em 1 ml de
PBS e centrifugadas novamente. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 1 ml da solugéo de ligacdo presente no kit, previamente diluida
em 1:10, sendo centrifugadas nas mesmas condicdes anteriores. Apos a
centrifugacéo, as células foram ressuspendidas em 100ul da solugdo de ligagao,
sendo entdo adicionados 5 pl de Anexina V-FITC (FITC Annexin V detection
apoptosis kit I) e incubadas por 10 a 15 minutos em temperatura ambiente, com
excecao dos tubos destinados ao controle celular. Apés a incubacédo, as células
foram lavadas utilizando 1 ml da solucéo de ligacdo e centrifugadas a 500 g por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 200 ul da
solucédo de ligacdo. Foram adicionados 5 ul de solugéo de iodeto de propidio nos
tubos, com excecao do controle celular para a anélise em aparelho de citometria de
fluxo (BD FACSCalibur).

4.8 IMUNOFLUORESCENCIA DA ENZIMA 2-5° OLIGOADENILATO SINTETASE

Para a imunofluorescéncia foram utilizadas placas Lab-Tek com 1x10° células/ml
de Hep2C e HepG2 em meio DMEM 10% SFB. As placas foram incubadas em
estufa umidificada a 37 £ 0,5°C com atmosfera de 5% de CO, durante 24 horas.
ApoOs a incubagédo, o meio foi retirado das placas e as células tratadas com 200 pl de
IFN alfa 2b 500 Ul/ml, menos nos poc¢os destinados aos controles do anticorpo
secundario. Apos o tratamento, as placas foram incubadas nas mesmas condicées
anteriores por tempos distintos (1, 2, 4 e 24 horas). Ap6s a incubacao, cada placa
teve seu 0 meio de cultura descartado, sendo lavada duas vezes com 100 ul de
PBS. Apos a lavagem, as células foram fixadas com 100 ul de PFA 4% durante 10
minutos em temperatura ambiente. Apés a fixagdo, as células foram lavadas duas
vezes com 100 pl de PBS. Apoés esse procedimento, foram adicionados aos pogos
100 pl de uma solugéo de 0,1% Tritonx100/BSA, durante 10 minutos em temperatura
ambiente. ApOs essa etapa, as células foram lavadas novamente com 100 pl de
PBS. Apds a lavagem, foi adicionado 20 ul do anticorpo primario anti-OAS3, menos
nos pocgos destinados ao controle do anticorpo secundério, sendo incubado durante
1h em temperatura ambiente. Ap0s a incubacao, as células foram lavadas duas

vezes com 100 pl de PBS. Apds a lavagem, foram adicionados em todos 0s pogos
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20 ul do anticorpo secundario anti-goat Alexa 488, sendo incubado durante 45
minutos em temperatura ambiente. ApGs a incubacédo, as células foram novamente
lavadas com 100 ul de PBS. Posteriormente, foram adicionados aos pocos, uma
gota da solugdo fluoroshield com DAPI para a leitura no microscopio de

epifluorescéncia, no aumento de 40x.

49 MARCACAO INTRACELULAR DA ENZIMA 2°-5° OLIGOADENILATO
SINTETASE POR CITOMETRIA DE FLUXO

A andlise de 2°-5" OAS por citometria de fluxo foi realizada utilizando uma
placa de 96 pocos com 1x10° células/ml de Hep2C e HepG2 em meio DMEM 10%
SFB. As placas foram incubadas em estufa umidificada a 37 + 0,5°C com atmosfera
de 5% de CO, durante 24 horas. Apoés a incubacéo, o meio foi retirado das placas e
as células tratadas com 200 pl de IFN alfa 2b na concentracdo de 1000UlI/ml, menos
nos pocgos destinados aos controles celulares e do anticorpo secundario. Apds a
incubagédo, as placas tiveram seu meio descartado, sendo lavadas duas vezes com
100 pl de PBS. Apds esse procedimento, as células foram removidas utilizando 100
pI de tripsina e meio DMEM 10% SFB. A suspenséo celular foi transferida para os
respectivos tubos FACS e fixada com 1 ml de paraformaldeido 1,6% por 10 minutos
em temperatura ambiente. Apés a fixacao, as células foram centrifugadas a 500 g
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células lavadas com 1 ml de
PBS. Apods esse procedimento, as células foram centrifugadas nas mesmas
condicbes anteriores. O sobrenadante foi descartado e adicionado 1 ml de uma
solugdo de 0,1% Triton x100/BSA, durante 10 minutos em temperatura ambiente.
Apods a incubacao, foram adicionados aos tubos 1 ml de PBS e centrifugados a 500
g por cinco minutos. Apos a centrifugacao, foi realizada uma nova lavagem com
PBS.O sobrenadante foi descartado e as células marcadas com 5 ul do anticorpo
primario OAS3, menos nos poc¢os destinados ao controle celular e do anticorpo
secundario, sendo incubado durante 1 h em temperatura ambiente. Apds a
incubacéo, as células foram lavadas com 1 ml de PBS e centrifugadas a 500 g por
cinco minutos. Ap6s a lavagem, foram adicionados em todos os tubos, menos no
controle celular, 5 pl do anticorpo secundario anti-goat Alexa 488, sendo incubados
durante 45 minutos em temperatura ambiente. Apds a incubacao, as células foram

novamente lavadas com 1 ml de PBS e centrifugadas nas mesmas condi¢bes
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anteriores. As células foram ressuspendidas em 100 pl de PBS para leitura em
aparelho de citometria de fluxo (BD FACSCalibur).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma estatistica discritiva, onde a média e desvio padrédo foram
calculados no programa GraphPrism® (GraphPad Software, 2012). Além disso,
guando necessario foram realizadas analises mais especificas conforme descrito
abaixo.

Para comparar a resposta entre as placas de ambas as linhagens utilizadas
no ensaio antiviral, os dados foram normalizados, conforme Dellgren e

colaboradores (2009), utilizando os controles de células e virus conforme a equacao

abaixo:
CC = controale de célula
ABS -CV CV = controle de virus
SNC = T x 100 =3 hanciz ails
cC-cv ABS = absorhancia observada

SNC = sehrevivencia normalizada de células
em relaciao ae controle

O modelo de linhas paralelas foi utilizado para o céalculo da concentracédo de
IFN alfa 2b capaz de produzir 50% da inibicdo do efeito citopéatico (DEsp), 0s
intervalos de confianca de 95% e coeficiente de correlacédo, através do programa
Combstats® v5.0 (EDMQ,2013). Esse modelo mostra a relagéo entre o logaritmo da
dose e a resposta, sendo representado por uma linha reta ao longo da gama de
doses utilizadas, sendo a linha paralela a do padrdo como referéncia. A linearidade
pode ser verificada em ensaios nos quais pelo menos trés diluicbes de cada
preparacao foram testadas. Antes do calculo da poténcia relativa de cada amostra,
uma analise de variancia é executada, a fim de verificar se as condicdes necessarias
para o teste sdo cumpridas. Quando a validade do ensaio € estabelecida, a poténcia
de cada amostra desconhecida € calculada em relagdo ao padrdo, podendo ser
expressa como uma poténcia relativa ou convertida para a unidade utilizada no
teste, como por exemplo, uma unidade internacional (Ul/ml). Os limites de confianga
também podem ser estimados a partir de cada conjunto de dados de ensaio.
(COUNCIL OF EUROPE, 2012).
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Os resultados obtidos foram introduzidos em grafico de controle no programa
SPC explorer RT® v.5.21 (Quality America Inc, 2010). Os graficos de controle de
valores individuais sdo ferramentas estatisticas usadas para avaliar a tendéncia
central de um processo ao longo do tempo. Sao as vezes chamados de “graficos de
meédias mdéveis” devido ao modo como os limites sdo calculados. Devem ser usados
quando ndo é possivel utilizar médias de medidas mdultiplas para controlar o
processo (PYZDEK, 1998). Graficos de controle de parametros criticos dos materiais
de referéncia devem também ser mantidos para monitorar o desempenho ao longo
do tempo. Isto permite uma visdo geral tanto da atividade das preparacdes de
referéncia quanto do método. Por exemplo, pode demonstrar se h4 tendéncias ou
mudancas nos atributos do material de referéncia, como inclinagéo, intercepto, end
point 50%, o que pode indicar problemas com estabilidade do padréo de referéncia
ou mudancas no sistema de ensaio, por exemplo, animais, células, reagentes
criticos, etc (WHO, 2010).



49

5. RESULTADOS

5.1 DETERMINACAO DA DEx

Os ensaios antivirais foram realizados utilizando duas linhagens celulares,
Hep2C e HepG2, com o objetivo de comparar suas respostas ao ensaio proposto.
Utilizando o modelo de linhas paralelas foram calculadas a poténcia das amostras
em Ul/ml e o calculo das Doses Efetivas 50% (DEs).

Para verificar a variabilidade dos ensaios e determinar a faixa de variagéo dos
valores de DEs, estes foram introduzidos em gréafico de controle. O valor médio de
DEso do padrao foi de 2,48 Ul/ml com um CV% de cerca de 40 % para Hep2C e
1.119 Ul/ml com um CV% acima de 200% para HepG2 (Figura 08). O valor médio de
DE50 das amostras foi de 2,96 Ul/ml com um CV% de cerca de 50% para Hep2C e
de 6,32 Ul/ml com um CV% acima de 200% para HepG2 (Figura 09).
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Figura 8 - Comparagéo entre as DEs, do padréo referéncia internacional de IFN alfa 2b nas
células Hep2C (A); Total de ensaios = 16; valores aberrantes excluidos = 1 e HepG2 (B);
Total de ensaios = 13; valores aberrantes excluidos = 3. Graficos obtidos no programa SPC
explorer RT v.5.21. Cada ponto representa o resultado de um ensaio. Valores de DEsg
representados por unidade internacional (Ul).
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Figura 09- Comparacdo entre as DEsy, da amostra comercial de IFN alfa 2b nas células
Hep2C (A); Total de ensaios = 16; valores aberrantes excluidos = 2 e HepG2 (B) Total de
ensaios = 13; valores aberrantes excluidos = 4. Gréficos obtidos no programa SPC explorer
RT v.5.21. Cada ponto representa o resultado de um ensaio. Valores de DEs, representados
por unidade internacional (Ul).
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5.1.2 Determinacao da poténcia de IFN alfa 2b pelo método da reducéo do efeito
citopético viral

A poténcia do IFN alfa 2b foi determinada através do método de reducdo do
efeito citopatico viral, utilizando o virus Mengo com base no ensaio descrito pela
Farmacopéia Européia (Ph. Eur.) (COUNCIL OF EUROPE, 2012). Segundo essa
fonte, a poténcia estimada deve estar entre 80 e 125% da poténcia declarada pelo
produtor (COUNCIL OF EUROPE, 2012).

Do total de 15 ensaios realizados com a célula Hep2C foram obtidas sete
poténcias dentro da faixa adotada, 83,4; 119,5; 110,9; 87,2; 123,1; 113,0 e 99,0%,
enquanto nas células HepG2 dos 13 ensaios foram obtidas 5 poténcias dentro dessa
faixa, 98,9; 84,1; 117,0; 105,5 e 97,4% (Figura 10). Os limites de confianca para 0s
resultados de poténcia devem ser de 95% (de acordo com Ph. Eur.). Os limites da
poténcia relativa foram calculados com base na Ul/ml declarada pelo produtor
(3000000 Ul/ml), com valores de 2400000 e 3750000 Ul/ml. Os resultados obtidos
nessa faixa de variacao foram de 2502000; 3585000; 3327000; 2616000; 3693000;
3390000; 2970000 Ul/ml para Hep2C e 2967000; 2523000; 3510000; 3165000;
2922000 Ul/ml para HepG2 (Figura 11). A média da poténcia estimada do IFN alfa
2b do produtor foi de 105 + 13,10 % do declarado em células Hep2C, enquanto que
nos ensaios com HepG2 esse valor foi de 101 + 8,53 %. Sendo assim, a variagao
das poténcias observadas nas duas linhagens foi semelhante dentro dessas

condicBes experimentais.
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5.2 CURVA DOSE-RESPOSTA

Com o objetivo de comparar as curvas-dose respostas das duas linhagens
celulares, foram calculadas as médias de densidade Optica obtidas nos ensaios
antivirais, sendo os valores normalizados em relagdo ao controle celular onde nao
houve tratamento com IFN alfa 2b (Tabela 4). A Figura 12 ilustra essas médias em
relacdo ao padrdo e a amostra comercial nas concentracdes de 0.001, 0.01, 0.1, 1,
10, 100 e 1000 Ul/ml. Observou-se um aumento de cerca de 75% da protecao
celular entre as doses de 0.001 e 100 Ul/ml nas células Hep2C, quando tratadas
com o padréo internacional de IFN alfa 2b, porém na concentracdo de 1000 Ul/ml
houve uma queda de 3% na protecdo celular, em contrapartida as células HepG2
apresentaram um aumento de cerca de 55%, com um declinio na dose de 1000
Ul/ml de cerca de 6% na protecdo celular. Quando tratadas com a amostra
comercial, as células Hep2C tiveram um aumento de 81% da prote¢cdo, com um
declinio de cerca de 9% na maior dose do tratamento, enquanto as células HepG2
apresentaram um aumento de 60%, com um declinio na dose de 1000 Ul/ml de

cerca de 7%.

Tabela 4- Valores relativos a média das D.Os obtidas nos ensaios antivirais + desvio padrao,
utilizando o padrédo internacional de referéncia de IFN e amostra comercial em células
HepG2 e Hep2C. Exibicdo da relacdo entre a dose e a sobrevivéncia normalizada de células
(SNC).

IFN Ul/ml Padréo Amostra
Hep2C HepG2 Hep2C HepG2

0,001 10,85+8,70 15,60+23,71 13,81+11,86 15,28 +14,52
0,01 1435+95 16,11+1949 14,88+13,38 21,71+ 33,33
0,1 21,83+17,18 24,35+21,28 25,19+22,15 28,74 + 36,02

1 41,28 +23,17 35% 26,5 41,82 +19,86 36,80 +41,17

10 62,55+2516 47,33+ 33 71,89+24,61 48,57 +38,61
100 86,50+41 70,44+ 42,35 95+31,03 75,14 + 64,19
1000 83,67 £37,61 64,23+ 4510 85,88+37,03 67,72+5231
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Figura 12. Dados dos ensaios antivirais, utilizando o padrdo internacional de IFN alfa 2b e
amostra comercial, apos aplicagdo do modelo logistico de linhas paralelas. Exibicdo da
relacdo entre a dose e a sobrevivéncia normalizada de células (SNC). Cada ponto
representa a média de trés determinagdes distribuidas nos ensaios. Em A) e B) séo exibidos
os resultados referente ao padrao de IFN e amostra comercial em Hep2C, respectivamente.
C) e D) séo exibidos os resultados referente ao padrdao e amostra comercial em HepG2,
respectivamente. Foram inseridas as médias e desvio padrdo dos ensaios para cada dose
de IFN (n=13 para HepG2 e n=16 para Hep2C).

Com base nesses resultados, foi desenhado um experimento para avaliacao
da inducéo de apoptose celular por IFN alfa 2b nas condi¢ées experimentais do

ensaio antiviral.
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5.2.1 Inducao da apoptose por Interferon

Com o objetivo de verificar a inducdo de apoptose pelo IFN e sua possivel
interferéncia no ensaio antiviral, foi feita uma analise utilizando células Hep2C com
diferentes doses do padréo internacional de referéncia de Interferon alfa 2b (10, 100
e 1000 Ul/ml). Como controle positivo foi utilizada a Staurosporina em uma
concentracdo de 0,05 uM, um indutor classico de apoptose celular. Foram realizados
dois experimentos em tempos diferentes de 4 e 24 horas (Figura 13), onde é
possivel verificar a inducdo de apoptose nas células pelo IFN em quatro horas com
um aumento de cerca de 4 vezes em vinte e quatro horas, porém, nessas condicdes
experimentais, ndo foi possivel estabelecer relacdo entre a dose de tratamento e a

inducao de apoptose.



56

=0 R4

RS

T LA L] T
108 50’ 100 10° 100 W0 1w 10: 1w 104

Controle celular

Staurospotina 0,05 ph
T a3 T ~ "= Rl
% Hist 0.00 NHst 3N
10 1024 04
iR 4 i
103+ e ' 1034
Ré Re R4
1074 10 %'
2%
L) L. r "\ 104
10 R 10 108 10° 10° 104
10 UL ml 100 UIf ml 1000 ULf ml
B
Tratamento 4 horas 24 horas

% células Anexina®

Staurosporina 0,05uM 14,97 92,43
Controle negativo 0,86 6,24
IFN 10 Ul/ml 10,91 41,24

IFN 100 Ul/ml 11,67 44
IFN 1000 Ul/ml 12,07 51,06

Figura 13- Inducdo de apoptose em células Hep2C ap0s tratamento com diferentes doses
do padréo de referéncia de IFN alfa 2b. (A) Andalise por citometria de fluxo de inducdo de
apoptose em células Hep2C. Dot-plots originais ilustrando células PI* Anexina” (R2), células
PI" Anexina® (R3), células PI" Anexina (R4) e células PI'/Anexina’ (R5) apds tratamento com
IFN por 24 horas. Todos os eventos nos gréficos estdo contidos na regido 1 de células
consideradas viaveis de acordo com tratamento com IFN (4 e 24 horas).
Staurosporina=controle positivo; Células ndo tratadas = controle negativo, parametros
morfoldgicos (FSC X SSC). (B) Porcentagem de células Anexina® obtidas apds dois tempos
diferentes de incubacéo.
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5.3 INDUCAO DE PSTAT1 EM CELULAS HEP2C E HEPG2.

Com fins de compararmos o desempenho de uma segunda linhagem celular,
fisiologicamente relacionada com o alvo terapéutico do IFN, foram realizados tanto
ensaios para pSTAT1 com as Hep2c e com as HepG2. A figura 14 mostra a relagéo
entre a quantidade de pSTAT1 obtido através da estimulacdo das células Hep2C
com o padréo de referéncia de IFN alfa 2b em 40 minutos. Foram realizados cinco
ensaios independentes nessa linhagem celular, utilizando as doses de 0; 31,25;
62,5; 125; 250; 500 e 1000 Ul/ml, os percentuais médiosde pSTAT1 e o desvio
padrdo encontrados foram de 7,18 + 4,63; 11,85 + 11,10; 12,75 + 10,60; 14,16 +
7,71; 17,82 £ 9,15; 23,05 £ 8,52; 29,96 + 12,42, respectivamente (Figura 15). Sendo
assim, houve um aumento de cerca de 23% na inducdo de pSTAT1 nessas células
apos o tratamento com 1000 Ul/ml.

534
Doses IFN

— 0Ul/ml
400 31,25 Ul/ml
— 62,5 Ul/ml
125 Ul/ml
—— 250 Ul/ml
500 Ul/ml
— 1000 Ul/ml
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Figura 14- Gréfico de sobreposi¢éo original ilustrando a resposta dose dependente ao
tratamento com o padrdo de referéncia de IFN em células Hep2C. Cada linha representando
a quantidade de eventos (eixo y) e a intensidade de fluorescéncia (eixo X) do anti- alexa 488
pSTAT1 em uma dose especifica.
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Figura 15- Grafico ilustrando a média e o desvio padrédo da resposta dose dependente ao
tratamento com o padrao de referéncia internacional de IFN em células Hep2C obtidas em 5
ensaios diferentes.

Com o objetivo de determinar o melhor tempo de estimulacdo com IFN alfa 2b
para a marcacdo intracelular de pSTAT1 em células HepG2, foi realizado uma
cinética, onde as células foram tratadas com 500 Ul/ml do padréo de referéncia de
IFN em diferentes tempos 0, 15, 30, 40, 60, 90 e 120 minutos, 0s quais tiveram
percentuais relativos de marcacdo de pSTAT1 de 2,54; 3,52; 5,35; 4,50; 13,96;
16,60 e 16,36%, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16 — Cinética de expressdo de pSTAT1 em células HepG2. Todos os eventos nos
graficos estdo contidos na regido 1 de células consideradas viaveis de acordo com
tratamento com IFN (R1), parametros morfolégicos (FSC X SSC). Histogramas originais
ilustrando o aumento da fluorescéncia de pSTAT1 de acordo com o tempo de estimulacao
utilizando o padrédo de referéncia internacional do IFN alfa 2b.
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Com base na cinética, foi escolhido o tempo de 90 minutos para a
estimulacdo das células, dessa forma foi realizado um experimento onde se obteve
para as doses de 0; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 Ul/ml, os percentuais de 2,88;
4,43; 1,21; 2,86; 2,77; 3,06 e 4,74%, respectivamente (Figura 17). Nessas
condi¢cdes experimentais, ndo foi possivel observar dose-dependéncia de STAT1

fosforilado em células HepG2.
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Figura 17 — Gréfico de indugcdo de pSTAT1 em células HEPG2 apoés tratamento com o
padrdo de referéncia de interferon alfa 2b. Cada ponto representa a porcentagem de
pSTATL1 obtida ap6s o tratamento com diferentes doses, sendo o controle (células néo
tratadas com IFN).
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5.4 COMPARACAO ENTRE PSTAT1 E ENSAIO ANTIVIRAL

Para a comparacao entre os dois ensaios foi utilizada um curva dose-resposta
utilizando a linhagem celular Hep2C tratada com o padréo internacional de IFN alfa
2b. A curva dose-resposta do ensaio antiviral apresenta a caracteristica de um
curva sigmoide com uma queda da linearidade na dose de 1000 Ul/ml do tratamento
devido ao seu efeito citotoxico. Para a avaliacdo da linearidade dessa curva foram
excluidos os valores de 0,001, 100 e 1000 Ul/ml. Conforme a figura 18, as duas
curvas apresentaram um comportamento linear nas doses utilizadas com um
intervalo de confianca de 95% nos dois ensaios. O valor de p encontrado na curva
do ensaio antiviral foi de 1, enquanto na curva do ensaio de pSTAT esse valor foi de
0,97.
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Figura 18- Comparacdo entre a curva dose-resposta obtida no ensaio antiviral (A) e na
marcacdo de pSTATL por citometria de fluxo(B). Cada ponto representa a média de D.Os
obtida nos ensaios antivirais em células Hep2C (A) e a média percentual de pSTAT1%
obtida em células Hep2C (B).
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5.5 ANALISE DE 2°-5" OAS COMO ALTERNATIVA PARA ENSAIO DE POTENCIA

5.5.1 Imunofluorescéncia

Com o objetivo de verificar a expressdo da enzima 2°-5° OAS apds o
tratamento de IFN alfa 2b em células Hep2C, foi realizada uma cinética de
expressdo. As células foram estimuladas em diferentes tempos (1, 2 e 24 horas)
com 500 Ul/ml de IFN (Figura 19). A expressao dessa proteina pode ser observada
a partir de 1h nas células tratadas, porém foi visto uma dispersédo da fluorescéncia
quando analisamos o0s outros intervalos da cinética. Com 1 hora de estimulo, o
anticorpo anti-OAS alexa 488 parece se concentrar em uma regido perinuclear e/ou
nuclear, ja apos 2 h de estimulo a expressédo dessa proteina passa a ser observada

em toda regido intracelular (Figura 19).

A andlise das laminas expostas ao IFN por 24 h demonstrou uma expressao
semelhante a expressao observada no intervalo de 2 h (Figura 19). A expressao da
2°-5" OAS apos 24 horas de tratamento em células Hep2C (A) e HepG2 (B) se
mostrou bastante semelhante nas duas linhagens celulares, porém, em células
HepG2 a marcacao da OAS parece ser mais nitida quando comparada a marcacao
nas células Hep2C (Figura 20).
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Figura 19: Cinética da expressao de 2°-5" OAS em células Hep2C apds estimulo com 500
Ul/ml de IFN alfa 2b recombinante. Células estimuladas com IFN por 1 h, 2 h e 24 h. Ig =
controle negativo anticorpo secundario. Aumento de 40x.
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Figura 20- Expressado de 2°-5° OAS em células tratadas com IFN por 24 horas. Sendo A)
células Hep2C e B) células HepG2. Ig= controle negativo. Aumento de 40x.
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5.5.2 Citometria de fluxo

Com base na expressao de 2°-5"OAS por imunofluorescéncia, foi realizada a
dosagem dessa proteina por citometria de fluxo. As células foram tratadas durante
24 horas com 1000 Ul/ml de IFN alfa 2b. Os controles celulares que nao foram
tratados com IFN e marcados com anticorpo especifico apresentaram altos niveis
basais desta proteina, 44,56% em Hep2C e 23,80 % em HepG2 (Figura 21). O
tratamento com IFN na dose de 1000 Ul/ml induziu um aumento de cerca de 15%
nos niveis dessa proteina em Hep2C e de 27% em HepG2 (Figura 21, A e B). Nas
células Hep2C esse aumento € melhor observado através da intensidade de
fluorescéncia, com média de 18,80 para o nivel basal de 2'-5 OAS e de 21,94 para

as ceélulas tratadas (Figura 21, A).
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Figura 21- Gréfico de sobreposi¢cdo original ilustrando a inducdo de 2°-5° OAS pelo
tratamento com o padréo de referéncia de IFN na dose de 1000 Ul/ml em células Hep2C (A)
e HepG2 (B). Cada linha representa a quantidade de eventos (eixo y) e a intensidade de
fluorescéncia (eixo X) do anti- OAS3 em uma dose especifica.
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6. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Uma das propostas do trabalho foi comparar duas linhagens celulares (Hep2C
e HepG2) no ensaio antiviral padronizado pelo nosso grupo de trabalho. O ensaio
antiviral por si s6 possui muitas variaveis: a linhagem celular, a MOI e a cepa do
virus utilizada, o método de coloracgéo, o efeito antiproliferativo do IFN, entre outros,
além de demandar um grande tempo experimental e uma quantidade elevada de
ensaios para a obtencdo de uma poténcia satisfatoria. Conforme descrito na
literatura, ensaios antivirais apresentam uma grande variagdao (MEAGER, 2002). Os
resultados obtidos tanto com Hep2C quanto com HepG2 confirmaram esta
afirmacdo, no entanto os ensaios realizados utilizando a linhagem hepatica
apresentaram uma variagdo cerca de 150 vezes maior quando comparados aos
realizados utilizando as células Hep2C, dentro das condi¢cbes experimentais
descritas neste manuscrito. De fato, a variacdo observada no ensaio com as duas
linhagens ndo impediram o calculo da poténcia do interferon alfa recombinante,
demonstrando que o ensaio antiviral pode ser considerado viavel para a avaliacao
da poténcia deste biofarmaco nas duas linhagens. Além disso, os resultados de
poténcia obtidos durante este trabalho foram semelhantes nas duas linhagens
celulares. Neste contexto, podemos concluir que para realizacdo do ensaio antiviral,
seja com a célula Hep2C ou HepG2, faz-se necessario um grande numero de
ensaios para que um laudo sobre poténcia do IFN alfa 2b seja elaborado de forma
estatisticamente segura. Novamente, esta conclusdo vai de acordo com a literatura,
onde ja foi citado que ensaios antivirais para avaliacdo da poténcia do IFN devem
ser varias vezes repetidos (MEAGER, 2002). Além disso, uma otimizacdo e
padronizacao da metodologia utilizando linhagens hepaticas para teste de poténcia
de rotina buscando outros virus como alternativa para a infec¢éo, ajustes no tempo
de incubacdo, entre outros fatores seria interessante, haja vista que principal
utilizacéo desta citocina como terapéutico € no tratamento da hepatite C crénica.

Em paralelo, uma curva dose-resposta das duas linhagens celulares no
ensaio antiviral foi montada visando avaliar a resposta ao efeito anti-proliferativo do
IFN. Neste contexto, medimos o efeito citopatico através da metabolizacdo de MTT e
obtivemos as DOs. Em um estudo anterior do nosso grupo de trabalho com as
células Hep2C foi visto que na dose de 1000 Ul/ml essas células apresentavam DOs
significativamente inferiores quando comparadas as DOs obtidas com a dose de 500
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Ul (Oliveira, 2010). O efeito observado anteriormente com as Hep2C foi reproduzido
e, além disso, foi possivel observar uma queda significativa da protecdo celular na
dose de 1000 Ul/ml de IFN o que indicou uma alteracdo na viabilidade celular
também em células HepG2. O efeito antiproliferativo que o IFN exerce sobre as
células ja foi descrito em diversas linhagens celulares como: melanomas, gliomas,
carcinoma hepatico, etc (HILFENHAUS et al., 1976; BORDEN et al., 1982; RIGBY et
al.,1985; DICK et al., 1987; SHEARER et al., 1987; JOHNS et al., 1992;RESNITZKY
et al., 1992; CORADINI et al., 1994; ZHANG et al., 1994; GARRISON et al., 1996;
TAN & KATZE, 1999; DAMDINSUREN et al., 2003). Além disso, a inducao direta ou
indireta de apoptose pelo interferon alfa foi descrita na literatura em diversos tipos
celulares (CLEMENS, 2003; PESTKA et al., 2004; ARULAMPALAM et al., 2011).
Sendo assim, decidimos verificar se o efeito antiproliferativo observado nas duas
linhagens estudadas com a dose de 1000 Ul de IFN poderia estar relacionado com
uma possivel inducdo de apoptose por esta citocina. Observamos, através da
marcacdo com Anexina V por citometria de fluxo, que ha apoptose e na dose mais
alta 1000 Ul a porcentagem de células Anexina V* é maior quando comparada as
outras doses. Isto poderia de fato estar comprometendo a viabilidade celular
podendo interferir no resultado final do ensaio antiviral. Além disso, nosso grupo de
trabalho observou um arraste no ciclo celular, nas fases S + G, na dose de 1000
Ul/ml o que sugere que o efeito antiproliferativo do IFN observado nas doses mais
altas do tratamento (OLIVEIRA, 2010). Estes dois fatores poderiam contribuir para a
queda de protecdo observada nas duas linhagens celulares quando submetidas a
dose mais alta de IFN alfa 2b recombinante. Concluimos que este fato deve ser
considerado na escolha das doses para realizacdo do ensaio antiviral.

Além do ensaio antiviral, foi proposto como objetivo desta dissertacdo
otimizar, comparar e verificar um ensaio alternativo ao ensaio antiviral. Dentro desta
abordagem procuramos candidatos presentes na via de sinalizacdo do IFN que
funcionariam, segundo nossa hipétese inicial, como marcadores da atividade
biolégica dos Interferons podendo assim ser utilizados como desfecho para a
avaliacdo da poténcia desta citocina. Destarte, sendo encontrado um efeito dose
dependente do IFN nos niveis de intermediarios fosforilados, no caso especifico
pSTAT1, elou nos niveis de efetores antivirais, no caso a 2-5° OAS, estes
candidatos poderiam ser realmente propostos como desfechos para ensaios

alternativos aos ensaios antivirais. Na literatura ja vem sendo propostos outros
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ensaios alternativos, como o gene report assay (MEAGER, 2002), Branched DNA
(MOORE et al, 2009) e a quantificacdo de pSTAT1l por citometria de fluxo
(OLIVEIRA et al, 2012), sendo o ultimo ensaio proposto por nosso grupo de trabalho.
Das vantagens do ensaio com o pSTAT1 em relacdo aos outros ensaios pode-se
considerar que além de ser um ensaio mais rapido, o que para testes de rotina é
uma vantagem a ser considerada, o protocolo € de facil realizacdo e a andlise é
bastante simples. Entretanto, para consolidarmos este ensaio como proposta um
namero de repeticbes maior foi necessario. Além disso, em 2011 foi descrito que
vias de sinalizagéo, como Raf/MEK/ERK e PI3K-AKT poderiam ser induzidas por IFN
alfa em determinados tipos celulares, podendo interferir em proteinas presentes na
cascata de sinalizagdo, como os STATs (CHRISTIAN et al.,2009, Chai et al., 2011),
dessa forma a necessidade de procurar um desfecho mais especifico ao final da
cascata de sinalizagao tornou-se presente.

Neste trabalho, foi realizado um numero maior de ensaios de pSTAT1 por
citometria de fluxo em células Hep2C. Através dos resultados obtidos foi possivel
confirmar a linearidade da marcacdo dessa proteina apds diferentes doses de
tratamento com IFN alfa 2b nas células Hep2C. Como uma linhagem alternativa para
a realizacao deste ensaio, as células HepG2 receberam o mesmo tratamento com
diferentes doses de IFN alfa 2b para a marcacao de pSTATL, entretanto a linhagem
hepatica necessitou de um tempo superior de tratamento com IFN em relacdo as
células Hep2C. Nas condicdes experimentais realizadas, nao foi possivel observar
dose-dependéncia de pSTAT1l na linhagem hepética. Além do ensaio com o
pSTAT1, medimos a proteina 2-5OAS nas duas linhagens tanto por
imunofluorescéncia quanto por citometria de fluxo. Os dados obtidos até entdo séo
preliminares, contudo vale ressaltar que fomos o primeiro grupo a desenvolver um
protocolo para medir esta proteina por citometria de fluxo, o que auxilia na
quantificacdo da mesma. Com os resultados obtidos até aqui, podemos concluir que:
as duas linhagens apresentaram positividade para o anticorpo OAS utilizado quando
estimuladas pelo interferon. Houve, no entanto, uma marcagéo basal (sem estimulo
de IFN) consideravel.

Os resultados obtidos com as células HepG2 em relagéo ao pSTATL1 indicam
gue o IFN provavelmente induziu uma resposta antiviral, conforme vista tanto nos
ensaios antivirais como no aumento da proteina efetora antiviral 2°-5" OAS, por uma

outra via que nao a de JTKs/STATs. A ativacdo da via MEK/ERK poderia levar a
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atenuacao da fosforilacdo de STAT1 e STAT2 em alguns tipos celulares, porém néo
influenciariam nos niveis de alguns efetores antivirais induziveis pelo IFN, tais com
PKR e 2°-5" OAS (CHAI et al., 2011; ZHANG et al., 2011). Outra possivel via
envolveria a ativacdo de PKI3/AKT (CHAI et al.,, 2011). Segundo os autores, a
modulacdo dos niveis da 2-5" OAS poderia ser regulada pela bloqueio ou ativagéo
desta cascata. Sendo assim, para elucidar o mecanismo pelo qual o IFN estaria
induzindo um estado antiviral nas células HepG2 seriam necessarios experimentos
onde estas cascatas seriam moduladas e ndo s6 o pSTAT1 e a 2-5"0OAS mas
também outros efetores antivirais fossem avaliados. Além disso, avaliar outras
isoformas da 2’-5’ OAS, a fim de verificar se todas as isoformas sédo induzidas da
mesma maneira nas linhagens utilizadas seria relevante para confirmar a viabilidade
do uso desta proteina como desfecho em um ensaio de poténcia. Outrossim, uma
abordagem para a verificagdo de todas as isoformas da 2°-5"OAS poderia ser
desenvolvida utilizando a técnica PCR em tempo real, que € quantitativa, visto que
desta forma seria possivel utilizar uma regido comum a todos os genes de
expressao desta proteina.

Em resumo, podemos concluir que as duas linhagens celulares podem ser
utilizadas para os ensaios antivirais, salvo na dose de 1000 Ul/ml onde ha uma
perda da linearidade do ensaio. Além disso, a alternativa proposta ao ensaio
antiviral, dito ensaio pSTAT1, mostrou-se viavel em células Hep2C. Por fim, a 2’-
5°0AS pode ser uma enzima utilizada como desfecho de um ensaio de poténcia,
caso se comprove a dose-dependéncia, no entanto esta também pode ser utilizada
como um carimbo da atividade biol6gica do IFN. Em outras palavras, utilizando um
ensaio onde um efetor antiviral ou intermediario fosforilado funcionem como
desfecho, a avaliacdo do efeito biologico podera ser feita através da deteccdo da 2" -

5"0OAS nao necessitando, portanto, de um ensaio antiviral.
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