FUNDACAO OSWALDO CRUZ

INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS
MESTRADO PROFISSIONAL EM TECNOLOGIA DE IMUNOBIOLOGI COS

APLICACAO DA CITOMETRIA DE FLUXO PARA OTIMIZACAO DO
METODO DE DETERMINACAO DA POTENCIA DA ALFAEPOETINA
HUMANA RECOMBINANTE EM BIO-MANGUINHOS / FIOCRUZ

ANA RODRIGUES DE ANDRADE

Rio de Janeiro
2011



Ministério da Satude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS

Mestrado Profissional em Tecnologia de Imunobiolégbs

ANA RODRIGUES DE ANDRADE

Aplicacéo da citometria de fluxo para otimizacado donétodo de
determinacao da poténcia da alfaepoetina humana rembinante em Bio-

Manguinhos / Fiocruz

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Tecnologia em Imunobiolégicos como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de

Mestre em Tecnologia de Imunobioldgicos

RIO DE JANEIRO
2011



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomédicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

AS553
Andrade, Ana Rodrigues de.

Aplicacdo da citometria de fluxo para otimizacdo do método de
determinagdo da poténcia da alfaspoetina humana recombinante em
Bio-Manguinhos / Fiocruz. / Ana Rodrigues de Andrade. — Rio de
Janeiro, 2011

xvi, 96 . il ; 30 cm.

Dissertacdo (mestrado) — Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos,
Pés-Graduacdo em Tecnologia de Imunibiclogicos |, 2011
Bibliografia: f. 72-80

1. Alfaepoetina. 2. Eritropoetina. 3. Citometria de fluxo. 4. Poténcia
5. Atividade biolégica 6. Reticuldcitos 7. Laranja de tiazol.

CDD 6151




Trabalho realizado no Instituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos, no Departamento de Qualidade, sob
a orientacdo do Prof. Dr. Damido Carlos Moraes dos
Santos e da Dra. Denise Cristina de Souza Matos com
a colaboracdo da Secdo de Controle Biolégico, do
Laboratério em Tecnologia Diagnostica e do

Laboratério de Experimentacdo Animal.



iii
Ministério da Satde
FIOCRUZ
Fundagao Oswaldo Cruz

INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS

Mestrado Profissional em Tecnologia de Imunobiolégbs

ANA RODRIGUES DE ANDRADE

APLICACAO DA CITOMETRIA DE FLUXO PARA OTIMIZAGAO DO  METODO
DE DETERMINACAO DA POTENCIA DA ALFAEPOETINA HUMANA
RECOMBINANTE EM BIO-MANGUINHOS / FIOCRUZ

Orientadores: Dr. Damido Carlos Moraes dos Santos

Dra. Denise Cristina de Souza Matos
Dissertacao aprovada em 28 de Junho de 2011
Examinadores:

Dra. Marcia Arissawa

Bio-Manguinhos / Fiocruz — Presidente

Dra. Luzia Maria de Oliveira Pinto
IOC / Fiocruz

Dra. Rilza Beatriz Gayoso de Azeredo Coutinho
Hospital Geral de Bonsucesso

Rio de Janeiro
2011



Aos meus grandes amores mamae, Lara,

papai e Jodo Pedro.



AGRADECIMENTOS

A Fiocruz e a Bio-Manguinhos por oferecerem o Mair Profissional em Tecnologia de
Imunobioldgicos e toda a estrutura necessériali@aeao do trabalho.

A lzabel Crespo, Lauro de Sena, Ana Lucia PalmigmrDarcy Akemi Hokama pela
permissao para fazer o mestrado e por compreender@nséncias.

Aos meus orientadores, Damido Santos e Denise Ms#os 0s quais este trabalho nao teria
sido realizado.

A Dra. Sheila Farage, a Zaira Antunes, a Andreagg/e a Michele Clarina pelos diferentes
tipos de apoio recebidos no ambiente do MPTI.

Ao Prof. Dr. Geraldo Marcelo Cunha pela valiosadajcom o tratamento estatistico dos
dados.

A Akie Kawakami Avila pela grande ajuda de Ultin@édn
Ao LAEAN por todas as etapas envolvendo os camugosn

Ao LATED, por proporcionar o uso do citdmetro dexth, e em especial a Marta Santiago,
por toda a ajuda com a citometria e por me recgdapre com carinho.

A todos da SEBIO pela constante disponibilidadeagmaiar; pela cessédo de espaco fisico,
material e equipamentos; e pelo compartilhamenidades, resultados e ideias.

Aos amigos do LAFIQ, em especial do SEAPQ, peloiap® compreensao e por
transformarem os dias de trabalho em momentos nosee

A todos os amigos e colegas de Bio-Manguinhos guéribuiram de alguma forma para a
realizacdo deste trabalho.

Aos colegas do MPTI 2009, por termos passadosguypuotodo esse caminho.

As amigas do coragéo Lucrecia Fazollo, Thais Bo&olta Toshie e Elizabete Figueredo, por
estarem sempre la quando precisei e por toda asategonforto que trazem a minha vida.

A minha familia: pais, irmaos, avos, tios, primomadrasta por estarem presentes sempre
com carinho na minha vida.

A minha av6 Rilma por ter sido uma das maioresriticadoras da minha formagcao.

Ao meu namorado Jodo Pedro pela ajuda com PowerPpimcipalmente por me fazer feliz
todos os dias.

A minha irma Lara por ter sido a maior companheicg@implice em tudo na minha vida.

A minha mae, Teresinha, por todo amor, dedicac@juea, e por ter me mostrado, pela
primeira vez, a beleza da ciéncia.



vi

Se as coisas sao inatingiveis... ora!
N&o é motivo para ndo queré-las...
Que tristes os caminhos, se nao fora
A presenca distante das estrelas!

Mario Quintana



Vii

INDICE
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ...ttt iX
LISTA DE FIGURAS . ...ttt e et e et e e e e e e et e ae e et e e eaan e aees Xil
LISTA DE TABELAS ...ttt et e e e e smnnn e e s e nnnnneeeee s Xiv
1 11 XV
ABSTRACT ittt e e e e e s st et e e e e e n b bt e e e e e e s et e e e e e bttt e e e e e e e nnrreeaens XVvi
1- INTRODUGAO ..ottt ettt s et e anas e st e e eteenene s 1
N o T=Tox (0 F 0 1= = L PP 1
D (0] oo 1= 1 o - PP 2
1.2.1- Estrutura da eritrOPOETING...........commmmeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeriene e sreeeesaa e e e e aeeeaeees 3
1.2.2- ProduGa0 €NAOGENE ....ccceii it cmmmeee e e e ettt e et e e e e s ie e e e e sanbne e e e e e anes 5
1.2.3- Receptores e sinalizacao intracelular..................oooovvviiiiiiii e, 7
R 110 01 1= 2 PP 10
1.4- REUCUIOCITOS ....ciiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e e e sttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaanns 12
1.5- Contagem de retiCUIOCITOS .........u.. s esesitttteeeeeeeeeeeeeeeaeeaeeesssssssssnneeeeeraaaeeaaeaeeens 15
1.5.1- Métodos de contagem de retiCUIOCITOS e eerererrrrrrininiiiiaseeeeeeeeeeeeseeeeeeeaes 16
1.5.2- MELOAO VISUAL ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s s sannneeneeaaaaaaaaeeaeens 17
1.5.3- Citometria de flUXO .......ccuiiiiiiiiieeee e 20
1.5.4- Contagem de reticulocitos por citometridldeo e analisadores hematoldgicos
o101 (0] 10 F= 11 ol 0 1S PP PPPPPUUPPPPPR 23
1.5.5- Método visualersuscitometria de fluX0 ...........eeeeeeeiiiiiiiiiice 26

1.5.6- Contagem de reticuldcitos por meio da ma@wcapm anticorpos monoclonais ....27

1.5.7- Variabilidade biolégica e a contagem dectddiCitos. ..........c.vvvvvviiieeiiieiiiineenenns 28
1.6- Eritropoetina humana recombinNante ......coeeeeeieiiiiiiiii e 29
1.7- Usos da eritropoetina humana reCombIiNaNte . ..ooovvveiiiiiiiiiiii e 31

1.7.1- ETEITOS QUVEISOS .....uuuiiiiiiiiieees et e e e e e e e e e e s e s s s st bt e et e eeaaaas s s nnnnanbneeeees 33
1.8- Controle de qUAlIdATE............... .. eeeeeeiiiiiiieae e e e e e e et e ee e e e eeererann s 34
1.9- ReleVaANCia 00 ©STUTOD........cceeiiiii it 36
O] N I VL 1 SRS 38
P20 B @ o= Ao I o = | 38
P2 © L o] 1= 1)V o FSR ] o 1T o | o o 1 TR 38

3- MATERIAL E METODOS.......coiiiitiieieciete ettt eaen s 39



3.1- Amostras e material de referéncia da alfagp@&umana recombinante....................... 39
3.2- ANIMAIS ULHIZAAOS. ... .ot e e e e s 40
3.3- Inoculacéo das amostras e padrées N0S CaMIEION............uvvuerireeeeeeeeeeeerreeesmmnnnn 40
3.4- ANTICOAQUIANTES ...ttt e e e e e et et et e bbbt e e e e e e e e e aeeees 40
T @] 1= = W o (o JR=T g o U= 41
3.6- ANAlISE POI MICTOSCOPIA . ..vvvvvrreiiireieeeeeeteeeeeeeeeeaeatsassasasearerereeeeeeeeaaaaassaaannnnnrsensnnees 42
3.7- Preparo das amostras para analise por CitlmMetl..........cceeevveeeeeeeeeeeeeeeeeevveeeeeeeaanns 42
3.8- Leitura das amostras em citdmetro de fluxo&ise dos dados..............cccvveeeeen.. 43
3.9- Célculo de poténcia e validade dO tESte......ccccceeeiiiiiiiieerr e 46
3.10- Andlise estatistica e comparagdo dos MELOAOS............uevvieeiriiiiiiiieeriiieeea e 48

3.11- Variacgao intra-analista e inter-analistag @acontagem de reticulocitos pelo método de
CILOMELIIA A8 FIUXO ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e as 49
3.12- Testes para validacdo do método de citomarituxo para uso na rotina da Secéo de

Controle Bioldgico (SEBIO) de Bio-ManguINNOS ..ccceviiiiiiiiiiiiiciceeee e 49

4 — RESULTADOS ... .ttt ettt e emmmmi et e e e e ettt e e e e e s sttt e e e e e e annbbeeesensseeeeaeeeanneees 51
4.1- Resultados gerados pela citometria de fluxa pa vinte lotes de alfaepoetina humana
recombinante utilizados na comparacao entre OSAUSLO.............cvvvvvvriiiiieeieeeeeeees s 51
4.2- Validade estatistiCa d0S ENSAUOS ......uuerrreeriiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiesssiierrirreeeeeeeaaesseaennnnns 54
4.3- ReSUItad0S A€ POLENCIA................ ommmmms s e e e e e e e eeeeeeeeeeeesssaness s annnsnns s e eaaeeaaeees 54
4.4- Analise de concordancia entre os métodostdmetria e microscopia..............cccceoueeee 58

4.5- Variacao intra-analista e inter-analistas pacantagem de reticulécitos por citometria de

4.6- Repetitividade dos resultados de poténcialobtpela contagem de reticulécitos por
(od1 0] 0 0 T=7 L = TR RRRRRRPPP 62
4.7- Precisdo intermediaria dos resultados de p@at@itidos pela contagem de reticuldcitos

(o100 1411 1 = W OO TPTUPPPRRRR 62
5 — DISCUSSAD ...ciiiiiiiieeeteteieie et sesesee ettt se sttt s e e s e s bt eenaeaeetesesese e e e aeens 64
5.1- A citometria de fluxo para a contagem de thiCitos..............uvvvviiiiiiiiiiiiieeiiiieee, 64
5.2- Uso de EDTA e heparina como anticoagulante............ccccceeeveeiiieeeeiiiiieeeeeeiieeeene, 66
5.3- Comportamento das amostras e material deerefix...............ccccooeeeiiiiiiin e s 67
5.4- Comparacao e avaliacdo da concordéancia estreétodos de citometria de fluxo e

0T oT 01T oo ] = W OO PPTRPPPRTRR 67
5.5- Testes para validacdo do NOVO MELOUO . .ceeeevvviiiiciiie e 68
B — CONCLUSOES. ..ottt seee ettt nananse e s e 70

7- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooiviiiiiiececeeeeeseeieeeeeeee e eean e T 2



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMPc - Adenosina monofosfato ciclico

Anvisa - Agéncia Nacional de Vigilancia Saniari

Arg - Arginina

Asn - Asparagina

ATP - Adenosina trifosfato

BFU-E - Burst-forming unit erythroid- unidade eritrdide formadora de
blasto

BHK - Baby Hamster Kidney rim de filhote de hamster

Bio-Manguinhos - Instituto de Tecnologia em Imuiotdgicos

CECAL - Centro de Criacdo de Animais de Labatato

CEUA - Comiss&o de Etica no Uso de Animais

CFU-E - Colony-forming unit erythroid- unidade eritréide formadora de
colbnia

CHO - Chinese Hamster Ovary Ovério de hamster chinés

CIM - Centro de Inmunologia Molecular

CIPBR - Centro Integrado de Protétipos, Biofarnsaeo Reativos para
Diagndstico

COl - Comité Olimpico Internacional

CV - Coeficiente de variacao

DCB - Denominacdo Comum Brasileira

DEQUA - Departamento de Controle de Qualidade

DNA - Acido desoxirribonucléico

ECVAM - Centro Europeu para Validacdo de Métodlternativos

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

EPO - Eritropoetina

EPOmMRNA - RNA mensageiro da eritropoetina

EpoR - Receptor para a eritropoetina

FDA - USFood and Drug Administration

Fiocruz - Fundacao Oswaldo Cruz



fL -
FL1 -
FS/FSC -

g.l. -
GM-CSF -

ap -
HIF-1 -
hist -
HNF-4 -
ICSH -
IFA -
IFN-y -
IGF-1 -
IL -
INCQS -
IRC -
IRF -

IT -
LAEAN -
LATED -
LIC -
LSC -
Met -
MAD -
MRNA -
MRT -
NCCLS -

PBS -
Phe -
pl -
PI-3K -
POP -

Fentolitro

Canal de fluorescéncia

Forward scatter dispersao frontal

Graus de liberdade
Granulocyte-macrophage colony-stimulating facter fator
estimulador de colbnias de granulocitos e macr&ago
Glicoproteina

Hypoxia inducible factor + Fator induzido por hipoxia 1
Histograma
Hepatocyte nuclear factef — Fator nuclear 4
International Council for Standardisation in Hemizigy
Ingrediente Farmacéutico Ativo

Interferon gama
Insulin-like growth factod — Fator de crescimento insulinico 1
Interleucina

Instituto Nacional de Controle de Quatld em Saude
Insuficiéncia renal cronica
Immature reticulocyte fraction —Fracdo de reticulocitos
imaturos

Instrucdo de trabalho

Laboratorio de Experimentacéo Animal

Laboratério de Tecnologia Diagnéstica

Limite inferior de concordancia

Limite superior de concordancia

Metionina
Monoclonal antibody- anticorpo monoclonal

Acido ribonucléico mensageiro

Material de referéncia de trabalho
National Comitee for Clinical Laboratory Standards
Pares de base
Phosphate buffered saliretampéao fosfato em salina
Fenilalanina

Ponto isoelétrico

Fosfaditil-inositol 3-quinase

Procedimento Operacional Padronizado



rhEPO -
RMN -
RNA -

S -
SCF -
SEBIO -
Ser -
SESOD -
SPF -
SS/SSC -
SUS -
TR -
Thr -
TNF-a -
Tyr -
ul -
Val -
VDTEC -

Eritropoetina humana recombinante
Ressonancia magnética nuclear

Acido ribonucléico

Desvio padrao

Fator de célula tronco

Secdao de Controle Biolégico

Serina

Secéao de Solucdes e Diluentes
Specific Pathogen Freelivre de patdgenos especificos
Side scatter disperséo lateral

Sistema Unico de Salde
Transferrin receptor receptor de transferrina
Treonina
Tumor necrosis factos-— Fator de necrose tumoral
Tirosina

Unidades Internacionais

Valina

Vice-Diretoria de Desenvolvimento Teabgiko

Xi



Xii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 —  Estrutura da eritropoeting ......cccccieeeeeieiiiiiiiiiiiiiieee e eeeeeeeeeeeee e 3
Figura 1.2 —  Estrutura da eritropoetina obtidaRIBIN ............cccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 5
Figura 1.3 —  Fatores envolvidos na regulacdo de dareritropoetina ...................... 6
Figura 1.4 — Representacdo esquematica do dominazelular de EpoR ................ 9
Figura 1.5 -  Etapas de ativagao de EPOR ...ccmeeiiiiiieeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiieeeeeee. 9
Figura 1.6 —  Ativacao e inativacdo do receptorrdeopoetina (EpoR) ..........cc.euueeeee 10
Figura 1.7 — Diagrama esquematico da producaoitl@aHios .............ccceeeeeeeeeeeeennnn. 11
Figura 1.8 —  Os fatores de crescimento que infliaema eritropoiese ...................... 14
Figura 1.9 —  Estagios de maturag@o dos reticuCito..............cooeeveiciiiiiiiiiiiieie, 15

Figura 1.10 — Fotomicrografia de sangue perifénnarcado com novo azul de
T2 1] T Lo S USR 18

Figura 1.11 — Os quadrantes da Camara de Neubanereticuldcitos vistos neste

21 012 1= | (0 LSO 19
Figura 1.12 — Principais componentes de um CitG@rarfluxo ............ccceevvvvvnnnnnnnn. 21
Figura 1.13 — As dispersdes frontal e lateralle@dscéncia ...........ccccceeeeveeeeeeeennnn.n. 22
Figura 1.14 — Etapas da contagem de reticuloctogipometria de fluxo .................. 25
Figura 3.1 — Preparo e inoculagéo das amostradezielae referéncia .................... 41
Figura 3.2 — Processamento das amostras e contigesticulocitos em Camara de

Neubauer por MiCroSCOPIA OLICA .........uuueeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeenannnns 43
Figura 3.3 — Processamento das amostras e contégeaticulocitos por citometria

A FIUXO e ————— 44
Figura 3.4 — Gréfico FSC x SSC comgate (R1) delimitando a populacdo de

CEIUIAS VEIMEINAS ....eeiiiiiiiiiiiiiiiii sttt 45
Figura 3.5 -  Histograma FL1 para uma amostra clentr@gativo ............cccceeeeeeeennn. 45
Figura 3.6 —  Histograma FL1 para uma amostra marcach Retic-COUNT ........... 46
Figura4.1 — Grafico FSC x SSC representativo de amostra de sangue inoculada

com alfaepoetina humana recombinante ......ccccccccevvvvvveviiiiiicciinneennn. 51



Figura 4.2 —

Figura 4.3 —

Figura 4.4 —

Figura 4.5 —
Figura 4.6 —

xiii

Histogramas de florescéncia x nimeracélulas representativos das
trés doses inoculadas NOS CaMUNAONJOS ... cmmmmmmeeeeeerereererrrennnnnnnnnss D2
Grafico FSC x SSC representativo dex wamostra de sangue de
camundongo NA0 INOCUIAAO ..........ooeviiiiiieeeeeeeeieee e 53
Histograma de fluorescéncia x niumerccélulas representativo das
amostras NA0 INOCUIAAAS ..........cocuuuietcememmee et 54
Grafico dose x resposta para amostraterial de referéncia ................ 56
Grafico de Bland-Altman para os reslds obtidos pela contagem por

CItOMELtria € MICIOSCOPIA ..vvuuuiieieeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e 59



Tabela 1.1 —
Tabela 1.2 —

Tabela 1.3 -
Tabela 3.1 -

Tabela 4.1 -

Tabela 4.2 —

Tabela 4.3 -

Tabela 4.4 —

Tabela 4.5 -

Tabela 4.6 —

Tabela 4.7 -

Tabela 4.8 —

Tabela 4.9 -

Tabela 4.10 —

Xiv

LISTA DE TABELAS

Ferramentas para contagem de retifdoc.........ccccvvveeeviviiieeeeennnn. 17
Principais diferencas entre a contagemeticulécitos por método

visual e por citometria de fluXo ...........o e eeeeeeeeeee 27
Composicao de carboidratos da ergtopm............ccccoeeeeeeeeeeeeennenn.. 30
Exemplo da comparacao entre os rdsgl@btidos por microscopia

e citometria de flUXO .....coooeeeiiiii e 49
Exemplo dos resultados esperados gmartestes de regressao,

paralelismo e linearidade para os resultados datame do material

de referéncia obtidos por citometria Ou MIiCroscopia..................... 55
Resultados de poténcia e limites ddiacwa para os lotes de

alfaepoetina testados por Citometria .......cceceeeecceeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeinenns 56

Comparacédo entre as médias dos ssiltdtidos com heparina e

Resultados de poténcia e limites ddiaca para os lotes de
alfaepoetina testados por MiCrOSCOPIA ....ceeemmmcceeeeeeieeeeeiiiiiiiinnn 57
Comparacao entre as medias dos hssilbdtidos por citometria de
flUXO € MICIOSCOPIA ..vvvuiniiiieeee e et e e 57
Andlise de Bland-Altman para comparagdtre os métodos de
Citometria € MICIOSCOPIA ....ovvieeeeeeeieeeeeeeece e e e e e 58
Variacdo intra-analista para a comtagge reticulécitos por
citometria de flUXO .......ooiiiiii e 60
Variagdo inter-analistas para a centagle reticulécitos por
citometria de flUXO .....cooeiiiiiiiiiiee e 61
Repetitividade entre os resultadosudemesmo analista para a
determinacao de poténcia da alfaepoetina humaoant@oante pela
contagem de reticulécitos por citometria de fluXo.........ccevvvveeennn... 62
Precisdo intermediaria para os esldtde trés analistas, em dias
diferentes, para a determinagcdo da poténcia depaléina humana

recombinante pela contagem de reticuldcitos poneitria de fluxo 63



XV

RESUMO

A eritropoetina € o horménio responsavel pela @gid da producdo de células
vermelhas. A eritropoetina humana recombinanteRfdEproduzida em laboratorio e usada
como medicamento pode apresentar as isoformasedifata, chamadas de alfaepoetina e
betaepoetina humana recombinante. O tratamentorb&mO melhora bastante a vida de
pacientes anémicos e/ou em didlise, reduzindo ase®lade de transfusdo de sangue. A
grande demanda por este biofarmaco justifica a@sibe pesquisa ndo so para conhecimento
de seus mecanismos de agdo e desenvolvimento despos de producdo, como também
para controle da qualidade do produto. E de grangmrtancia o desenvolvimento de
métodos de analise que diminuam a margem de ewmmentem a precisao e a confiabilidade
dos resultados, além de reduzir o tempo de liberpaéa 0 mercado.

O ensaio de determinacdo da poténcia da alfaespodtumana recombinante
produzida por Bio-Manguinhos é realizado pelo m@tdd camundongos normocitémicos,
com contagem de reticuldcitos por microscopia. Bsiodo de contagem é demorado, pouco
preciso e desgastante para o analista. O objetiste drabalho é estudar o uso do método de
citometria de fluxo na contagem de reticuldcitosapa ensaio de poténcia da alfaepoetina
humana recombinante. Visando a implantacdo do rmétodDepartamento de Controle de
Qualidade (DEQUA) de Bio-Manguinhos, o desenvolvitnedeste trabalho teve também
como objetivo comparar a sua eficacia em relacagraoesso atualmente utilizado, e a
realizar os testes necessarios a sua validacao.

Os camundongos foram inoculados com trés doseniés de amostra ou material
de referéncia e os reticuldcitos presentes no sangletado foram marcados com o corante
fluorescente laranja de tiazol (Retic-COUNT). Ocrgocitos foram contados em citdmetro
de fluxo FACSCalibur e seu percentual foi utilizapgara a determinacdo da poténcia de
acordo com os célculos da Farmacopéia Européiai6dce Para a comparacdo entre os
métodos, vinte lotes de alfaepoetina humana recwnte produzidos por Bio-Manguinhos
tiveram sua poténcia determinada pela contagem edieulbcitos por citometria e
microscopia. Para a determinacdo da repetitividada precisdo intermediaria, foi utilizado
um unico lote de alfaepoetina humana recombind®dea avaliar a concordancia entre os
métodos de citometria de fluxo e microscopia, ftiizado o teste estatistico de Bland-
Altman, com comparacdo dos vinte resultados obtmoa os mesmo lotes, analisados a
partir das mesmas amostras de sangue.

Os resultados apresentaram boa repetitividade @sfoeintermediaria e mostraram
que os metodos sdo equivalentes no que diz respeleterminacdo da potencia da rhEPO
produzida por Bio-Manguinhos. No entanto, em funcko alta probabilidade de erros
associados ao método de microscopia, a introdugéocitdmetria de fluxo mostra-se uma
alternativa bastante promissora para suprir a demade testes com precisao,
reprodutibilidade e maior velocidade de liberacédodes.
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ABSTRACT

Erythropoietin is the hormone responsible for tregutation of the red cells’
production. The recombinant human erythropoietmeO) produced in laboratory and used
as a drug exists in the alpha and beta isoformigdcalpha epoietin and beta epoietin. The
treatment with rhEPO improves the life of anemitiggds and/or on dialysis, reducing the
need for blood transfusion. The high demand fas thopharmaceutical product justifies the
research effort not only for the knowledge of iteaimanisms of action and development of
production processes, but also for the productityuabntrol. The development of quality
control methods able to reduce errors and incréaseaccuracy and the reliability of the
results, along with a reduction in the release tionne market, is of great importance.

The assay to determine the biological activity bé trecombinant human alpha
epoietin produced in Bio-Manguinhos is performedhs normocythaemic mice method and
reticulocyte counting by microscopy. This countmgthod is time consuming, imprecise and
stressful to the analyst. The present study ainoedtudy the use of the flow cytometric
method for reticulocyte counting in the biologieakivity assay for the human alpha epoietin.
Intending to implement this new method in the QyalControl Department of
Bio-Manguinhos, this work also compared its effemtiess with the currently used method,
and the tests required to its validation were peréa.

The mice were inoculated with three different dosiesample and reference material,
and the reticulocytes on the collected blood weatned with the fluorescent dye thiazole
orange (Retic-COUNT). The reticulocytes were codntea FACSCalibur flow cytometer
and their percentage was used for the biologidalipcdetermination in accordance with the
European Pharmacopoeid @dition. To compare the methods, the biologicalvig of
twenty batches of recombinant human alpha epoatiyced by Bio-Manguinhos was
determined trough both cytometry and microscopythieodetermination of repeatability and
intermediate precision, only a single batch of rebmant human alpha epoetin was used. For
the evaluation of agreement between both methbd@sBtand-Altman test was used to the
compare the twenty results obtained from the saatehbs, analyzed from the same blood
samples.

The results showed good repeatability and interatedprecision and indicated that
the two methods are equivalent when it concerndétermination of the rhEPO biological
activity. However, due to the high probability ofr@s associated with the microscopy
method, the introduction of the flow cytometry mmdhseems to be a promising alternative to
meet the demand for analyses with precise and depiole results, along with a good speed
in releasing batches for the market.



1- INTRODUCAO

1.1- Aspectos gerais

A eritropoetina (EPO) é um hormonio glicoprotéi@sponséavel pela regulagdo da
producao de células vermelhas. A eritropoetina mammacombinante (rhEPO) produzida em
laboratorio e utilizada como medicamento € encdatraas isoformas alfa e beta. As
eritropoetinas alfa e beta sdo chamadas de alfaepae betaepoetina, respectivamente, de
acordo com a Denominacdo Comum Brasileira (DCB). &® € hoje bastante disseminado,
principalmente em pacientes submetidos a dialise.

A grande demanda por este horménio justifica oresfale pesquisa ndo sé para
conhecimento de seus mecanismos de acao no orgatismano e desenvolvimento de
processos de producdo, como também para contrgjeatidade do produto.

Antes da producéo da eritropoetina humana recomtgnaproximadamente 25% dos
pacientes em dialise necessitavam de transfustgslares de células vermelhas. O
tratamento com rhEPO melhorou bastante a vida sigesgentes anémicos e o0 medicamento
tornou-se um dos mais vendidos no mundo. A erigbpa humana recombinante foi
aprovada pelo FDA (Food and Drug Administrationstaflos Unidos) para uso humano em
pacientes com insuficiéncia renal cronica em 1988u& administracdo se da pelas vias
subcutanea ou endovenosa.

Além da anemia por insuficiéncia renal crénica, ERO tem sido também
recomendada para o tratamento de anemias assoeiadaso de zidovudina em pacientes
com AIDS, ao uso de ribavirina durante o tratametdohepatite C e também ao uso de
quimioterapicos em pacientes com tumores malig@osnmieldides. A rhEPO também pode
ser usada no tratamento de sindrome mielodisplasit@asos de doacdo de sangue autologa,
periodo perioperatorio, anemias de gravidez e grerdade, artrite reumatoide e transplantes
de medula 6ssea. O medicamento ainda € rotineitamaaministrado a pacientes em
hemodidlise, em dialise peritoneal em ambulatGui@m pacientes pré-dialise.

Assim, uma andlise criteriosa da eritropoetina maneecombinante produzida é
crucial para garantir que os usuarios do medicamttham acesso a um produto com

qualidade. E de grande importancia o desenvolvimgatmétodos de analise que diminuam a
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margem de erro e aumentem a precisao e a cordiatéidos resultados, além de reduzir
o tempo de liberagcédo para o mercado.

O Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos da dagéo Oswaldo Cruz (Bio-
Manguinhos / Fiocruz) produz alfaepoetina humam@mbinante nas doses de 2000 Ul e
4000 Ul. O controle de qualidade dos lotes do pdimal é realizado quanto a aspecto,
volume médio, pH, concentracédo de proteinas, patéesterilidade, toxicidade inespecifica,
pirogénio e endotoxina, de forma a aprovar suardii®m para o mercado. O ensaio de
poténcia é realizado pela Secdo de Controle Biodogio Departamento de Controle de
Qualidade (SEBIO — DEQUA), seguindo-se o métodaamundongos normocitémicos e
contagem de reticulocitos em microscopio com amxii camara de Neubauer (padrdo ouro).

O método de contagem de reticuldcitos por micrasc@pesar de bem implantado no
conjunto dos processos de controle dos lotes depttina, € demorado, pouco preciso e
desgastante para o analista, acarretando altalplidade de erros. Ainda assim, a introducéo
de métodos mais eficazes depende de estudos préeiognio das técnicas e instrumentos e
de testes que comprovem que 0 novo método apresentiiados no minimo equivalentes
aos do método ja padronizado, além de precisapredetibilidade adequadas, bem como
viabilidade financeira e boa relacéo custo / berefi

O presente trabalho tem como objetivo aplicar oodetde citometria de fluxo na
contagem de reticulécitos para o controle da atédda alfaepoetina humana recombinante
produzida por Bio-Manguinhos. Visando a implantaciio método no Departamento de
Controle de Qualidade (DEQUA), o desenvolvimentstaerabalho teve também como
objetivo comparar a sua eficacia em relacdo aoepsucatualmente utilizado, e realizar os

testes necessarios a sua validacao.

1.2. Eritropoetina

A eritropoetina (EPO) € um horménio glicoprotéiamquzido principalmente pelas
células peritubulares dos rins, responsavel pgalaedo da producédo de células vermelhas.
Circula numa concentracdo aproximadamente cem veeasr que a maioria dos hormonios
do corpo e age nos receptores presentes nas cefit@sdes imaturas para promover sua
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo na feedssea (Krantz 1991, Maier et al. 1994,
Sawyer e Penta 1996, Lappin 2003, Delanghe etCfl8)2 Como a principal funcdo das
células vermelhas é o transporte de oxigénio don@al para os tecidos periféricos, a

regulacdo da producéo de eritropoetina é imporiaente a oxigenacao tecidual.



1.2.1- Estrutura da eritropoetina

A eritropoetina consiste de uma cadeia polipeidie 166 aminoacidos (pl 4,5-5,0)
com duas pontes dissulfeto (uma ligando a cistdmaminoacido 7 com a cisteina do
aminoacido 161 e a outra ligando as cisteinas dwosoacidos 29 e 33), como mostrado na
figura 1.1.

A primeira ligacao dissulfeto € a mais important®a vez que garante que a molécula
exiba a conformacao correta para se ligar ao smpt@. Assim, se essa ligacdo dissulfeto é
rompida ou defeituosa, a eritropoetina perde sividatle bioldgica (Krantz 1991, Lappin
2003). Existem quatro sitios de glicosilagdo emepcial na eritropoetina, trés deles N-
substituidos (Ast, Asr® e Asif®) e um O-substituido (Séf), mostrados na figura 1.1.
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Figura 1.1 —Estrutura da eritropoetina. Fonte: NG et al. 2003.

A massa molecular da eritropoetina varia de 30 &34, mas a massa da cadeia
peptidica é de apenas 18 kDa, 0 que indica quemeéria, os carboidratos representam
aproximadamente 40% da eritropoetina integralmghtesilada (Krantz 1991, Choi et al.
1996, Aguiar et al. 2003, Schmidt et al. 2003, &apadeh et al. 2008).

Os carboidratos tém importante papel na atividaddica da eritropoetina. Como
este horménio é produzido nos rins e tem a medsd@adcomo alvo, deve ser protegido
contra a depuracdo hepatica enquanto circula @lgue. Os acidos sialicos terminais da
eritropoetina sdo necessarios para que o hormdoanee os sitios alvo ao prevenir a
depuragdo pelos receptores hepaticos, que recanheseresiduos de galactose expostos.
Assim, a atividadén vivo da eritropoetina depende do niamero de residu@gide sialico.



Os carboidratos N-ligados podem apresentar atérajutidos sialicos na porgao
terminal, enquanto os O-ligados apresentam no nwagimis. Os carboidratos N- e O- ligados
S840 necessarios para a atividadlevivo, mas ndo para a atividade vitro. A glicosilacdo
garante biossintese e/ou secrecdo apropriadabjlidside e atividade biologica a molécula
da eritropoetina ao proteger contra a degradacdas pgroteases, além de reduzir a
suscetibilidade a degradacéo térmica e prevenira@remocao por filtracdo glomerular e
depuracédo hepatica. (Krantz 1991, Choi et al. 19@@ijar et al. 2003, Schmidt et al. 2003,
Liefooghe et al. 2005, Sepehrizadeh et al. 2008).

As unidades glicosidicas N-ligadas (como os grdposionais secundarios, terciarios
e quaternarios) presentes na eritropoetina saartiagdiversas. As proporc¢des entre 0s grupos
funcionais secundarios, terciarios e quaternardms 154:13,5:85,1, respectivamente. Assim,
0s principais componentes dos carboidratos N-ligada eritropoetina sdo sacarideos
quaternarios com ou sem repeticdes acetilactoseasiniOs &cidos sialicos apresentam
ligacdoa2-3 com todos os sacarideos e o grau de sialilag@® aproximadamente 80-97%
(Choi et al. 1996).

O grupo funcional glicosidico N-ligado da eritropipa € classificado em trés
unidades funcionais: (i) parte principal (Man3Gla{AFuc)GIcNAc), que mantém a
conformacéao bioativa do polipeptidio, (ii) partenfaicada (GIcNAcs), que codifica um sinal
ao orgao alvo e é responsavel pela interacdo carélalss do sistema hematopoiético, e (iii)
parte terminal (acidos sialicos, Gal, GalNAc, Ntdaetosamina e/ou Gal3Gal, etc), que
determina o tempo de vida das glicoproteinas neet® sanguinea através do sistema de
depuracédo mediado por lectina (Choi et al. 1996).

A composicdo da cadeia principal da eritropoetinéixea, apesar das diferencas
encontradas nas cadeias laterais entre as espBhits;0es na cadeia principal afetam o
dobramento da proteina e, consequentemente, sidadsa.

A molécula da eritropoetina tem estrutura tipicdatailia de fatores de crescimento
hematopoiético, composta por quatrdélices conectadas por ddémops longos e unoop
curto, além das pontes dissulfeto (Krantz 1991,e@f@n et al. 2008), como ilustrado na

figura 1.2.
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Figura 1.2 —A estrutura da eritropoetina obtida por ressonamzignética nuclear (RMN), mostrando as quatro
a-hélices. Fonte: Cheetham et al. 2008.

1.2.2- Producéo enddgena

Durante o desenvolvimento fetal, o figado é o ppiac sitio de producdo da
eritropoetina. ApGs 0 nascimento, a maior parteeraopoetina circulante € originaria das
células peritubulares localizadas no cortex reratiores de transcricdo da familia GATA sao
importantes no controle da expressdo do gene daparetina. A hipdxia tecidual é o
principal estimulo para a producdo deste hormd@pod.proposto por Krantz (1991) que a
hipoxia resultaria na liberacéo de prostaglandiaasjentando o AMPc renal, que por sua vez
reduz a concentrac&o intracelular dé'Castimulando a sintese da eritropoetina. Entretant
expressdo do seu gene nao é estimulada apenasppaiahtecidual. H4 um aumento de
expressdo também quando a pressao de oxigéniaalademninui (por exemplo, em altas
altitudes) ou quando a afinidade do sangue pauenta (Krantz 1991, Jelkmann 2004). Ha
clara correlacdo entre anemia e aumento do mRN&ittapoetina nas células intersticiais do
cortex renal, indicando aumento nos niveis de ¢réig&o do seu gene.

Além dos rins, os hepatdcitos ao redor das veiagaie do figado sdo responsaveis
pela producéo de cerca de 20% da eritropoetinagansmo. Pequena quantidade de mRNA
da eritropoetina também pode ser encontrada nesdgsl e no baco em caso de hipdxia.
Além destes locais, eritropoetina é produzida emimd quantidade no cérebro pelos
astrocitos, onde pode proteger os neurénios daenuafular induzida por isquemia se a

oxigenacao nao for suficiente (Lacombe e Mayeux8199



N&o ha estoques pré-formados de eritropoetina.frate da expressado génica
envolve interacbes complexas entre 0 DNA e proteinecleares. O gene que codifica a
eritropoetina, localizado na regido q11-g22 do @ssomo 7, contém diferentes sequéncias
de DNA necesséarias para sua expressao, além dstimmulador de 50 pares de base induzido
por hipdéxia localizado a aproximadamente 120 patesbase do final 3' do sitio de
poliadenilacdo. Este estimulador € responsavel pelacdo da expressdo do gene da
eritropoetina (Lacombe e Mayeux 1998, Aguiar e2@03).

O estimulador contém trés diferentes segmentos:., e BS3. BS1 é uma
sequéncia conservada localizada proximo ao findb5itio de ligacdo ao fator de transcricao
induzido por hipoxia 1 (HIF-1). BS2, ou segmentordeio, € o0 menos conservado entre as
espécies, mas € necessario para a interacdo dé kEdf o complexo de iniciacdo da
transcricdo. A terceira parte (BS3) correspondedi@&ncias de 3'DNA, que sdo sitios de
ligacdo para o fator nuclear 4 (HNF-4). As protsigae se ligam ao estimulador interagem
sinergicamente para estimular a transcricdo do darexitropoetina e o HNF-4 pode ampliar
a ativacdo da transcricdo mediada pelo estimuladorcélulas em hipdxia. Além disso, a
porcdo C-terminal de HIF-1 liga-se especificamemtB300 para aumentar a indugao por
hipoxia. Assim, a oxigenacao tecidual insuficieintduz a formagdo de um grande complexo
de proteinas direta ou indiretamente ligadas @amelsidor, que por sua vez traduz um sinal
para o promotor do gene da eritropoetina, pernutisda transcricdo (Lacombe e Mayeux
1998, Fisher 2003), como ilustrado na figura 1.3.
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Figura 1.3 —Fatores envolvidos na regulacdo do gene da eoitora. Fonte: Lacombe e Mayeux 1998.

A adenosina € um regulador primario da sintese d&opoetina, agindo
principalmente através das quinases A e C e dalifsa$e A. A hipOxia aumenta os niveis
de adenosina no fluido extracelular devido a majoebra de ATP e a atividade
ectonucledsica. A teofilina, um antagonista do ptmede adenosina, inibe os efeitos da
hipoxia na producdo de eritropoetina em camundonBas mesma forma, analogos da
adenosina aumentam a expressdo de EPOmMRNA (Fi30g). 2

Outros fatores também podem modular a transcricigeathe da eritropoetina. Em

1997, Imagawa e colaboradores demonstraram que GAiMbe a transcricdo através da



ligacdo ao promotor em condigbes normoxicas. Aléssaod o promotor e a regido da

ponta 5’ contém sitios de ligacdo para o fator earatB (NF«B) que, junto com GATA-2,
inibe a expressao do gene em doencas inflamatésasitocinas inflamatorias interleucina 1
(IL-1) e fator de necrose tumoral(TNF-a) contribuem para a anemia em doencas crénicas

ao suprimirem a producéo de eritropoetina (Jelknzfa).

1.2.3- Receptores e sinalizacgéo intracelular

Os receptores celulares da eritropoetina, E@EpoR, pertencem a superfamilia de
receptores de citocinas que inclui receptores fadoses como o estimulador de colénias de
granuldcitos, estimulador de granulécitos e magddamuitas interleucinas (2, 3, 4, 5, 6, 7,
9, 11 e 12), horménio do crescimento e prolactiém de terem elementos estruturais
semelhantes, estes receptores apresentam transdacéimal parecida (Sawyer e Penta,
1996). Ha menos de 1000 receptores de eritropoptinaélula e estes sdo expressos em
células eritréides nos estagios BFU-E (unidaderéédié formadora de blasto) e CFU-E
(unidade eritréide formadora de colénia). O numem receptores por célula diminui
gradualmente durante a diferenciacdo das céluia®i@es, e estudos demonstraram que
reticulocitos e eritrocitos maduros ndo contém ptwes para EPO (Krantz 1991, Fisher,
2003, Lisowska et al. 2010).

O receptor da eritropoetina apresenta os domimbmcaelular, transmembranar e
intracelular (citoplasmatico). Uma molécula de repbetina liga-se a dois receptores na
superficie celular. Como consequéncia, as tirosmmadominio intracelular sdo fosforiladas,
iniciando uma cascata de sinalizacdo intracelularrggula a expressédo génica no nucleo, de
forma a promover a sobrevivéncia, a proliferacaalderenciacao celular (Lappin 2003).

Os dois sitios de ligacdo no dominio extraceluter rceptores séo o de alta afinidade
(sitio 1) e o de baixa afinidade (sitio 2). O siticcontém um bolsdo central de ligacao
hidrofébica cercado por interacdes hidrofilicasrédiduo de Phe 93 no receptor é muito
importante para a interacdo com o ligante, padmio na ligacdo de hidrogénio com os
residuos Thr 44 e Asn 147 da eritropoetina. Agagiies no sitio 2 sdo menos extensas, com
a superficie hidrofobica criada por Phe 93, Phe@®%t 150. Met 150 esta localizada mais
internamente no sitio 2 que no sitio 1, fazenderagdes de Van der Waals com Arg 10, Val
11 e Arg 14 da eritropoetina. As interacdes hitioaf$ acontecem por meio de ligacdes de
hidrogénio (Spahlinger e King, 2007).

Quando a eritropoetina liga-se aos seus dois re@ptforca um angulo de 120° entre
eles. Esta orientacdo angular do complexo EPO-(FpéRum fator critico & atividade
biolégica. As superficies intracelulares criadas peientacdo de 120° sdo responsaveis por
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uma sinalizacdo 6tima induzida por EPO atravésvis intracelulares das quinases.
Assim, ao ligar-se aos seus receptores, a eritiooalesencadeia uma cascata de
fosforilacdo intracelular. A fosforilacdo de prot@$ é um passo inicial importante na
transducdo de sinais por varios receptores. A jmanetapa da sinalizacdo intracelular é a
ativacdo da tirosina quinase JAK2, associada agptec da eritropoetina proximo a regido
transmembranar. A ativacdo de JAK2 leva a fosfgibada tirosina de diversas proteinas,
incluindo o proprio receptor de EPO, o que estinauiasforilacdo de oito residuos de tirosina
localizados no dominio intracelular. Estas tirosif@sforiladas podem ser sitios de ligacao
para varias outras proteinas de sinalizacdo idtdlaces com dominios SH2, que sé&o
fosforiladas e ativadas (figuras 1.4 e 1.5). Anadtitirosina do dominio citoplasmatico de
EpoR (Tyr 479) € necessaria para a formacao dasiaesleritroides progenitoras. As cascatas
de fosforilacdo ativam diversas vias intracelularasluindo a via da Ras/MAP quinase,
envolvida na proliferagdo celular em resposta @opidetina, e a via da fosfaditil-inositol 3-
quinase (PI-3K) (Lacombe e Mayeux 1998 e 1999,dfi2003, Jelkmann 2004, Spahlinger e
King 2007, Tsiftsoglou et al. 2009).

O dominio citoplasmatico do receptor de eritropwetpode ser dividido em duas
regibes principais. A regido mais proxima da meméralasmética € necesséaria para a
geracdo dos sinais de proliferacdo e diferenciali@sta regido, a tirosina quinase JAK2
passa por autofosforilacdo, é ativada e fosforilaceptor e o fator de transcricdo STATS5. A
fosforilacdo ativa este fator de transcricdo, geialissocia do receptor, dimeriza-se, migra
para o nucleo da célula, reconhece a sequénciagte dspecifica na regido promotora do
gene alvo e inicia a transcricdo génica. A outndepdo dominio citoplasmatico do receptor
nao é necessaria para a sinalizacéo e, ao contéuwe diminuindo os sinais. A sinalizacao
pelo receptor da eritropoetina € inibida pela imagosfatase SHP1, que tem um dominio
SH2 e é especifica para células sanguineas. Edtdage associa-se ao sitio de fosforilagdo
da tirosina do receptor e promove a desfosforilagdAK2 (figura 1.6), cessando a geragao
de sinal (Akihiko e Arai 1996, Constantinescu etlaR9).

O receptor de fator de célula tronco (SCF) outoékibutro receptor de citocinas
pertencente a familia de receptores tirosina-qgaeinpge interage com EpoR. Este receptor,
associado a regido estendida box2 do EpoR podé-latie fosforila-lo, estimulando a
proliferacéo e diferenciacéo celular. Esta intevagidtre c-kit e EpoR tem importante papel na
diferenciacéo dos progenitores eritréides no figdaldeto (Lacombe e Mayeux 1998, Fisher
2003).
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Figura 1.4 —Representacdo esquematica do dominio intracelal&pdR. Fonte: Lacombe e Mayeux, 1998.
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Figura 1.5 —Etapas de ativacéo de EpoR (1) A primeira etapa@inacdo de EpoR é a dimerizacéo; (2) as JAK2
quinases pré-associadas ficam em contato e sa@mlasiypor transfosforilacdo; (3 e 4) os residudsral&ina de
EpoR séo fosforilados; (5) os residuos fosforiladd® sitios de ligagdo para proteinas de sinabizaca
intracelular. Fonte: Fisher, 2003.
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Figura 1.6 —Ativacao e inativagdo do receptor de eritropoetifiepoR). Adaptado de Constantinescu et al. 1999.

Os receptores para a eritropoetina sao também &ados em diversos tecidos além
das células progenitoras eritroides da medula ¢sselindo o sistema nervoso central,
células endoteliais, linfocitos T e B e mondcitw&ulas de tumores solidos e varios tipos de
células renais. Como ha receptores em células sesvio cérebro, a eritropoetina pode ser
importante para o desenvolvimento e funcionameatelral. O cérebro produz sua prépria
eritropoetina, que age de forma paracrina, aingaegu minima quantidade, tamanho menor e
com menos acidos sialicos que a produzida pelegMasuda 1994, Lisowska et al. 2010). A
eritropoetina é também importante para o desenwelvio de vasos sanguineos necessarios a

irrigacdo de musculos, além de apresentar atividadevarios, Utero e testiculos.

1.3- Eritropoiese

A eritropoiese € 0 processo que regula a produeéerittocitos, também conhecidos
como hemacias ou células vermelhas do sanguetia garcélulas precursoras na medula
O0ssea de mamiferos. Este processo ocorre naiitablasticas da medula 6ssea, compostas
de eritroblastos em varios estagios de maturacace@dm de um macréfago central que

facilita a fagocitose do nucleo excluido (TsiftsngP009).
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A figura 1.7 apresenta um diagrama esqueméaticarazupéo de eritrcitos. A
eritropoiese € dependente da eritropoetina libeapda estimulo por hipoxia, que estimula as
células eritréides progenitoras a diferenciareneseeritrocitos até que a concentracdo de
oxigénio nos tecidos volte aos niveis normais. Mss eritropoiese é um tipico sistema de
controle por retroalimentagédo negativa (Krantz 199aier et al. 1994, Choi et al. 1996, Liu
et al. 2010).

Hipoxia tecidual:

Baixo volume sanguineo

Anemia Sintese de células vermelhas:
Baixo nivel de hemoglobinas Eritroblasto basofilo
Baixo fluxo sanguineo l

Problemas pulmonares

Eritroblasto policromético

Aumenta l
Estimula Reticuldcito

l

Eritrocito

l

Diminui Oxigenagao dos tecidos

Producao de
eritropoetina pelos rins

Figura 1.7 —Diagrama esquematico da producao de eritrocitdapfado de Choi et al. 1996.

Em condi¢des normais, a baixa concentracdo demoitina permite que apenas uma
pequena quantidade de progenitores sobreviva efepegl enquanto os outros sofrem
apoptose. Assim, a eritropoetina mantém a eritegaiao impedir a apoptose e induzir a
proliferacéo celular. O estimulo da eritropoetida @ necessario a determinacao da linhagem
eritréide. Quando a concentracdo de eritropoetmaamgue aumenta, um nimero grande de
unidades eritréides formadoras de blastos (BFUé&sinidades eritroides formadoras de
colonia (CFU-Es) deixa de sofrer apoptose e passacqgscimento e maturacdo (Krantz
1991, Lacombe e Mayeux 1999, Zochodne et al. 2B€lRmann 2004).

Além da eritropoetina, a eritropoiese € reguladadiersas citocinas. Os fatores de
crescimento envolvidos na eritropoiese sao: (Drfastimulante de col6nias de granulécitos
(G-CSF), (ii) interleucina (IL)-6, (iii) fator deétula tronco (SCF) e seu receptor c-Kit, (iv)
IL-1, (v) IL-3, (vi) IL-4, (vii) IL-9, (viii) IL-11, (ix) fator estimulador de colbnias de

granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), (x) fator descimento insulinico (IGF-1) e (xi)
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eritropoetina (Krantz 1991Koury et al. 2002, Aguiar et al. 2003, Fisher 2003,
Jelkmann 2004, Tsiftsoglou 2009).

O progenitor mais imaturo que responde a eritropaet a unidade eritroide
formadora de blastos (BFU-E), que da origem asadtaisl eritrdides formadoras de col6nia
(CFU-E) As BFU-Es néo contém receptor de transferrinapeessam muito pouco GATA-1,
um importante fator de transcricdo eritrocitico. ag CFU-Es possuem receptores de
transferrina e exibem niveis abundantes de GATAl&ém disso, as CFU-Es apresentam
maior nimero de receptores para a eritropoetires®m, sdo mais sensiveis a acdo deste
hormonio.A acdo da eritropoetina € sinérgica com SCF, GM-ASB, IL-4, IL-9 e IGF-1
para estimular a maturacdo e proliferacdo dos iestadp BFU-E e CFU-E ao estagio
normoblastico ortocromatico do desenvolvimento d&ulas eritréides. No estagio
normoblastico ocorre o acimulo de hemoglobina. &gilentemente, o nldcleo é excluido da
célula, que evolui a reticuldcito e entra na cacab periférica onde amadurece até eritrocito.
O tempo de maturacdo de CFU-E até reticuldcito #pdeximadamente 7 dias e envolve de 4
a 6 divisbes celulares. SCF, IL-1, IL-3, IL-6 e 1ll-estimulam a diferenciacdo das células
tronco pluripotentes em células tronco mieldides em eritréides, monociticas e
megacariociticas (Krantz 1991, Lacombe e Mayew8198chodne et al. 2008ury et al.
2002, Aguiar et al. 2003, Fisher 2003, Lappin 20B8kmann 2004, Tsiftsoglou 2009). A
figura 1.8 mostra as etapas da eritropoiese, dasdmlulas pluripotentes até os eritrécitos
maduros, e os fatores de crescimento que influencigrocesso.

Quando o sistema regulador da eritropoetina n@oesstperfeito funcionamento, pode
haver diminuicdo dos niveis de hemoglobina no sanguanemia. Ao contrario, niveis
elevados de eritropoetina podem estimular a praduig células vermelhas em excesso,
causando policitemia e alta viscosidade sanguameaentando os riscos de derrame cerebral
(Lappin 2003). O efeito da eritropoetina é atenuaolomoléculas intracelulares supressoras,
que previnem a proliferacdo descontrolada de cltdemelhas (Jelkmann 2004).

1.4- Reticulécitos

A atividade eritropoiética da medula 6ssea é untgsso dinAmico que resulta na
producdo de 2-3 milhdes de novas células por segeamdum humano saudavel. As células
do sangue (vermelhas, brancas e plaquetas) sdauwamente renovadas a partir das células
tronco hematopoiéticas. Estas se renovam e sewliem para formar populacdes de células
progenitoras, a partir das quais a maioria dasaglsanguineas sera originada. As células
progenitoras mais novas sdo multipotentes. O naambiente formado pela matriz da medula

0ssea € essencial para a sobrevivéncia, crescirageficacdo das células hematopoiéticas.
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Fatores de crescimento hematopoiéticos — ou fatstmuladores de colbnia, como a
eritropoetina — sdo necessarios para a renovagicdiialas tronco e para a proliferacao e
diferenciacao das células progenitoras (Cavill 1809y et al. 2002).

Mudancas estruturais e bioquimicas ocorrem durantiderenciacdo dos precursores
imaturos das células vermelhas em células madAsasnais importantes sém sintese de
hemoglobina e seu acumulo no citoplasma, perdanttaséndrias e do aparato de sintese de
proteinas, perda do nudcleo por extrusdo, perdapl@ssao dos receptores de superficie de
membrana — incluindo os de eritropoetina e de fearsa — através da formacdo de
exossomos, mudangas nos niveis de colesterol elifddios e mudancas nos niveis
intracelulares de diversas enzimas (Corberand 1RB&y et al. 2002, Fisher 2003, Lappin
2003).

O reticuldcito é uma célula vermelha anucleadairggnente maior que o eritrocito,
originado a partir do normoblasto ortocromatico sag&trusdo do nucleo. O reticulécito
imaturo contém mitocondrias, um pequeno numero iblessomos, centriolo, estruturas
remanescentes do aparelho de Golgi e alta densidadesceptores de transferrina na
membrana, além de restos de RNA eritroblasticooresprel pela sintese de 20-30% do total
de hemoglobina de uma célula vermelha. A medidaoqeticuldcito avanca pelo processo de
maturacao, organelas como o nucleo sao perdiddstese de hemoglobina € interrompida, a
forma da célula muda de polilobulada para discacadm e ha perda da area de superficie
devido a vesiculagdo da membrana. Aléem disso, h#eailo da resisténcia ao cisalhamento,
h& diminuicdo no contetddo de RNA e do numero erthmaas mitocondrias e a célula torna-
se um eritrécito (Corberand 1997, Riley et al. 200s#ftsoglou 2009, Liu et al. 2010).

Mudancas no conteudo protéico e na membrana cdhrabém ocorrem durante a
diferenciacdo, como a perda do receptor de transiefCD71), GLUT4, Na/K-ATPase e da
molécula de adesdao ICAM-4. ApGs a perda do nuaeaseticuldcitos imaturos continuam
aderidos a um macroéfago central na medula 6sse2 ad@ dias, quando entdo atravessam a
parede do sinusdide da medula para ganhar acessangae periférico, onde passam pelo
processo final de maturacdo. O termo ‘reticulocderiva do precipitado azul visto nessas
células apdés marcagcdo com novo azul de metilenooouos corantes triciclicos,
heterocromaticos e catibnicos que se ligam ao RBEVi{l 1996, Corberand 1997, PreloZnik-
Zupan et al. 2000, Riley et al. 2002, Mast et 80& Simionatto et al. 2009, Tsiftsoglou
2009, Liu et al. 2010).

Quando a eritropoiese € intensivamente estimuladend, por exemplo, pela
eritropoetina), o numero de reticulécitos aumenté ebservada a reducdo do tempo de

maturacado na medula éssea de aproximadamenteati@sim dia, 0 que aumenta a liberacéo
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de novos reticulécitos. Ao contrario, o tempo detureggdo no sangue periférico,
normalmente de um dia, aumenta devido a imaturiadhme reticulécitos recém liberados
(Corberand 1997, Pierre 2002).

Célula tronco pluripotente SCEIL-1,IL-3. 116, I1-11

Célula tronco mieldide

SCF, GM-CSE IL-3

CFU comum para
granulacitos, ‘L
eritrocitos, monocitos

CFUMEG
emegacariocitos ,,,.r"",
o
¢ @ ) crus

BFU-E SCE, GM-CSE, IL-3

iEPO

CFU-E IGF-1

+ EPO

Normaoblasto

Reticulocito

Eritrdcito madure ()

Figura 1.8 — Os fatores de crescimento que influenciam a eoiege a partir de células pluripotentes até
eritrocitos maduros. Adaptado de Fisher 2003.

O nivel de maturacdo de um reticulocito pode serdenado pelo seu contetdo de
RNA. A classificacdo proposta por Heilmeyer e Wast#er (1932) divide os reticuldcitos em
4 grupos. O grupo 1 é constituido por reticulocitogito jovens, logo apés extrusdo do
ndacleo, com grande massa de RNA e organelas. Repaesproximadamente 0,1% da
populacao de reticuldcitos em condicbes normaige@zulocitos do grupo 2 tém uma massa

de RNA menos densa e representam aproximadamé@tedy total em condicbes normais.
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No grupo 3 o RNA encontra-se em menor quantidatais disperso e os reticuldcitos

neste estagio representam aproximadamente 32% plalapdo em individuos normais.
Finalmente, apenas uma pequena e dispersa quantidadNA permanece nos reticuldcitos
do grupo 4, representando 61% dos reticulocito®reredos em condigcbes normais. Essa
classificagcdo fornece informagdes acerca do fuaciemto da medula 6ssea (Corberand
1997, Pierre 2002, Riley et al. 2002). Devido &cdidade de diferenciacdo entre
reticulocitos do grupo 4 e eritrocitos, o Natio@amitee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) propbés a definicdo de reticuldcito como Iquar eritrécito anucleado contendo
duas ou mais particulas coradas com corante apub¢€and 1997, Pierre 2002) figura 1.9

ilustra os estagios de maturacéo dos reticuldcitos.

II1 v
Figura 1.9 —Estagios de maturacao dos reticuldcitos. 0: célaetanelha nucleada; I: reticuldcito mais imaturo
com reticulo denso; IlI: reticulécito com rede reldc menos densa; lll: reticulocito com rede rdécu

espalhada; IV: reticuldcito no estagio mais madnm granulos reticulares espalhados. Fonte: P2608.

1.5- Contagem de reticuldcitos

A atividade eritropoiética e a taxa de liberaca@élalas da medula 6ssea determinam
0 numero de reticulécitos no sangue periférico. vargificacdo de reticulécitos fornece
informacBes a respeito da atividade da medula 6ss#a producdo de células vermelhas,
sendo, entdo, de grande importancia no diagnédéaoencas hematoldégicas como a anemia
e no monitoramento de pacientes transplantados,tratamento quimioterapico e em
tratamento para anemia, como por exemplo, aquealesrgcebem eritropoetina humana
recombinante (Lee et al. 1986, Kienast e Schim@201 Bowen et al. 1991, Cavill 1996,
Preloznik-Zupan et al. 2000, Riley et al. 2002, \Amitkit 2004, Maconi et al. 2010).

A contagem de reticulécitos foi utilizada por Jejfre colaboradores em 1995 para
avaliar a resposta de pacientes em diadlise a paegudnses de eritropoetina humana

recombinante (rhEPO). A quantidade de reticulocaamentou na maioria dos pacientes,
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atingindo resposta méxima em duas semanas, mosttpredesta analise € de grande
utilidade para monitoramento clinico de pacientaesgdélise renal tratados com rhEPO (Riley
et al. 2002).

Em laboratorio, a distincdo entre reticuldcito érécito é baseada na presenca de
RNA e outras substancias, perdidas a medida gagonlbcito amadurece e diferencia-se. A
contagem manual de reticulocitos por microscopieadtom auxilio de corantes supravitais
para RNA foi desenvolvida na década de 1940 e peroeao método padrdao de acordo com o
International Council for Standardisation in Henagy (ICSH). No entanto, métodos
automatizados desenvolvidos durante a década dk ¢80 a citometria de fluxo, sdo mais
precisos, exatos e apresentam melhor relacédo bes&ficio que a contagem manual. Além
disso, permitem a avaliagcdo de parametros relagdomaos reticuldcitos, como o indice de

maturacéo e a fracdo de reticuldcitos imaturosgRet al. 2001).

1.5.1- Métodos de contagem de reticulécitos

A maioria dos métodos de contagem de reticulécitasomposta por duas etapas:
marcacdo com corante especifico para 0 RNA residaghcteristico dessas células e
contagem dos reticulécitos marcados por técnicamiais ou automéaticas (Lee et al. 1986). O
método mais antigo para contagem de reticulocdaasté hoje bastante utilizado, € o visual
por microscopia (Riley et al. 2002, Pereira e2808, Maconi et al. 2010). A automacao da
contagem foi introduzida nos anos 1980. O primewmotador automatico foi 0 Sysmex
R1000, que usa laser argbnio com o corante fluents@uramina O e distingue reticuldcitos
de células vermelhas maduras, plaquetas e leusdaiia intensidade de fluorescéncia e pelo
tamanho de particula. Subseqientemente, a contdgaeticulocitos passou também a ser
feita por equipamentos automaticos de alta capdeid#ravés de deteccdo Otica de células
coradas com novo azul de metileno ou através dmmeitia de fluxo com corantes
fluorescentes (Pierre 2002, Wiwanitkit 2004).

Atualmente existem diversas ferramentas para centage reticulocitos. Algumas
estdo listadas na tabela 1.1. Além dos recursteddis na tabela 1.1, certos sistemas de
processamento de imagens tém a capacidade de oetitatocitos, mas ndo sdo capazes de
contar grande nimero de células em intervalos suwtempo (Pierre 2002, Riley et al.
2002).
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Tabela 1.1-Ferramentas para contagem de reticuldcitos

Ferramenta / equipamento Corante Técnica
i o Novo azul de
Microscopia otica ) Contagem manual
metileno

Microscopia 6tica com disco de Novo azul de
Contagem manual

Miller ou cAmara de Neubauer metileno
Citometria de fluxo com corantes ) ) .
Laranja de tiazol Deteccao de fluorescéncia
fluorescentes
Analisador hematoldgico ABX ) ) _
) Laranja de tiazol Deteccéo de fluorescéncia
PENTRA 120 (Horiba ABX)
Analisador hematoldgico Cell-Dyr . .
) ) CD4K530 Deteccao de fluorescéncia
4000 (Abbott Diagnostics)
Sysmex R Series (TOA Medical ) )
) Auramina O Deteccao de fluorescéncia
Electronics)
Analisador hematol6gico XL o i
Corifosfina-O Deteccao de fluorescéncia
(Beckman Coulter)
Sistema hematolégico ADVIA 12 i . )
. Oxazina Deteccéo Otica da disperséo de luz
(Bayer/Miles)
Analisador hematolégico i » )
Oxazina Deteccao 6tica da dispersao de luz

Technicon H-3 (Bayer/Miles)

Analisador hematolégico Cell-Dyi Novo azul de

) ) ) Deteccao 6tica da disperséo de luz
3500 (Abbott Diagnostics) metileno

Sistema Coulter GEN.S (Beckma Novo azul de o i ~
Deteccao 6tica da dispersao de luz

Coulter) metileno
Analisadores hematoldgicos Novo azul de o i .
) Deteccdo 6tica da dispersao de luz
STKS/MAXM (Beckman Coulter) metileno
Contador automatizado diferenci Novo azul de Avaliacao simultdnea de volume, condutividade
Coulter VCS metileno (composicgéo interna) e disperséo de luz.

1.5.2- Método visual

O método visual por microscopia requer analista® beinados na contagem ao
microscépio, apresenta baixo custo instrumentahd@epor isso acessivel inclusive a
laboratorios de pequeno porte ou com baixo podensiigo, e € de facil execucdao.
Entretanto, esta técnica requer longo tempo, téoncaisto laboral, possui alta variabilidade
entre os resultados, com precisdo e exatiddo sfestiias, e ndo permite a avaliacdo dos
niveis de maturagdo dos reticulécitos (Lee et @861 Ferguson et al. 1990, Hansson et al.
1992, Rudensky 1997, Yu et al. 1999, Pierre 200&is8/2002, Witt et al. 2008, Simionatto
et al. 2009).
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Existem diversas metodologias de coloracdo parangagem de reticuldcitos

em microscopio. A mais recomendada usa o novodezuaietileno, um corante supravital que
se liga ao RNA ribossomal. Neste procedimento,maligigotas do corante sdo misturadas ao
sangue periférico coletado e ao anticoagulante.sApbéubacdo, uma fina camada deste
preparo € posta em uma lamina que serd analisadaipmscopia 6tica. O novo azul de
metileno deve entrar na célula viva e precipitaeticulina e os polirribossomos antes da
fixacdo das células na lamina. S&o examinadasétuilas vermelhas consecutivas e o0 nimero
delas que contém dois ou mais granulos com astedsdicas de coloracdo dos granulos de
reticulocitos é determinado como proporcdo de ukt@itos em relacdo ao total de células
vermelhas contadas (figura 1.10). Aparatos comasodde Miller e a Camara de Neubauer
(figura 1.11) facilitam a contagem e diminuem seo,eassumindo que ha uma distribuicao
uniforme de células vermelhas e reticulécitos maifa. Entretanto, mesmo com esses
artefatos, a reprodutibilidade da contagem viswataticulécitos baseada em apenas 1000
células € muito pobre, podendo alcancar coefictedéevariacdo de até 54,1% (Ferguson et
al. 1990, Pierre 2002, Riley et al. 2002, Macoralef010).
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Figura 1.10 — Fotomicrografia de sangue periférico marcado comonazul de metileno. Os reticulécitos
diferenciam-se das células vermelhas maduras petem;a de granulos intracelulares. Fonte: Riley. &002.

As principais fontes de erros associados a contaggral de reticulécitos séo:

» Pequeno numero de células contadas, aproximadaméftela populacdo de
células vermelhas, gerando pouca confiabilidad&iesta, uma vez que reticuldcitos
sdo eventos raros.

* Longo tempo necessario para a analise por estacaedevando a um menor

numero de células contadas.
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» Possibilidade de precipitacdo e agregacdo do RN#banucleoproteinas

pelos corantes utilizados. Algumas células saodeardortemente e outras apenas
levemente. Essa heterogeneidade expressa os thferestagios de maturagdo da
populacdo de reticuldcitos e dificulta a contagexat@ pelo método visual em
microscopio.

» Alta variabilidade dos resultados entre os analistapresentando baixa
reprodutibilidade.

» Dificuldade de definicdo e classificacdo do estalgionaturacdo dos reticuldcitos,
sobretudo no estagio 4 (mais maduro), o que dificidua identificacdo e
quantificacéo.

» Erros na amostragem, uma vez que a proporcdo weldettos em condi¢cdes

normais é baixa e sua distribuicdo no esfregagoiéuel.

o f—

Figura 1.11 —Os quadrantes da Camara de Neubauer e os rettoglaistos neste aparato. Os reticulécitos
estao corados com o corante novo azul de metilesém adentificados pelos pontos ou agregados azniseu
citoplasma. Adaptado de Pérez-Ecija et al. 2010.

Um estudo feito pelo College of American PatholtsgiSurvey em 1983 e 1984
mostrou que a contagem de reticuldcitos por métigleal apresenta coeficiente de variacao
de 17 a 54,1%, dados condizentes com os outrodogbtia literatura (Tanke et d1983,
Nobes e Carter, 1990, Corberand, 1997, Prelozngadiet al. 2000, Pierre 2002, Pereira et
al. 2008, Maconi et al. 2010). O fato de a contaggsunal dificultar a distincdo entre os
diferentes niveis de maturacdo dos reticulocitésmade propiciar falhas quanto a sua
identificagdo, ndo possibilita uma analise maisltlatla da atividade eritropoiética, uma vez

gue um maior namero de reticuldcitos imaturos iadimior atividade.
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1.5.3- Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que permitendliae de diversos parametros de
células individuais em populacdes heterogéneasi®as na aplicacdo de radiacdo laser,
fluxo hidrodinamico, 6tica e substancias fluoreseerffluoréforos) associados a recursos de
informatica.

Os citbmetros de fluxo podem ser usados em difeseaplicacdes e para estudo de
varios tipos de células, incluindo protozoariosctéaas e células de mamiferos. Sao
tradicionalmente utilizados para quantificacéo élelas eucarioticas por meio da detec¢éo de
alguns antigenos de superficie, podendo-se avaliastado de ativagcdo das células e
determinar o perfil de expressao de certos mareadde membrana, além da deteccdo e
quantificacdo do nivel de citocinas citoplasmati¢Bacal e Faulhaber 2003, Invitrogen
2011).

Em mamiferos, a citometria de fluxo pode ser usaalacontagem de diferentes
populacdes celulares como mondcitos, linfécitoangtocitos, reticuldcitos, etc., permitindo
a avaliacdo do seu estado hematopoiético (Ebo. 208B). A citometria pode também ser
empregada no diagnéstico e acompanhamento de lescentinfomas, deteccdo de células
neoplasicas, andlise do contetdo de DNA e an&iggrabucdo de reticuldcitos pela medula
ossea (Craig e Foon 2008, Palmeiral. 2008).

A aquisicdo dos parametros no citbmetro de fluxeité através da passagem de uma
amostra por um feixe de laser, de um determinadgpdmento de onda, e pela captura da luz
dispersa por cada célula ao passar pelo feixezleElm cada aquisicdo podem ser passadas
milhares de células por segundo. Os dados obtiddsrp ser analisados estatisticamente
pelos softwares apropriados de forma a forneceaescteristicas celulares, como tamanho e
complexidade, bem como o fendtipo das células ieasse (Bacal e Faulhaber 2003, Nakage
et al. 2005, Invitrogen 2011).

As partes principais de um citdmetro de flukastradas na figura 1.11, séo:

» O sistema de fluido, que leva a amostra até o piaibeteccdo e em seguida até a
saida de descarte;

* Os lasers, que séo as fontes de luz para a dispeesfuorescéncia;

» Os componentes 6ticos, que coletam e direcionam gebultante da incidéncia do
feixe de laser na célula;

* Os detectores, que recebem a luz;

* Os mobdulos eletrbnicos e informatizados, que cdereros sinais vindos dos

detectores em dados digitais e realizam as analéEssarias.
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As células devem passar uma a uma pelo feixe de [Rara tal, a maioria dos
citometros de fluxo aspira as células ou particelassuspenséo e injeta-as exatamente no
meio do fluxo continuo de fluido isotbnico. Ambos @uxos sdo laminares e ndo se
misturam, fazendo com que o fluxo da amostra sejaledo pelo fluxo do fluido isoténico.
Este conjunto de fluxo passa por uma camara e$géoia cell), de onde as células saem
uma de cada vez e sdo interceptadas pelo laseedidanque as células passam pelo laser,
dispersam a luz em todos os angulos (figura 1A 2agnitude da disperséao frontédrivard
scatter— FSC) é proporcional ao tamanho da célula e pedeusada para avaliar este
parametro. A luz dispersada € quantificada por eteador que converte intensidade em
voltagem. Como células pequenas geram pouca digpdesluz e células grandes dispersam
maior quantidade de luz, a magnitude do pulso pada célula é proporcional ao seu
tamanho. A luz dispersada lateralmerdield scatte— SSC) é resultado da granulosidade e
complexidade estrutural da célula. Ao ser disp@ataralmente, a luz é focalizada por um
sistema de lentes e coletada por um detector skpararmalmente localizado a um angulo

de 90 graus do caminho do laser (Bacal e Faull2d3, Invitrogen 2011).

Computador A

Sistema de fluido

Parte ética = N ~-HJ_‘I
- m i

A0S
AN

Laser

Q&

" Detectores

Figura 1.12 —Principais componentes de um citdmetro de fluxagddo de Invitrogen 2011.
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Dispersio frontal

Dispersio lateral

Fluorescéncia

Figura 1.13 —As dispersdes frontal e lateral e a fluorescéraiaptado de Invitrogen 2011.

Os dados de fluorescéncia sao geralmente colettedosesma maneira que os dados
de dispersao frontal e lateral. Em uma populacaaélelas marcadas com fluoroforos,
algumas emitirdo mais fluorescéncia que as oulrasedida que cada célula passa pelo laser,
um sinal de fluorescéncia é gerado (figura 1.12)uAfluorescente é entdo direcionada ao
detector, onde € traduzida em um pulso de voltageaporcional a quantidade de
fluorescéncia emitida. Todos os pulsos registrgom$em ser representados graficamente,
normalmente por um histograma de intensidade deefficéncia versus numero de células
(Ferguson et al. 1990, Bacal e Faulhaber 2003trbmen 2011). Geralmente, o gréfico de
dispersao frontal (tamanho) e dispersao laterahptexidade) é representado por dat plot

Bilhas fluorescentes sao utilizadas para calibrad@@quipamento e verificacdo da
eficiéncia dos detectores a serem utilizados nisiggo das amostras, bem como avaliar a
condi¢cdo geral do equipamento. A voltagem tambéwe der ajustada para cada tipo de
célula a se analisar, até que a populacdo de ssteesteja no local desejado. Se as células em
analise estdo marcadas com um fluoréforo, a fleéresa é detectada por um histograma
(Weiss 2002). Um discriminador ou ‘threshold’ pagle utilizado para excluir determinado
tamanho de pulso de disperséo frontal ou lateralneemo os pulsos de fluorescéncia no
momento da aquisicao de dados, permitindo a celeémas das informagdes de interesse.
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Pode-se, por exemplo, excluir células menores esjetom a utilizagdo da disperséo
frontal. O uso do discriminador para a intensidaee fluorescéncia também permite a
eliminacao de fluorescéncias nao especificas aflaatescéncias, melhorando os resultados
obtidos (Ferguson et al. 1990, Weiss 2002, Ba€authaber 2003, Invitrogen 2011).

1.5.4- Contagem de reticulécitos por citometria defluxo e analisadores
hematoldgicos automaticos

A quantificacdo de reticuldcitos por citometria fliexo se baseia na deteccdo da
fluorescéncia de um corante que se liga ao RNAcdagas. Normalmente a capacidade de
deteccdo de um citdmetro de fluxo inclui particidasl a 15 micrometros de diametro. As
células vermelhas tém aproximadamente 6 micromelteodiametro (Invitrogen 2011). Esta
técnica apresenta a vantagem de analisar grandeerodde células em curto tempo
(aproximadamente P(células sanguineas podem ser contadas em poucosos)j o que
diminui erros e aumenta a precisao, a reproduddiiie e a exatidao (Tanke etl883, Lee et
al. 1986, Ferguson et al. 1990, Bowen et al. 1¢f&Hnsson et al. 1992, Bruce et al. 1995,
Buttarello et al. 2001, Weiss 2002, Nakage et @052 Witt et al. 2008, Simionatto et al.
2009).

Outro fator que aumenta a precisdo da analiseifwonetria de fluxo é o método para
selecdo de reticulocitos e exclusdo de células eleam maduras. Nesta metodologia, as
células vermelhas maduras sao excluidas atravésualendo marcacdo com 0 corante
fluorescente, enquanto na analise visual essardisacao € uma decisdo subjetiva (Lee et al.
1986). Os analisadores hematoldgicos autométicazemiam ainda mais a eficiéncia do
meétodo ao eliminar as etapas de marcacéao, dilecimubacdo normalmente necessarias.
Esses equipamentos também diminuem o tempo desamak necessidade de técnicos para
sua execucao.

A contagem por citometria de fluxo ou por contad@etomaticos permite a distin¢cao
dos estagios de maturacao dos reticulocitos delacmm sua dispersdo ou absorcao de luz e
intensidade de fluorescéncia. A distincdo entrest&gios de maturacdo permite determinar a
porcentagem de reticulocitos imaturos, intermedsg maduros, facilitando a classificacao
de anemias e a avaliacdo da resposta a eritropoelina alta fracao de reticulécitos imaturos
(IRF), que € a soma das fracdes de reticuldcitos media e alta fluorescéncia, € um bom
indicador de recuperacdo hematopoiética da medisead(Davis et al. 1995, England et al.
1998, Yu et al. 1999, Buttarello et al. 2001, RieR002, Riley et al. 2002, Weiss 2002,
tuczynski et al. 2006).
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Os corantes fluorescentes utilizados, como o lardajtiazol, ligam-se ao RNA
ribossomal. O grau de emisséo de fluorescénciaadaugela excitacdo do corante ligado é
proporcional a quantidade de RNA na célula (Fenguaal. 1990, Kienast e Schimitz 1990,
Weiss 2002, Maconi et al. 2010). De acordo com emaados dados da literatura e com os
fabricantes de corantes fluorescentes e equipasjeat amostras de sangue devem ser
coletadas em EDTA (Ferguson et al. 1990, Bowen.et%®1, Hansson et al. 1992, Davis
1995, Rudensky 1997, Becton Dickinson 2000, Buttaet al. 2001, Riley et al. 2002, Bacal
e Faulhaber 2003, Weiss 2002, NCCLS 2004, LLSG 28G&oni et al. 2010). Entretanto,
existem referéncias quanto ao uso de heparina emtnmagulante com sucesso (Kawamura
et al. 1991, Weiss 2002, Torous et al. 2003, Nalagd. 2005, Witt et al. 2008, Costa et al.
2010).

O desenvolvimento do laranja de tiazol para comade reticuldcitos, na década de
1980, melhorou muito o uso da citometria de fluamapeste fim, uma vez que o corante é
excitado a 488nm, na regiao visivel do espectro, s&ndo mais necessario uso de lasers
ultravioleta potentes e caros, além de ser perrheawembrana celular, o que elimina etapas
adicionais no preparo das amostras, como procedsqgsermeabilizacdo ou fixagdo das
células (Lee et al. 1986, Kienast e Schimitz 198ihes e Carter 1990, Riley et al. 2002).

A figura 1.13 mostra a contagem de reticulécitos @tometria de fluxo com o
corante laranja de tiazol. Este corante € misturadosangue e incubado no escuro a
temperatura ambiente por ao menos 30 minutos. Bsardexecutada atraves da deteccéo da
dispersao frontalforward scatter— FS), da dispersédo lateradide scatter— SS) e da
fluorescéncia verde. A andlise dos dados é feitagimtamente pela separacdo das células
vermelhas das plaquetas e das células brancasé¢satda avaliacdo do tamanho e da
granulosidade das células por disperséo frontatieedl Qatting). Estas caracteristicas ndo sao
suficientes para separar os reticulocitos das ®utéulas vermelhas do sangue, sendo
necessario quantificar a incorporagcdo do corantnja de tiazol nas células através da
intensidade da fluorescéncia verde. Os reticuléadicorporam o laranja de tiazol gracas ao
RNA ainda presente. Os reticulécitos imaturos agm@sn maior fluorescéncia por conterem
mais RNA, e esta fluorescéncia decai a medida gustlalas amadurecem (Ferguson et al.
1990, Kienast e Schmitz 1990, Hansson et al. 1B@farello et al. 2001, Riley et al. 2002,
Nakage et al. 2005).
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Figura 1.14 —Etapasda contagem de reticuldcitos por citometria dedlwom o corante laranja de tiazol.
Adaptado de Riley et al. 2002.

A andlise do histograma de fluorescéncia é feitadeterminacdo da area. Como as
areas referentes aos reticulécitos e aos erit®@tmlem estar sobrepostas, € utilizado um
cursor para separacdo das duas populacdes descéilacordo com a fluorescéncia. As
células com intensidade de fluorescéncia positieda pdeterminagdo do cursor sao
consideradas reticuldcitos, e a porcentagem destatas na populacdo total é determinada

pela férmula:

namerode célulascom fluorescéwia positiva
nameratotal decélulas

% dereticuldcitos=
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O histograma de fluorescéncia pode sofrer intemf@eée ter o niumero de
reticulocitos falsamente aumentado através da laotekcéncia de algumas células
vermelhas, de células vermelhas nucleadas, doss<de Howell-Jolly, ou da alta contagem
de leucécitos ou de plaguetas. Para isso, corrggéesam ser feitas através de amostras ndo
marcadas (Riley et al. 2002). Além disso, em casentuais de doenca da aglutinina fria e
em condicdes em que o volume corpuscular médiocdmgas for menor que 60 fL, ha
impossibilidade de contagem de reticuldcitos ptoneetria de fluxo, devendo-se recorrer a
contagem manual (LLSG 2008).

Alguns problemas encontrados na contagem autordatida reticulécitos relacionam-
se as diferentes sensibilidades dos corantes ysasldecnologias usadas para identificar as
células positivas (fluorescéncia, dispersdo de dbsorbancia) e ao software que pode ser
mais ou menos capaz de separar os reticulécitogmtodcitos e outras células (Preloznik-
Zupan et al. 2000, Buttarello et al. 2001). Estuadsrlaboratoriais de comparacao entre
métodos de citometria de fluxo mostram alguns emsematicos na contagem de
reticulocitos e na estimativa de seus estagios aeiracdo gerados pelo uso de diferentes
reagentes e instrumentacdo (Davis et al. 1994, NECZXl04). A comparagao entre citometria
de fluxo e contagem manual de reticulécitos mogtra a citometria pode gerar valores
maiores de contagem de reticulocitos — aproximadsnk5 vezes maior —, provavelmente
devido a maior sensibilidade da deteccao por fhainecia e as diferencas entre a ligacao do
laranja de tiazol e do novo azul de metileno ao RNAque facilitaria a deteccédo de
reticuldcitos mais maduros e com menos RNA pelaitécde citometria (Hansson 1992,
Rudensky 1997, Buttarello et al. 2001, NCCLS 2004).

Analisadores hematolégicos também apresentam osioselseneficios da citometria
de fluxo, como sensibilidade, rapidez e exatiddémade algumas vantagens como nao
necessitarem de instrumentacdo separada e treitmn@nespecifico. O software préprio
fornece a porcentagem de reticulécitos, a contagfesuoluta, o volume médio de reticulécitos
e o indice de maturacdo em poucos minutos (Riley. &002). Entretanto, s6 sdo vantajosos
em casos de laboratorios com grande volume desasaliematoldgicas, uma vez que séo

dedicados somente a esses testes.

1.5.5- Método visualversus citometria de fluxo

Através da comparacao entre as caracteristicasnétsdos visual e citometria de
fluxo, realizada na tabela 1.2, conclui-se que ragem de reticulécitos pela citometria de
fluxo € um procedimento simples, rapido, seguroeasivel para a quantificagdo de

reticulécitos.
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Tabela 1.2 —Principais diferencas entre a contagem de retidoBpor método visual e por citometria de fluxo.

Método visual Citometria de fluxo
Pequeno nimero de células contadabaixa Alto nimero de células contadas
confiabilidade (aproximadamente $@m poucos minutos)
Longo tempo de analise demora no Curto tempo de analise resultados gerado$
resultado, fadiga dos analistas com rapidez

Alta variabilidade entre os analistasbaixa . o
o Alta confiabilidade e reprodutibilidade
reprodutibilidade

Dificuldade de determinacéo dos estagios de Permite avaliar os estagios de maturacao dos

maturacédo dos reticulécitos reticuldcitos

Baixo custo instrumental, alto custo labora| Alto custo instrumental, baixo custo laboral

O uso da citometria de fluxo proporciona facilidad®mbre a microscopia de luz;
porém, é preciso considerar que podem existiratifgas estatisticamente significantes entre o
método visual e os métodos automaticos de contatgemeticulocitos, além de entre os
métodos automaticos entre si, com variacdo nosvalts de referéncia. Esta diversidade
pode ser devido a diferenca de sensibilidade d@ntes, a tecnologia usada para identificar
células positivas e a sensibilidade do softwareseparar a populacdo de células desejadas.
Assim, ha a necessidade de se estabelecer valanenalos de referéncia especificos para
cada meétodo. O custo do aparelho, por sua veza @&ndn fator limitante quando se trata de
laboratorios de pequeno e médio porte (Prelozniarduet al. 2000, Buttarello 2001, Bacal e
Faulhaber 2003, NCCLS 2004, Pereira et al. 200&0Micet al. 2010).

1.5.6- Contagem de reticulocitos por meio da marcdQ com anticorpos
monoclonais

Anticorpos monoclonais marcados com fluoréforos eefigos para diferentes
antigenos, como por exemplo, o CD71, o HAE9, o CB86CD44, podem ser usados como
reagentes para quantificacdo de reticulécitos.

O receptor de transferrina (CD71 ou TfR) € umaginat homodimérica expressa
apenas em timécitos imaturos, linfocitos T e Badivs, mieldcitos, precursores de eritrocitos
nucleados, macréfagos e células ndo hematopoi@tiohferativas. Esta molécula é um tipico
receptor transmembrana composto de dominios ekitace transmembranar e
intracitoplasmatico. Este receptor é ativo duramterescimento e a proliferacdo celular
dependentes de ferro, quando ha estimulo do gefiéRjdevando ao aumento de mRNA e
da expressdo de proteinas. CD71 é abundante mogdetos imaturos e sua concentracao

decai a medida que a célula amadurece, sendo ausesteritrocitos. A quantificacdo de
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reticuldcitos através do receptor de transferrifi@itd por citometria de fluxo e utiliza
um anticorpo anti-CD71 marcado com fluoréforo (Beitral. 1990, Riley et al. 2002, Witt et
al. 2008).

O antigeno eritroblastico (HAE9) é uma glicoprogeite 70-kD caracteristica de
células eritroides de mamiferos. E expresso pooxapadamente um terco das unidades
eritréides formadoras de colénia (CFU-E), todos m®eritroblastos, eritroblastos e
normoblastos, assim como por uma pequena fracdd¥%®- de reticuldcitos no sangue
periférico, imediatamente apos a diferenciacdormisioblastica. Um anticorpo monoclonal
contra esse antigeno (MAb HAE9) pode ser usadatometria de fluxo de duas cores para
analisar a relacdo entre a populacédo de retico®aientificada com este anticorpo e com
laranja de tiazol (Riley et al. 2002).

O antigeno CD36 (gplV, gplllb) € uma glicoprotetransmembrana receptora para
trombospondina e coldgeno, expressa em tromboaitosgcitos, macrofagos, eritroblastos,
células B (pouco expresso), células epiteliais erafagos. Nas células hematopoiéticas, atua
como receptor para neutrofilos apoptoticos. CD36 eomplexo integrinan-4-$-1, um
receptor para fibronectina e para a molécula deddde célula vascular, sdo expressos nos
reticuldcitos, mas ndo nos eritrocitos. Assim, urticarpo monoclonal contra esse antigeno
marcado com fluoréforo pode ser usado na citomdgifluxo para quantificar reticulécitos
(Riley et al. 2002, Telen 2005).

A molécula de adesdo CD44 € uma proteina transna@al@xpressa em progenitores
eritréides, onde atua em conjunto com o completegimaa-4-p-1 para sua ligagdo a matriz
de fibronectina da medula 6ssea. A proteina astadantegrina CD47 € um receptor para
trombospondina expresso em células vermelhas, rdasem eritrocitos maduros, assim

também pode ser usada para avaliacdo de reticgddielen 2005).

1.5.7- Variabilidade biolégica e a contagem de retill6citos

Ha grande variabilidade na contagem de plaquetesti@ulocitos em um mesmo
animal ao longo de um dia, como mostrou o estud®idee (2002), assim como de um
animal para outro, da mesma linhagem e mantido asolmesmas condi¢cbes. Assim, 0S
ensaios para determinacdo de poténcia da alfampoktimana recombinante, executados
através da contagem de reticulOcitos, caractersmrper elevada variabilidade, acentuada
pelo fato de as amostras em analise ndo serem iathatias por unidade de peso, e sim por
animal. Essa variabilidade, avaliada por coefigsmte variacdo, pode atingir niveis elevados,
as vezes suficientes para invalidar os ensaiosarigéo da resposta entre os camundongos,

inclusive entre os da mesma linhagem e sexo, €apetwmente relacionada com as
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modalidades do estimulo hormonal empregado bem @sdiferentes metodologias

para a contagem de reticuldcitos (Lopes 2004).

1.6- Eritropoetina humana recombinante

A existéncia da eritropoetina foi sugerida no fidalséculo XIX através da descoberta
de que a hipoxia aumenta a producéo de célulaselleasy Em 1906, Carnot e Deflandre
postularam em Paris que um fator humoral, chamadeles de ‘hemopoetina’, regulava a
producdo de células sanguineas. Seus experimentéos feitos em coelhos, em que o plasma
removido apOs sangria e injetado em outro coelh@avgeum aumento na producéo de
reticulocitos. Outros pesquisadores obtiveram tadat semelhantes de reticulocitose em
diversos experimentos. A eritropoetina foi identifia, na década de 1950, como um fator
presente no soro. O interesse cada vez maior pehodmio possibilitou a descoberta de seu
sitio primario de producdo, as células peritubglamtersticiais dos rins, e seu sitio
secundario, o figado (Fisher 2003).

A eritropoetina foi purificada homogeneamente peimeira vez em 1977, a partir de
amostras de urina, por Miyake e colaboradores. iésgcia de aminoacidos de fragmentos
tripticos da eritropoetina permitiu a sintese dedas de DNA, o que possibilitou o
isolamento e clonagem do seu gene por Lin e caalooes e Jacobs e colaboradores (1985) e
o desenvolvimento de uma linhagem celular tranaflectem células do ovario de hamster
chinés capaz de produzir eritropoetina humana rbo@nte (rhEPO) para uso clinico
(Akihiko e Arai 1996, Lacombe e Mayeux 1998, Fish@d3).

Atualmente, a eritropoetina humana recombinant@éyzida através da expressao de
um fragmento contendo pares de base (pb) correspteéo cDNA da eritropoetina em
cultura de células eucarioticas vitro, normalmente nas linhagens de células de ovario de
hamster chinés (CHO €hinese Hamster Ovaryu de rim de hamster jovem (BHKBaby
Hamster Kidney (Schmidt et al. 2003, Sepehrizadeh et al. 2088&)ritropoetina produzida
em ceélulas deE. coli ou leveduras é inativa ou muito pouco atimavivo, enquanto a
produzida em células CHO apresenta excelente atleidEsta caracteristica concorda com o
fato de que a desialilacdo da eritropoetina re®rtainativacdo de sua atividade, indicando
que a sialilacdo apropriada € essencial para igadi® da eritropoetina vivo (Sasakis et al.
1987).

A eritropoetina humana recombinante apresenta anmesequéncia peptidica do
horménio natural, mas com diferencas na glicosiagd composicdo de carboidratos
heterogénea. Esta heterogeneidade é devida a nasdpns-traducionais, especialmente a

glicosilacdo, como por exemplo, a sialilagcdo. Caoanglicosilacdo depende do sistema de
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expressdo, pode ser bastante influenciada pelatwstrterciaria da proteina e pelas
cadeias glicosidicas vizinhas (Choi et al. 1996st&cet al. 2000). Assim como outros
horménios glicoprotéicos, a eritropoetina existencouma mistura de multiplas isoformas,
diferentes em sua glicosilacdo. As diferencas datde a composicdo de isoformas e as
propriedades biolégicas que podem ser observada® es eritropoetinas humanas
recombinantes sdo devidas ao fato de a glicosilagioum processo pas-traducional
influenciado pelo tipo de linhagens de células asgohra expressédo e pelas condicbes de
cultura. A composicao de isoformas de um preparthB®0O pode também ser influenciada
pela seletividade dos processos de isolamentozadiis para sua purificagdo. Foram
encontradas de cinco a oito isoformas da eritrap@diumana e da eritropoetina humana
recombinante, devido ao grau de glicosilacdo eregisluos de acido sialico com ou sem N-
acetilgalactosamina (Storring et al. 1998, Schratdil. 2003). As diferencas usuais entre as
cadeias glicosidicas da eritropoetina naturallE®© podem ser vistas na tabela 1.3.

A eritropoetina humana recombinante aprovada psoaéuencontrada nas isoformas
alfa e beta. Ambas diferem em sua composicao dmicaatos: a alfa tem aproximadamente
39% de carboidratos, enquanto a beta contém cer2zd% (Storring et al. 1998, Aguiar et al.
2003).

Tabela 1.3 -Composig&o de carboidratos da eritropoetina (Adptee Choi et al. 1996)

Composicao de carboidratos (mol/mol)

N-Acetilhexosamina Manose Fucose Galactose| Acido sidlico
EPO 22,1 8.1 2,6 13,3 10,7
rhEPO 28,9 10,1 3,3 15,7 18,7

A afinidade de ligacdo da rhEPO ao receptor depdadmmposi¢ao de carboidratos.
A afinidade diminui com a glicosilacdo, uma vez qu@orcao glicosidica de um ligante
glicoprotéico inibe a ligacdo ao receptor atraveésotcas eletrostéticas. A reducao da ligacéo
ao receptor e da internalizagcéo pode explicar ceatonna meia-vidan vivo da rhEPO com
maior grau de glicosilacdo (Jelkmann 2004). Pam ajunolécula de eritropoetina atinja os
sitios alvo e evite a rapida metabolizacdo pelospires hepaticos, pelo menos quatorze
acidos sialicos devem estar presentes. A desi@ileumenta a depuracdo da rhEPO,
reduzindo sua meia-vida plasmatica e sua ativideolégica. As diferencas na composi¢cao
de carboidratos podem resultar em diferentes atidd especificas, mas a maioria dos
estudos demonstrou que ndo ha diferencas siginisanba eficacia clinica da alfaepoetina e
da betaepoetina (Storring et al. 1998, Schmidk @083, Sepehrizadeh et al. 2008).
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Para que proteinas sejam utilizadas com finalidestapéutica, deve-se
caracterizar a estrutura macromolecular de suasafiintacta e digerida por protedlise, a
sequéncia de informacdes e as modificacdes pdseitathis (Choi et al. 1996). Apesar das
diferencas na estrutura glicosidica, a rhEPO vemds@sada com sucesso no tratamento de
anemias. A falta de EPO € a causa da anemia davidsuficiéncia renal crénica. Antes da
producdo da eritropoetina humana recombinante @)ERproximadamente 25% dos
pacientes em dialise necessitavam de transfusdgslares de células vermelhas. O
tratamento com rhEPO melhorou bastante a vida sigesgentes anémicos e o0 medicamento
€ um dos mais vendidos no mundo (Jelkmann 2004).

1.7- Usos da eritropoetina humana recombinante

O aumento da capacidade de transporte de oxig&ngangue aumenta o nivel de
hemoglobinas, o hematdcrito e os receptores dsfenaima solUveis na circulagdo sanguinea.
Assim, a eritropoetina pode corrigir as anemiagigege ndo renais, ao aumentar a producao
de células vermelhas e seus niveis de hemoglobamlo atualmente o tratamento padrao
para esses casos (Choi et al. 1996, Osterborg.eR082). A eritropoetina humana
recombinante foi aprovada pelo FDA para uso hungn@acientes com insuficiéncia renal
cronica em 1989. Sua administracao se da pelaswiasitanea ou endovenosa (Aguiar et al.
2003).

A principal causa da anemia em pacientes com tiéufiia renal cronica (IRC) é a
falta de eritropoetina suficiente para manter aatde eritropoiese necesséria devido ao
reduzido tempo de vida das células vermelhas, &iéefia de ferro e acido folico, ao
hiperparatireoidismo com mielofibrose, toxicidad®e pluminio, perda de sangue e inibicdo
da eritropoiese causada por toxinas urémicas. Rigas urémicas (poliaminas, horménio
paratiredide e algumas citocinas inflamatériasyemées em pacientes com insuficiéncia renal
cronica inibem a sintese de eritropoetina e a stapda medula 6ssea a eritropoetina, de
forma que a taxa de eritropoiese em pacientes anémrémicos é aproximadamente metade
da taxa em individuos sadios. Foi mostrado recestieague o interferop{IFN-y) inibe os
receptores de eritropoetina e do fator de célubmcty na superficie dos progenitores
eritréides, diminuindo a sobrevivéncia, o crescitnea a proliferagcdo dessas células e
eventualmente levando-as a apoptose. Assim, dam®sadologicas de rhEPO podem
prevalecer na medula 6ssea e corrigir a deficiémheiaritropoetina e a supressao da resposta
da medula 6ssea a esse hormdnio, estimulandoraperdgse. (Lacombe e Mayeux 1999,
Fisher 2003, Spahlinger e King 2010). A correcdoadamia pode também prevenir ou
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reverter a hipertrofia no ventriculo esquerdo emigrdaes com insuficiéncia renal
cronica (Fisher 2003).

O efeito da rhEPO néao esta limitado aos progersteréroides, havendo influéncia
também em outros tipos celulares. Em pacientesigsuficiéncia renal crdnica, o tratamento
com rhEPO tem efeito imunomodulatério ao aumentamiveis de IL-2 e IL-10 (anti-
inflamatorias) e diminuir os niveis de citocina®ipflamatérias como o fator de necrose
tumorala, além de ativar os linfécitos B e a producdo dessmunoglobulinas, e aumentar os
niveis de importantes antigenos de superficie id&citos T CD4, como CD28, CD69 e
CD40L. Estes antigenos sé@o essenciais para aaortetacdo entre células T e B e afetam a
producao de interleucinas e imunoglobulinas (Kinstal. 1991, Bryl et al. 1998, Bryl et al.
1999, Lisowska et al. 2010).

Além da anemia por insuficiéncia renal crénicariapoetina humana recombinante
€ também recomendada para o tratamento de anessiasialas ao uso de zidovudina em
pacientes com AIDS, ao uso de ribavirina duranteatamento da hepatite C, e também ao
uso de quimioterapicos em pacientes com tumoregmoal ndo-mieldides. O tratamento de
pacientes soropositivos com zidovudina freqlentéenerausa supressao das células
progenitoras eritrides na medula 6ssea e anenuexdnadamente metade das anemias
cronicas relacionadas ao cancer pode ser corrggdaeritropoetina. Quando 0s niveis de
eritropoetina endodgena estdo abaixo de 500 mUlanlgsposta ao tratamento com rhEPO
costuma ser satisfatéria (Lacombe e Mayeux 199%rmg et al. 2002, Fisher 2003,
Delanghe 2008, Costa et al. 2010, Spahlinger e R0i®).

A rhEPO também pode ser usada no tratamento deosiadmielodisplasica, em
casos de doacdo de sangue autdloga, periodo petimi@ anemias de gravidez e
prematuridade, artrite reumatoide e transplantesieldula 6ssea (Aguiar et al. 2003, Fisher
2003, Spahlinger e King 2010) O medicamento é eotimente administrado a pacientes em
hemodidlise, em dialise peritoneal em ambulatérioem pacientes pré-didlise. Nestes, a
eritropoetina posterga a necessidade de dialisginar a hipertrofia do ventriculo esquerdo e
a faléncia cardiaca congestiva (Jelkmann 2004)mAbe postergar a necessidade de
hemodilise, o uso de eritropoetina humana recaanbendescarta muitas vezes a necessidade
de hospitalizagéo e transfusao de sangue, procetingele, apesar do rigoroso controle de
qualidade, néao é isento de riscos de transmiss@atdgenos como os virus das hepatites e 0
HIV (Maier et al. 1994, Osterborg et al. 2002).

Estudos em animais demonstraram o efeito neurdprot@ eritropoetina, uma vez
qgue células neuronais de determinadas regides nmomé&eptores para este hormonio.

Ehrenreich e colaboradores realizaram testes ciiriom rhEPO em pacientes com acidente
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vascular encefélico (AVE), mostrando que o tratameom o medicamento resultou

em forte reducdo do tamanho do infarto. Essa rediaggdassociada a melhora neuroldgica e
clinica. Assim, espera-se que a eritropoetina paausada como um medicamento
neuroprotetor na isquemia cerebral, em trauma wretboencas inflamatorias e doencas
degenerativas neurais (Jelkmann 2004).

O receptor para eritropoetina é expresso tambéroétutas vasculares endoteliais. A
eritropoetina apresenta efeito protetor e ativadessas células, além de aumentar a
mobilizacdo de seus progenitores. A ativacdo dmdasévasculares endoteliais, juntamente
com a ativacdo e adesdo plaquetaria aos microvast®em estimulada pela eritropoetina,
Sao eventos essenciais a angiogénese. A ativasjuatdpietas leva ao aumento dos niveis de
fatores de crescimento angiogénicos, como o farcekscimento vascular endotelial
(VEGF), o fator de crescimento derivado de placguéRDGF), o fator derivado da célula
estromal (SDF-1) e o fator de crescimento de filagib (FGF-2). H& ainda aumento dos
niveis plasmaticos de P-selectina soluvel, que faedeadesdo plaquetaria as células
endoteliais e, em conjunto com os fatores de cresdo angiogénicos, estimula a
angiogénese. Assim, a rhEPO pode ser utilizada pardliar a recuperacdo do fluxo
sanguineo pos-isquemia (Asanuma et al. 2009, Katb2610).

A eritropoetina € usada também como doping potaatlque desejam melhorar seu
desempenho, uma vez que a producédo de eritrocidnsnéntada, melhorando a capacidade
cardiaca e de carreamento de oxigénio para osotecmisculares. Entretanto, seu uso foi
banido em 1987 pelo Comité Olimpico Internacio@D() (Choi et al. 1996, Delanghe 2008,
Spahlinger e King 2010).

1.7.1- Efeitos adversos

A administragdo cronica de eritropoetina humanamdxnante pode resultar em
hipertensdo associada a hiperviscosidade sangein@avasoconstriccdo devido as altas
concentracdes de calcio citoplasmatico, o que lewaaumento da resisténcia a acao
vasodilatadora do Oxido nitrico. Outros fatoresspadmente relacionados a hipertensao
causada pela rhEPO incluem aumento da producamdigedina, renina tecidual (enzima
formadora de angiotensina) e angiotensina, mudanggsroducdo de prostaglandinas nos
tecidos vasculares, estimulo da angiogénese eudstita proliferacéo celular no musculo liso
vascular e endotelial. Convulsdes, trombose desasessculares, formacéo de coagulos nas
artérias, mialgias, dor de cabeca, aumento dossnieepotassio no sangue e deficiéncia de
ferro também estdo entre os efeitos adversos casigeda administracdo de rhEPO (Aguiar
et al. 2003, Fisher 2003, Costa et al. 2010).
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Alguns fatores podem causar resisténcia ao tratanens como deficiéncia de

ferro, inflamacdes ou infec¢cdes, excesso de alungimiperparatireoidismo (Jelkmann 2004).

1.8- Controle de qualidade

A eritropoetina humana recombinante deve ser atlhzcom bastante atencdo na
pratica clinica, no intuito de monitorar os resiidtsido tratamento e minimizar ao maximo os
desconfortos e efeitos adversos. Ainda, para gamgr eficacia e seguranca, o medicamento
deve passar por avaliagdes fisico-quimicas, imgmd8 e biolégicas, com identificacdo
completa, caracterizacdo quimica e, sobretudonpat®iologica.

De acordo com a Farmacopéia Européia 62 edicaa, lcdel produzido do produto

final de eritropoetina humana recombinante devegrgselos seguintes testes:

* Aspecto;

* ldentificagcdo por eletroforese em gel de poliagrika e imunoblotting,
eletroforese por capilaridade e por mapeamentdgei

» Concentracdo de proteinas;

» Dimeros e substancias relacionadas de alto pescuiat;

« Acido sidlico;

» Endotoxinas bacterianas;

+ Poténcia.

Existem diferentes métodos para a determinacdmtmga da alfaepoetina humana
recombinante. Os testes recomendados pela Farniac&pgopéia para avaliacdo da
atividade eritropoiética da medula 0ssea envolverscode camundongos normocitémicos ou
policitémicos, com especificacdo de poténcia estante 80 a 125% da poténcia declarada. O
ensaio com camundongos policitémicos baseia-sencarpioracdo de’Fe nas células
vermelhas dos animais previamente expostos a press@sférica reduzida (Sepehrizadeh et
al. 2008, Costa et al. 2010). Este método, no emtasta em desuso. Desde 2002, na
tentativa de minimizar o sofrimento e o estres$edas pelos camundongos em condi¢cdes de
pressdo atmosférica reduzida, o Centro Europeu Yalidacdo de Métodos Alternativos
(ECVAM) recomenda o uso somente do método de caomgod normocitémicos. Além de
alto sofrimento para os animais, 0 uso de radiofsig neste ensaio apresenta alto risco a
saude humana e ao meio-ambiente (Costa et al. .208@amundongos normocitémicos sao
inoculados com eritropoetina humana recombinantecemdices normais de pressao e os
reticuldcitos presentes em sua circulagdo perdés@o contados manualmente ou de forma
automatica (Sepehrizadeh et al. 2008, Costa €204l0). A Farmacopéia Européia (2008)
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sugere a contagem de reticuldcitos por citometr@weso do laranja de tiazol como
corante fluorescente e um esquema de trés dosemerdds de amostra e material de
referéncia inoculados em camundongos B6D2F1.

Ha uma constante busca pela substituicdo dos Rimsngor métodosn vitro,
entretanto, para a poténcia da eritropoetina humist@a ainda ndo € possivel. Diversos
meétodosin vitro para esta determinacéo foram descritos (Kaem@6,IHammerling et al.
1996, Liefooghe et al. 2005), porém nao apresemtaquivaléncia necessaria aos testes
vivo para que sejam aprovados para uso. Além do seoftintausado aos animais, 0s ensaios
in vivo sdo complexos, requerem grande quantidade de alagetiempo, restringindo o
namero de amostras a serem testadas, e normals@nienprecisos. Os test@svitro sdo
mais convenientes, e geram resultados com menoac®as e menores intervalos de
confianca, mas apresentam limitagcfes que ndo memrseu emprego em testes clinicos de
rotina (Kaempfer 1986, Hammerling et al. 1996).

Uma das principais limitacbes dos testesvitro relaciona-se as ramificacdes das
cadeias glicosidicas da estrutura da rhEPO. Asiamdgicosidicas sdo essenciais para a
secre¢do celular normal do horménio e para a otapntra a rapida degradacdo e
depuracéon vivo (Hammerling et al. 1996, Liefooghe et al. 20053sin, a atividaden vivo
€ altamente dependente do grau de sialilacdo d¥sasaglicosidicas, porémm vitro a
poténcia parece nao ser dependente desta caracdensio sendo possivel avaliar os efeitos
da filtracdo glomerular e do metabolismo da eriedma pelo organismo na atividade final
do hormonio.

Um dos métodom vitro conhecidos é baseado na medicdo da incorporaciabalao
heme.Entretanto, esse ensaio apresenta baixa sengilalidaespecificidade, além do alto
risco associado ao uso d¥Fe radioativo. Outro grupo conhecido de métottositro é
baseado na medi¢édo da formagéo de colbnia erifrpaém, apesar de mais confiaveis que o
método de incorporacéo d¥e, esses métodos sdo complexos e requerem pakaomnte
especializado. Radio-imunoensaios ou imunoensaos Bso de anticorpos monoclonais
apresentam inconvenientes técnicos e financeiraseaauso na rotina clinica, além de néo
estarem direcionados as caracteristicas biolégieaseritropoetina, e sim as estruturais,
podendo falhar na distincdo entre o hormdnio ativoinativo. HA um método baseado na
medicdo da sintese de DNA pelos precursores e@sana presenca de eritropoetina, porém
apresenta diversos requerimentos, tais como stistitroide altamente especifico e sensivel
a eritropoetina, facilmente armazenével, com tarasthtese de DNA proporcional a
concentracdo de eritropoetina e resultados repradsit(Kaempfer 1986). Hammerling e

colaboradores propuseram, em 1996, um métodeitro baseado na determinacdo do
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estimulo proliferativo em células de eritroleuceriamana linhagem TF-1 induzido

pela eritropoetina humana recombinante. Em 200&pbghe e colaboradores descreveram
um ensaio para eritropoetina humana recombinardeada em células com uso de uma
lectina ligante de galactose na tentativa de ingtagdo do figado. Este método, entretanto,
gerou resultados de poténcia menores que 0 emsano com camundongos normocitémicos

e nao possibilitou a distincédo entre eritropoetotalmente sialilada, parcialmente sialilada ou
totalmente deglicosilada.

A contagem de reticuldcitos demonstra como estéramiese no momento de coleta
do sangue. A inoculacdo de alfaepoetina dimingmpio de maturagdo dos reticuldcitos na
medula, levando a sua liberacdo na circulacaogueaf, onde permanecem por mais tempo
devido a sua imaturidade quando liberados (Row&1)19Ds reticulocitos recém-liberados
apresentam maior didametro e sdo mais basofilicesoguiberados em condi¢cdes normais de
maturacdo na medula (Corberand 1997). Assim, o alant&a concentracdo de reticulocitos
na circulacao periférica indica aumento da eritreg® e acdo da alfaepoetina, podendo sua
contagem ser utilizada como parametro de avalidegmténcia.

Em Bio-Manguinhos, os lotes do produto final dagtioetina humana recombinante
produzidos sdo avaliados quanto a aspecto, volugwompH, concentragdo de proteinas,
poténcia, esterilidade, toxicidade inespecificajoginio e endotoxina antes de serem
liberados para o mercado. O ensaio de poténciaadtd na rotina em Bio-Manguinhos é
realizado pela Secéo de Controle Bioldgico (SEB€)uindo-se o método de camundongos
normocitémicos e contagem de reticuldcitos em mmipio com auxilio da Camara de

Neubauer.

1.9- Relevéncia do estudo

A partir dos dados do Sistema de InformagOes Amdauitas do SUS, estima-se que,
s6 em 2009, 75.822 pacientes submeteram-se aedéatisrca de 90% deles, a hemodialise. O
uso de alfaepoetina faz parte do tratamento de deaB0% destes pacientes (Brasil 2010).
Assim, ha grande demanda por alfaepoetina humaoai@nante pelo Ministério da Saude.
Devido a grande quantidade de unidades constantemexjuerida, os testes de controle de
qualidade nos lotes produzidos devem ser executadogenor tempo possivel para garantir a
entrega nos prazos programados.

Com a construcdo do Centro Integrado de ProtétiBafarmacos e Reativos para
Diagnéstico (CIPBR), Bio-Manguinhos ampliard a cagade produtiva de toda a sua linha
de produtos. Em relagdo aos biofarmacos, tera whyuhec para produzir toda a demanda do

Ministério da Saude de alfaepoetina humana recanten(hoje em torno 35 bilhdes de
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unidades internacionais, cerca de 17,5 milhdesabeds na apresentacao de 2000Ul)
(Brasil 2011). Aléem do aumento da demanda por sesilide lotes do produto final da
alfaepoetina humana recombinante produzidos no RJRBtao previstas analises, incluindo
o teste de poténcia, no ingrediente farmacéutigo &FA).

Uma analise criteriosa feita na alfaepoetina hume@atambinante € crucial para
garantir que os usuarios do medicamento tenhans@eesm produto com qualidade. Assim,
o desenvolvimento de métodos de analise que dimmnaianargem de erro e aumentem a
precisdo e a confiabilidade dos resultados, alémedazir o tempo de liberagdo para o
mercado, é de grande importancia para a qualidaderatuto. A contagem tradicional de
reticulocitos por microscopia € um método demorgmmco preciso e desgastante para o
analista, com alta probabilidade de erros. O ekdaingento da citometria de fluxo para a
contagem de reticuldcitos na rotina do controle gimlidade da alfaepoetina humana
recombinante reduziria bastante o tempo de anafisementaria o numero de células
analisadas e proporcionaria resultados com precesaoonfiabilidade muito maiores,
atendendo ao significativo crescimento da produdao biofarmaco previsto em Bio-
Manguinhos. A estas vantagens, poder-se-ia somdaaima boa relacdo custo-beneficio,
uma vez que a unidade ja dispde de citbmetro de fu os custos seriam advindos dos
INSUMOS necessarios, a0 mesmo tempo em que sduzda a necessidade de pessoal e de
tempo dedicado a anélise, melhorando a disporaliéicie funcionarios para cumprimento de

outras demandas.



2- OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Utilizacdo do método de citometria de fluxo parématacdo da contagem de

reticulocitos e sua aplicacdo na rotina de contddequalidade da alfaepoetina humana
recombinante produzida por Bio-Manguinhos.

2.2. Objetivos especificos

1. Estudo do método de citometria de fluxo para aagmrh de reticulécitos.

2. Comparacdo e avaliacdo da equivaléncia entre ogltagss obtidos pela
citometria de fluxo e pelo processo tradicional rdroscopia Otica, atualmente
utilizado pelo Departamento de Controle de Quakd@@EQUA) de Bio-Manguinhos.

3. Realizacdo dos testes necessarios a validacaowiométodo de acordo com a
Resolucdo (RE) n° 899, de 29 de maio de 2003, dandg Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa).



3- MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados segundo a Instrdealrabalho (IT) n°® 0919 e o
Procedimento Operacional Padronizado (POP) n°® 88¢dbelecidos na Secédo de Controle
Biologico (SEBIO) pertencente ao Departamento det©te de Qualidade (DEQUA) de
Bio-Manguinhos, a Instrucdo de Trabalho (IT) n° 26glaborada pelo Laboratério de
Tecnologia Diagnostica (LATED) pertencente a Videeldria de Desenvolvimento
Tecnoldgico (VDTEC) de Bio-Manguinhos, e o documede instrugbes e dados técnicos
(technical data sheptdo marcador fluorescente utilizado (Retic-COUNBB Biosciences,
San Jose, CA, EUA). Todos os procedimentos envdlvemimais foram autorizados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Eincisob a licenga n° L-072/08,
protocolo P-432/07.

3.1- Amostras e material de referéncia da alfaepdeh humana recombinante

Para a comparacdo entre os métodos, foram utibzado mesmos 20 lotes de
alfaepoetina humana recombinante produzidos pofM2ioguinhos, de concentracdo 2000
Ul ou 4000 UI, que a Secao de Controle BiologideBED) analisou para liberacéo pelo teste
de poténcia. Para a determinacao da repetitividada precisdo intermediaria, foi utilizado
um unico lote de alfaepoetina humana recombingd@® &I produzido por Bio-Manguinhos.

O material de referéncia de trabalho utilizado (M) Rh EPO / 0208), foi
estabelecido pela colaboracdo entre Bio-Manguinhestjtuto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS / Fiocruz) e Centro dmiilogia Molecular — CIM, Cuba.

Amostras e material de referéncia foram estocadsn@eratura de 2 a 8°C até o
momento de uso. A diluicdo das amostras foi fedka gquipe da SEBIO com solucdo de
cloreto de sodio (Sigma Aldrich) 0,9% de forma &eolas concentracdes de 150, 450 e 1350
Ul/mL, determinadas em estudos prévios de validaigiteste de poténcia da alfaepoetina
humana recombinante, de acordo com a IT n° 09190-MBnguinhos (figura 3.1). As
amostras foram diluidas a partir de pool de trés frascos do lote em analise.
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3.2- Animais utilizados

Para este experimento foram utilizados camundoSg#s normocitémicos B6D2F1,
fémeas, provenientes do CIM — Cuba ou do Centr@€ritecdo de Animais de Laboratoério
(CECAL) / Fiocruz. Os animais séo alojados no Lab@mio de Experimentagdo Animal
(LAEAN) de Bio-Manguinhos, com livre acesso a ragdgua. Para cada lote, um total de 42
camundongos foi distribuido em sete gaiolas, datio seis camundongos por gaiola. Cada
camundongo de uma gaiola recebeu, por via subajtémea dose diferente de amostra ou
material de referéncia de trabalho, ou seja: umucalongo recebeu a dose mais baixa do
material de referéncia, outro recebeu a dose im@didria, enquanto outro recebeu a dose
mais alta. O mesmo aconteceu para as amostratadpadtina humana recombinante (figura
3.1).

O uso somente de camundongos fémeas se da pelddaotestosterona induzir a
eritropoiese, podendo interferir nos resultadotedte. Esta inducgéo é resultado do estimulo a
producdo de eritropoetina pela testosterona. Aléssod este androgénio age também
diretamente na medula 6ssea, promovendo a difagiwidas unidades eritroides formadoras
de colénia em unidades responsivas a eritropoegimaentando seu efeito na eritropoiese
(Rishpon-Meyerstein et al. 1968, Ferrucci et ab&®Bain 2007, Coviello et al. 2008).

3.3- Inoculacéo das amostras e padrdes nos camungos

As amostras foram inoculadas no LAEAN, por pessmahado para esse fim. Os
camundongos devem pesar de 16 a 18 g no dia dalagédo. Foram inoculados 0,2 mL de
cada diluicdo da amostra ou material de referédeidorma que as doses finais fossem 30, 90
e 270 Ul/animal, uma sequéncia geométrica na bafegwba 3.1). A escolha das doses
inoculadas foi feita de acordo com a rotina deetesgm Bio-Manguinhos e os valores
estabelecidos na Instrucéo de Trabalho refereasteaensaio (Brasil 2009).

Para garantir que a alfaepoetina humana recomkinaaotulada gerou aumento na
producdo de reticuldcitos, sete camundongos naculados passaram pelo mesmo
tratamento dado aos inoculados até 0 momento étaad sangue. O sangue coletado desses
camundongos foi analisado da mesma forma que assoanostras de sangue e o resultado
final utilizado para comparacdo com os valoresdoistipela analise das amostras de sangue

provenientes dos animais inoculados.

3.4- Anticoagulantes
As solucdes de EDTA 0,5 M (4cido etilenodiaminoatetcético — Sigma Aldrich —

dissolvido em agua para injetaveis) e heparinacad8000 Ul (Sigma Aldrich) foram
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utilizadas como anticoagulantes. A heparina é adot®mo anticoagulante na analise
tradicional por microscopia e foi também empregamiaalguns experimentos por citometria.
Para a maior parte dos experimentos por citomettiézou-se 15 pL de solucdo de EDTA

dissodico 0,5 M como anticoagulante.

3.5- Coleta do sangue

A coleta de aproximadamente 100 pL de sangue dosredongos por via retroorbital
foi feita no LAEAN 96 horas ap0s a inoculacdo. @gsee foi depositado em microtubos
contendo 4 pL de solugdo de heparina sédica 5000uUL5 pL de solucdo de EDTA
dissédico 0,5M (figura 3.1).

ApoOs o término da coleta de sangue, os animaisnfesabmetidos a eutanasia,
descontaminados e descartados pelo LAEAN de acanaioas Instrugdes de Trabalho (IT) n°
0196, 2118 e 2137.

Diluigéo Inoculagéo ‘}

30, 80 e 270 Ul/animal B6D2F1 fémea

42 camundongos — 6 por gaiola
‘.» Amostra 30 Ul
‘z Amostra 90 Ul
‘ Amostra 270 UI ADOS 96 h CoelﬁgaEcE)eTi‘ar(;%ue
4 - vRT 30U heparina
<4 - VRT 90Ul
<@ VRT 270Ul

Figura 3.1 —Preparo e inoculacdo das amostras e material deénefa. Amostras e material de referéncia
foram diluidos com solucédo de cloreto de sodio Od¥4dorma a obter as concentracbes de 150, 45G@ 13
Ul/mL. Foram inoculados 0,2 mL de cada diluicdocadaostra ou material de referéncia, de forma quioass
finais fossem 30, 90 e 270 Ul/animal. Para cads, latilizou-se um total de 42 camundongos B6D2ietEs,
divididos em 7 gaiolas, totalizando seis camundermgw gaiola. Cada camundongo de uma gaiola reaghau
dose diferente de amostra ou material de refer@&eimabalho, ou seja: um camundongo recebeu ardaise
baixa do material de referéncia, outro recebeusa datermediaria, enquanto outro recebeu a dose aitai O
mesmo aconteceu para as amostras de alfaepoetinanAurecombinante. Apds 96 horas, o sangue dos
camundongos foi coletado por via retroorbital eboticontendo heparina sédica 5000 Ul ou EDTA dissdd
0,5M.
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3.6- Andlise por microscopia

A analise por microscopia foi realizada pela equipeSecédo de Controle Bioldgico,
concomitantemente a analise por citometria de flukoanalise por microscopia, ainda
considerada o padrdo ouro para a contagem deléeitog, € utilizada na rotineiramente no
ensaio de poténcia da alfaepoetina humana recontbiean Bio-Manguinhos (Brasil 2009).
Apés a coleta, as amostras de sangue foram hompgdas em agitador de tubos,
adicionadas (40 pL) em tubos contendo 120delLuma mistura de duas solu¢cdes — uma
obtida a partir de 0,38 g de citrato de sédio (¥&aimica Fina) dissolvidos em 10 mL de
agua para injetaveis e a outra obtida a partir 8 § do corante novo azul de metileno
(Vetec Quimica Fina) dissolvidos em 5 mL de solucio cloreto de sédio 0,9% — e
homogeneizadas novamente. Os tubos contendo sangsiesolucdes de citrato de sodio e
novo azul de metileno foram incubados em banhoar&ar37°C por uma hora e apds esse
periodo receberam 40 pL de solugcdo hemolisantgpdpada pela adicdo de 120 pL do
reagente hemolisante Cellmlise Il — Celm Cia. Egdgra de Laboratorios — a 2580 pL de
solucéo de cloreto de sédio 0,9%). Apos dois cidefiomogeneizacédo de trés segundos em
agitador e repouso de trés minutos, foram retiratldsplL da mistura hemolisada e
adicionados a tubos contendo 1960 pL de solucdolateto de sédio 0,9%, seguido de
homogeneizacdo. Uma aliquota de 10 pL do conte@dcada tubo foi transferida para
camara de Neubauer e os reticulécitos em todo drgnte central da camara foram contados
em microscoépio Gtico, com objetiva de 40X (figurd)3

Apéds a contagem de reticuldcitos, sdo obtidos\sdtees, em nameros absolutos, por
cada dose de amostra e material de referénciaballio. Para o célculo de poténcia foram

utilizados apenas seis valores de cada dose, sswtiodo o valor mais discrepante.

3.7- Preparo das amostras para analise por citome#r

Apoés a coleta, as amostras de sangue foram honirgdas em agitador de tubos.
Cada amostra de sangue recebeu o corante maradRiNA e DNA (laranja de tiazol) e o
tampado PBS para controle negativo. Para a marcagdBNA e do DNA presentes nos
reticuldcitos, foram adicionados 5,0 uL de sangtibas contendo 1,0 mL do corante laranja
de tiazol — Retic-COUNT (BD Biosciences, San J&&, EUA) —, formando um complexo
reagente com banda de absor¢cédo a 475 nm (luzeamoip banda de emisséo de fluorescéncia
a 530 nm (luz verde). Para controle negativo, foealicionados 5,0 L de sangue a tubos
contendo 1,0 mL de tampé&o 1X PBS pH 7,2 forneciela Secdo de Solucdes e Diluentes
(SESOD) de Bio-Manguinhos (cloreto de sodio aniflfé7 g, fosfato de sédio dibésico

anidro 1,02 g, fosfato de sédio monobasico monatadio 0,386 g, agua para injetaveis em
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guantidade suficiente para 1000 mL) com 0,1% deaagddica (todos os reagentes da
Merck).

40 1L de sangue Solucao hemolisante

Incubacao

37°C. 1h

" .

Céamara de MNeubauer

U Citrato de 50dio + w _—
novo azul de metileno ./ Clorelo de
sodio 9%

Reticuldcitos contados em todo o quadrante central —> resultado em
valores absolutos

Figura 3.2 —Processamento das amostras e contagem de retioaléan Camara de Neubauer por microscopia
Otica. As amostras de sangue foram homogeneizadesonadas (40 pL) em tubos contendo citrato déose
novo azul de metileno e homogeneizadas novamermstdulids foram incubados em banho-maria a 37°C por
uma hora e apds esse periodo receberam 40 pLdgisdiemolisante. ApGs dois ciclos de homogeneizdea
trés segundos e repouso de trés minutos, foranadet 10 uL da mistura hemolisada e adicionadabast
contendo 1960 uL de solucdo de cloreto de s6dib,Oseguido de homogeneizacdo. Uma aliquota de ldbuL
contelido de cada tubo foi transferida para camaudadibauer e os reticulécitos em todo o quadrantral da
camara foram contados em microscépio 6tico, coretivj de 40X.

Em seguida a adicdo de sangue aos tubos contenideCRBINT e tampéo 1X PBS
com azida soédica, as amostras foram novamente l@rmaazgdas em agitador de tubos e
incubadas no escuro a temperatura ambiente porediodp de 30 minutos, devendo ser lidas
em até 3 horas apds a incubacao (figura 3.3), delaacom o protocolo do fabricante do

corante (Becton Dickinson Biosciences 2000).

3.8- Leitura das amostras em citdmetro de fluxo erglise dos dados

As amostras foram lidas em citbmetro de fluxo FA@Br (BD Biosciences),
equipado com laser de argbnio (488nm) e um lasetodvermelho (635nm), no Laboratorio
de Tecnologia Diagnéstica (LATED), da vice-diretoide Desenvolvimento Tecnologico
(VDTEC) de Bio-Manguinhos.
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5010 de sangue
l l £ £
Homogeneizacdo Incubagéo
——— ———
T ambiente
Escuro
] ] il il 30 min
1 OmLde 10 mL de Sangue +  Sangue + Andlise por citornetria de fluxo
Retic-Count 13 PRS 10mLde  1Nmlde

Retic-Count 1% PB3

Figura 3.3 —Processamento das amostras e contagem de retioslpor citometria de fluxd,0 pL do sangue
coletado para cada amostra ou material de referdoram adicionados a um tubo contendo 1,0 mL d&Re
Count e a um tubo contendo 1,0 mL de tampdo 1X PBBIS7,2, com 0,1% de azida sodica. Apos
homogeneizacdo, os tubos foram incubados por 3@tosnno escuro, em temperatura ambiente. Apos
incubacdo, amostras e material de referéncia farsatisados por citometria de fluxo.

O protocolo de aquisicdo foi montado de acordo codocumento de instrucdes e
dados técnicogdchnical data shegtlo marcador fluorescente Retic-COUNT, utilizarsgoe
programaCellQuest As avaliacbes foram baseadas nos gréficos dentemédispersao
frontal) e granulosidade (disperséo lateral) e rdicp de intensidade de marcacéo para FL1
(fluorescéncia). Os ganhos de dispersao frontapedsdo lateral e fluorescéncia foram
ajustados para o modo log. Para a fluorescéncia hofiwe necessidade de ajustes de
compensacgao, uma vez que foi utilizado apenas wami Os tubos foram homogeneizados
antes da andlise e para cada amostra de contrgégiveeou marcada por laranja de tiazol
foram adquiridos 50.000 eventos na regigatd de reticuldcitos, excluindo-se da analise as
células mortas e plaguetas. A fluorescéncia do adardaranja de tiazol foi avaliada no canal
FL1 com utilizagao do filtro 530/30.

A analise dos dados da aquisicdo foi realizada eawilio do programa Summit
(Dako, EUA). Um gréafico de FSOofward-scattey x SSC §ide-scatter foi feito para os
dados obtidos com o controle negativo e com o REDLNT, estabelecendo-se uma janela
de marcacdog@te R1) ao redor da populagdo de células vermelhadyiego plaquetas e
debriscelulares, como mostrado na figura 3.4.

Um histograma de fluorescéncia (FL1) foi feito pasadados, delimitados pefate
R1, obtidos a partir do controle negativo. Estdolgimma mostra, na parte delimitada pelo
cursor R2, a autofluorescéncia gerada pelas célelaselhas do sangue — se houver —, além
das células negativas para a presenca do coraagalae tiazol (a esquerda do cursor R2). O
cursor R2 foi ajustado de forma que sua borda edgueincidisse com o local em que o pico
de células nédo fluorescentes encontra pela primera linha de base. Abaixo do histograma
€ gerada uma tabela onde na primeira linha é apeske o total de células vermelhas
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presentes nogate R1 e na segunda linha é apresentado o numero ldéascé
fluorescentes, delimitadas pelo cursor R2, e ogmtval destas em relacédo ao total de células
vermelhas (figura 3.5). Possiveis eventos na relg@oepresentam a pequena concentracao
de células cuja autofluorescéncia esta dentroiga f sinal fluorescente gerado pelo Retic-
COUNT. Caso haja células nessa condicdo, seu palmentual é subtraido do percentual

total de células positivas marcadas com Retic-COUNT
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Figura 3.4 —Gréfico FSC x SSC comgate(R1) delimitando a populacdo de células vermelhas.
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Figura 3.5 — Histograma FL1 para uma amostra controle negatem(Retic-COUNT)gerado a partir da
populacéo total de células vermelhas, delimitadésgateR1.

O histograma de fluorescéncia (FL1) para as anwatecadas com o Retic-COUNT
€ gerado mantendo-se o cursor R2 na mesma posi¢éistdgrama de fluorescéncia utilizado

para o controle negativo, de forma que o numerewntos autofluorescentes possa ser
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subtraido do total de células fluorescentes preserd regido R2. Neste caso, 0 numero
de eventos delimitados pelo cursor R2 represent®latas positivas para a marcacdo com
laranja de tiazol (reticulécitos) e os eritrocitt® marcados, mas com autofluorescéncia. A
tabela abaixo do histograma apresenta o total léasévermelhas presentes gate R1, o
namero de células fluorescentes, delimitadas peloc R2, e o percentual destas em relacdo
ao total de células vermelhas (figura 3.6).

O percentual real de reticulécitos na amostra ndarcam Retic-COUNT foi obtido
pela subtracdo dos eventos em R2 presentes namm@idbmarcado dos eventos presentes em

R2 no tubo marcado:

—

% de reticuldcitos = % de reticuldcitos na regidde tubo marcado - % de reticuldcitos na

regido R2 do tubo ndo marcado.

AplOs a contagem de reticuldcitos por citometriap sftidos sete valores, em
percentual, por cada dose de amostra e materi@fel€ncia de trabalho. Para o célculo de
poténcia foram utilizados apenas seis valores da cdmse, sendo excluido o valor mais

aberrante.

1425
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Counts
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Retic-COUMT Log
Fegion | Count | " Hisk | % All | Bounds |
Toakal 50026 100,00 9z.21 (1.00,10...
RZ 10635 21,36 19,70 {9.73,10..,

Figura 3.6 —Histograma FL1 para uma amostra marcada com R&IINTT e a porcentagem de reticuldcitos
na populacao total de células vermelhas, repredaipiala regido R2.

3.9- Célculo de poténcia e validade do teste

A poténcia de cada lote de alfaepoetina humanameio@ante foi calculada de acordo
com o recomendado pela Farmacopéia Européia 68ced008), em planilha do Excel
validada para este fim. Foi aplicada a comparagéandostra com o material de referéncia

para determinar quanto da amostra analisada paouesmo efeito bioldégico que o padrao.
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Para a analise por citometria, a porcentagem druld@titos obtida para cada uma das

trés doses da amostra foi comparada com a porentaptida para as mesmas doses do
material de referéncia. Para a analise por micpacocompararam-se o0s valores absolutos de
reticuldcitos obtidos para a contagem de cada uasadbses de amostra e material de
referéncia. Apesar dos resultados primarios deagemh por citometria de fluxo serem
expressos em porcentagem e os resultados primdgiantagem por microscopia serem
expressos em valores absolutos, ambas as formagpdessdo podem ser usadas para o
calculo da raz&o da poténcia final. A razdo danm#éé calculada pela relacdo somente das
contagens obtidas a partir da amostra com as @mgagbtidas a partir do material de
referéncia com valor nominal estabelecido, ndo mdwenudancas no céalculo para diferentes
formas de expressao dos resultados da contagem.

A comparacao entre as contagens de reticulocitbdasbpara amostras e material de
referéncia foi feita utilizando-se os dados de desposta e sua analise pelo modelo de retas
paralelas e desenho de blocos ao acaso com célwsilcontrastes lineares, que se relacionam
as inclinacdes das curvas de logaritmo naturald@njose pela contagem de reticulécitos.

A validade estatistica de cada ensaio foi dematestpala analise da variancia, através
da avaliacdo da significancia da regresséo linesedesvios de paralelismo e linearidade. E
considerado valido o teste em que a regressaor liesagnificante (P<0,05), de forma a
garantir que os limites possam ser calculados ¢&¥h @& confianca. O desvio de paralelismo
nao pode ser significativo (P>0.05), garantindo gora curva do In dose x quantificacéo de
reticuldcitos obtida para as respostas da amogtaesiadela a curva obtida para as respostas do
material de referéncia. O desvio de linearidadebtamdeve ser nao significante (P>0,05),
indicando que a relacéo entre o logaritmo da daseesposta pode ser representada por uma
linha reta na faixa das doses utilizadas.

Se 0 ensaio apresentar validade estatistica, agi@té os limites de confiangca podem
ser estimados. O calculo da inclinacdo comum pamasaio com trés doses foi feito a partir
do In da raz&o entre as doses adjacentes de @ua@rO logaritmo da raz&o da poténcia da
amostra foi calculado pela subtracdo do somatd@®\@lores obtidos para a amostra pelo
somatorio dos valores obtidos para o padrdo, segpéla divisdo deste resultado pelo

produto do nimero de doses e da inclinagdo comum:

nd 2od Bnci Zvaloresdaamostra—Zvaloresdo padrao
n darazaoda poténcia= - =
namerode doseg inclinagdocomum

A partir do valor do logaritmo da razdo da poténoiaalculo de seu antilogaritmo

forneceu o valor da raz&o da poténcia. O valorad@ngia calculada para a amostra foi obtido
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pela multiplicacdo da poténcia assumida pelo vddorazao da poténcia. Para expressao
dos resultados e comparacdo entre as diferentezdoh@gias, utilizaram-se os valores de
percentual da poténcia calculada em relacao a @atdaclarada no rotulo.

Os valores da razéo dos limites de confianca fa@culados pelo antilogaritmo de:

C*In darazaoda poténciat \/(C -1) *[C* (In darazdoda poténcig® + 2V]

Em que:

c z quadradosdaregressadinear

- Z quadradogia regressadinear — quadradomédiodo erro residual* (valor t critico para p = 005e25gl.)?

: Z guadradosda regressadinear
guadradodainclinagdocomunt nimerode dose$ numerode réplicas por dose

Os valores dos limites de confianca foram obtidek pnultiplicacdo da poténcia
assumida pelos valores da raz&o dos limites deacayaf. A poténcia e os limites de confianga
das amostras devem ser, respectivamente, entrel26% e 64 e 156%, de acordo com a

Farmacopéia Européia 62 edicao (2008).

3.10- Andlise estatistica e comparagcédo dos métodos

Para avaliar a concordancia entre os métodos aimeitia de fluxo e microscopia, foi
utilizado o teste estatistico de Bland-Altman, coomparacdo de vinte resultados obtidos
com os mesmos lotes, analisados a partir das meamastras de sangue. O numero de
experimentos foi restringido devido a utilizacdcadémais nesta comparacao.

Para a analise de Bland-Altman, foram calculadamédias dos resultados obtidos
por citometria e microscopia para 0 mesmo lotematias diferencas entre estes dois
resultados. A partir das diferencas entre os @dodt obtidos pelos dois métodos, foram
calculados a média (m), o desvio padgp € os valores da média mais ou menos 1,96 vezes
o desvio padrdo (m £ 1,95 conforme exemplo na tabela 3.1. Estes valores farsaglos
para se tracar um grafico da média entre os daisltaelos pela diferenca entre eles,
utilizando-se os valores de m + 1s96omo limites de concordancia. Se as diferencas
apresentarem uma distribuicdo normal, 95% destéscabzardo dentro destes limites. Uma
vez que as diferencas entre os resultados dosrmdglos localizem-se todas entre os limites
de concordancia estabelecidos, os dois métodos@@&iderados equivalentes e podem ser

usados um em substituicdo ao outro.
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Tabela 3.1 -Exemplo da comparac¢éo entre os resultados obtidlomjeroscopia e citometria de fluxo.
Para cada lote, sdo calculadas as médias entresokados de cada método de contagem de retiaggeit
diferenca entre esses resultados, e a média evin giesdréo entre todas as diferencas. Os valorédosbpela

média + 1,96x o desvio padrédo das diferengas rept@s os limites de concordancia.

Desvio Média das
. . . . - : Média das| padrdo diferengas *
Lote | Citometria | Microscopia | Média | Diferenca diferencas das 1,96 x desvio
diferencas padrao
1 99 96 97,5 -3
2 89 99 94 10

3.11- Variacdo intra-analista e inter-analistas pas a contagem de reticulocitos
pelo método de citometria de fluxo

Para avaliar a variacdo intra-analista do métodoitdenetria de fluxo para contagem
de reticuldcitos, foi calculado o coeficiente deiagdo dos resultados de contagem para um
mesmo lote, nas doses de 30, 90 e 270 Ul/animéidosbpelo mesmo analista em seis
preparos diferentes. Para cada dose, a inoculagémdreparo de lote resultou em amostras
de sangue de seis diferentes camundongos, que fo@essadas, coradas e analisadas por
citometria de fluxo, gerando seis resultados pepg@ro de lote e trinta e seis resultados no
total.

Para avaliar a variacao inter-analistas, foi caltalo coeficiente de variacdo dos
resultados de contagem de reticulocitos para unmmedste, nas doses de 30, 90 e 270
Ul/animal, obtidos por trés analistas diferentesnrotal de 26 resultados por dose.

3.12- Testes para validacdo do método de citometrage fluxo para uso na rotina
da Secéo de Controle Biolégico (SEBIO) de Bio-Manguhos

O método de determinagcdo de poténcia da alfaepoltimana recombinante com
contagem de reticulocitos ja € validado para uda f&BIO (Informe de Validacdo de
15/6/2007 e relatorio de validacdo analitica n°7888modificado em novembro/2010). De
acordo com a Resolucdo — RE n°® 899, de 29 de nea®d3, quando ocorrem modificagcdes
no método bioanalitico ja validado, devem ser zadhs validacdes parciais. A modificagdo
ocorrida em relagcdo ao método ja validado refera-sabstituicdo do sistema de deteccao.
Assim, para verificar a adequabilidade do novo wh@&tpara uso na rotina, foi realizada a
validacéo parcial do mesmo, a partir da analissuderepetitividade e preciséo intermediaria.

Para avaliacéo da repetitividade, foram realizadss determinacdes de poténcia (de
acordo com a Resolucdo da Anvisa RE899 de 2003, que preconiza no minimo cinco

determinacdes) no mesmo lote de alfaepoetina redoamie pelo mesmo analista, sendo
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determinados a média, o desvio padrédo e o coefictnvariacao, ndo sendo admitidos
valores maiores que 15% para este.

Para avaliacdo da precisdo intermediaria, trésiséaslrealizaram 0s ensaios no
mesmo lote de alfaepoetina humana recombinanteiasndiferentes e a média, o desvio
padréo e o coeficiente de variagcdo dos resultaalasnf determinados, ndo sendo admitidos

valores maiores que 15% para este.



4 — RESULTADOS

4.1- Resultados gerados pela citometria de fluxo pa os vinte lotes de
alfaepoetina humana recombinante utilizados na congracao entre os métodos

A andlise por citometria de fluxo no citdmetro FAGHibur, com obtencdo de dados
pelo program&ellQueste analise pelo programa Summit, gerou graficommanho (FSC)
x granulosidade (SSC), sendo possivel separarlalas&ermelhas (selecionadas pghte
R1) dos outros componentes presentes no sangue,maquetas debriscelulares.

A figura 4.1 mostra um grafico FSC x SSC repredemtale uma amostra de sangue
inoculada com alfaepoetina humana recombinantegdti®R1 estdo as células vermelhas. O
quadro abaixo do grafico apresenta a porcentageogldi&as vermelhas (R1) em relacdo ao

total de células na amostra de sangue (93,46%).
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Figura 4.1 —Grafico FSC x SSC representativo de uma amostsadgue inoculada com alfaepoetina humana
recombinante. As células vermelhas sdo separadasgpee R1. O quadro abaixo do grafico apresenta a
porcentagem de células vermelhas (R1) no totaleetes adquiridos.

A partir das células vermelhas separadas gateR1, foram gerados histogramas de
fluorescéncia x numero de células, sendo possiaklular a porcentagem de células
fluorescentes (selecionadas pelo cursor R2) nd tgacélulas vermelhas. As células

fluorescentes sdo as que contém acidos nucléicosgja, os reticulécitos. Dessa forma, a
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partir da area delimitada pelo cursor R2 no histogr de fluorescéncia x numero de

células, tem-se o percentual de reticulocitos datée ao total de células vermelhas.

30 U1/ animal
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270 Ul / animal
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Figura 4.2 —Histogramas de fluorescéncia x nimero de célulpesentativos das trés doses inoculadas nos
camundongos. A coluna da esquerda mostra os hasta@grpara a dose de 30 Ul por animal; a colunadivcc
mostra os histogramas para a dose de 90 Ul poragrgéna coluna da direita mostra os histogramas patose

de 270 Ul por animal. Na primeira linha estdo repntados os histogramas obtidos apds inoculagdo com
material de referéncia e marcagdo com tampao 1XPBSegunda linha, apds inoculagdo com material de
referéncia e marcacdo com Retic-COUNT; na terdaile, apds inoculagcdo com a amostra e marcacao com
tampao 1X PBS; e na quarta linha, apés inoculag@oamostra e marcagcdo com Retic-COUNT. O percentual
de células fluorescentes em relacéo ao total ddasévermelhas é mostrado na area delimitada peswmicR2

de cada histograma.
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A figura 4.2 apresenta histogramas de fluorescémcialimero de células
representativos de amostras de sangue obtidasnoelalacdo das trés diferentes doses de
amostra e material de referéncia, marcadas cons-R€&UNT ou tampao 1XPBS, utilizadas
na avaliacdo da poténcia da alfaepoetina. Observeesnportamentos semelhantes nos
graficos apresentados nas linhas 2 e 4. Os valdaesontagem representados nestes
histogramas mostram que as percentagens de reitoslono sangue dos animais que
receberam material de referéncia e alfaepoetinaigditares. Nesta figura é também possivel
observar uma maior concentragédo de reticuldcitos im@aturos que os mais maduros. Este
fato é evidenciado pela maior altura do pico dostogramas na regido de maior
fluorescéncia, indicando um maior teor de acidagaicos e, consequentemente, reticulocitos
menos maduros. Uma grande quantidade de reticoddioitaturos no sangue periférico sugere
uma alta taxa de liberacéo pela medula désseaim,assa atividade eritropoiética elevada.

A figura 4.3 mostra um gréfico FSC x SSC repregdmtale uma amostra de sangue
de um camundongo n&o inoculado com alfaepoetinahamecombinante. NgateR1 estdo
as células vermelhas. O quadro abaixo do grafioesapta a porcentagem de células

vermelhas (R1) em relagdo ao total de células restiende sangue (90,39%).
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Figura 4.3 —Gréfico FSC x SSC representativo de uma amostsadgue de camundongo ndo inoculado com
alfaepoetina humana recombinante. As células véiasetdo separadas peate R1. O quadro abaixo do
grafico apresenta a porcentagem de células verm@Rig no total de eventos adquiridos.

A figura 4.4 apresenta o histograma de fluoreseénci nimero de células
representativo de amostra de sangue obtida de clmgo ndo inoculado com alfaepoetina
humana recombinante. Observa-se que o percentueéldis fluorescentes (3,14%), que

representam os reticulécitos, € significativamemenor que os valores obtidos para as
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amostras apos inoculagdo de rhEPO. Isto demonsaagamostra e o material de

referéncia inoculados geraram aumento na produgéetitulocitos.
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Figura 4.4 —Histograma de fluorescéncia x nimero de célulassgmtativos das amostras de sangue obtidas de
camundongos néo inoculados com rhEPO. O percertaalkélulas fluorescentes, que representam o0s
reticuldcitos, é significativamente menor que obnes obtidos para as amostras de sangue provesieet
camundongos inoculados com rhEPO.

4.2- Validade estatistica dos ensaios

A tabela 4.1, baseada na Farmacopéia Européia iGdoedepresenta os valores
estatisticos considerados nos testes de regrgssatelismo e linearidade para os resultados
dos ensaios por citometria e microscopia. Os r@dodt de ambos os ensaios foram avaliados
por esses testes para terem sua validade estatésimprovada antes da estimativa da
poténcia da alfaepoetina nas amostras de sangligdasa

Os resultados da poténcia dos vinte lotes de al&dama avaliados pelos dois métodos
foram considerados validos segundo os critériagiettos descritos na tabela 4.1.

A figura 4.5 mostra um gréfico representativo daeda percentual de reticuldcitos
com o material de referéncia e com uma amostrdiadea por citometria de fluxo onde
foram observados valores estatisticamente sigtific® para as analises de paralelismo,

linearidade e regresséo linear.

4.3- Resultados de poténcia

Todas as amostras avaliadas por citometria e poostopia neste estudo obtiveram
valores estatisticos validos segundo os critérstabelecidos para avaliacdo da poténcia da
alfaepoetina. A tabela 4.2 apresenta os resultdgopoténcia e os limites de confianca

obtidos pela contagem de reticulécitos por citormgbem como os anticoagulantes utilizados
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em cada ensaio. Os valores estimados para a razgmtdncia nos vinte lotes de
alfaepoetina variaram de 82 a 112%. Os limitesaadi@nca inferior variaram de 64 a 88% e
0 superior de 104 a 156%. As médias dos resultablitdos com os anticoagulantes EDTA e
heparina sddica apresentaram desvio padrdo de 2926éeficiente de variacdo de 2,99%
(tabela 4.3), ndo havendo diferenca estatisticagrgghificativa (P0,05).

Tabela 4.1 —Exemplo dos resultados esperados para os testegdssao, paralelismo e linearidade para os
resultados da amostra e do material de referémtidos por citometria ou microscopia. Para que sainseja
considerado valido, é necesséario que os resultadtidos para as amostras ou o material de refexr§rmi
microscopia ou citometria de fluxo apresentem liidgae e paralelismo entre si.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado Validade
] ) ] Razéo F Probabilidade ]
variagao liberdade quadrados médio estatistica
Preparos 1 0,816 0,816
Regresséo .
) 1 384,88 384,90 253,90 0,000 Valido*
linear
N&o o
) 1 4,01 4,01 2,64 0,116 Valido*
paralelismo
Nao ]
o 2 10,02 5,01 3,30 0,053 Validd*
linearidade
Tratamentos 5 399,72
Blocos
5 2,61 0,523 0,345 0,881
(camundongos)
Erro residual 25 37,90 1,516
Total 35 440,24

*! Termo de regressao linear significante — probdduile calculada menor que 0,05.

*2 Termo para ndo paralelismo néo significante — gbdldlade calculada maior ou igual a 0,05. Indioa as
linhas do material de referéncia e da amostra aéaigias.

*3 Termo para n&o linearidade significante — prolidduile calculada maior ou igual a 0,05. Indica quelagéo
entre os logaritmos da dose e da resposta podemesentada por uma linha reta na faixa das diidizadas.

Os resultados obtidos por microscopia utilizandaneste a heparina como
anticoagulante foram similares aos valores de p@évbtidos com a citometria. Os valores
da razédo da poténcia variaram de 80 a 117% e osegatlos limites de confianca inferior
variaram entre 58 a 107% e o superior de 104 a 1%4bela 4.4). Portanto, os resultados
obtidos com a contagem de reticulécitos por citoimetstdo de acordo com os valores
preconizados pela Farmacopéia Européia (2008), asdespecificacbes para a razdo da
poténcia e os limites de confianca superior e imfersdo 80-125% e 64-156%,

respectivamente. As médias dos resultados obtidoscippmetria de fluxo e microscopia
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apresentaram desvio padréo de 0,57% e coeficientambcao de 0,59% (tabela 4.5),

nao havendo diferenca estatisticamente signifiagf0,05).
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Figura 4.5 — Gréfico dose x resposta para amostra e materialefdgéncia, indicando que os resultados
apresentam paralelismo, linearidade e regresséaarlisatisfatorios. Cada dose apresenta seis ssilzara
amostra e seis resultados para material de refarénc

Tabela 4.2 -Resultados de poténcia e limites de confianca gatates de alfaepoetina testados por citometria e
~anticoagulantes utilizados.

Lote Anticoagulante Razéo de poténcia Limites de confianca (%)
(%) Inferior Superior
1 Heparina 99 71 136
2 Heparina 112 85 149
3 EDTA 103 69 156
4 EDTA 106 88 127
5 EDTA 91 65 128
6 EDTA 103 71 152
7 EDTA 106 73 155
8 Heparina 96 75 123
9 EDTA 90 66 122
10 EDTA 93 64 135
11 EDTA 89 66 119
12 EDTA 99 65 151
13 EDTA 100 64 155
14 EDTA 82 64 104
15 EDTA 89 67 118
16 EDTA 100 70 142
17 EDTA 95 68 132
18 EDTA 92 64 130
19 Heparina 91 72 115
20 EDTA 88 65 118
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Tabela 4.3 -Comparacéo entre as médias dos resultados obtido$sieparina e EDTA. Foram obtidos,
no total, 4 resultados com heparina e 16 resultados EDTA. Os valores apresentados nesta tabelasao
médias dos resultados.

Heparina EDTA

Média dos resultados (%) 99,50 95,38
Média das médias (%) 97,44
Desvio padréo (%) 2,92
Coeficiente de variacéo (%) 2,99

Tabela 4.4 —Resultados de poténcia e limites de confianca pardotes de alfaepoetina testados por
microscopia. Neste caso, foi utilizada somentepaitiea como anticoagulante.

Razéo de poténcia Limites de confianga (%)
o (%) Inferior Superior

1 92 74 115
2 97 77 123
3 117 91 151
4 103 107 137
5 95 74 122
6 102 77 135
7 109 89 133
8 95 76 118
9 97 102 130
10 100 81 123
11 99 81 121
12 96 80 115
13 94 70 126
14 92 70 129
15 80 58 109
16 88 68 111
17 95 85 106
18 100 87 115
19 105 92 121
20 84 68 104

Tabela 4.5 -Comparacédo entre as médias dos resultados obtdait@metria de fluxo e microscopia.

Citometria Microscopia
Média dos resultados (%) 96,20 97,00
Média das médias (%) 96,60
Desvio padréo (%) 0,57
Coeficiente de variacéo (%) 0,59
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4.4- Andlise de concordancia entre os métodos déothetria e microscopia

Os resultados obtidos por microscopia e citomdisam comparados pelo teste
estatistico de Bland-Altman para avaliar a conam@aentre os dois métodos. Os valores
desta andlise estdo apresentados na tabela 4téndora média e a diferencga entre cada par
de resultados de citometria e microscopia, a m@djadas diferencas entre cada par de
resultados, o desvio padréo (S) das diferencas estresultados e a média entre os resultados
mais ou menos 1,96 vezes o desvio padréo dasriisentre os resultados (M + 1,96S). O
calculo de M £ 1,96S representa os limites de catéowia, dentro dos quais 0s pontos de um
grafico da média de cada par de resultados de eit@re microscopia pela diferenca entre
estes valores devem estar contidos para que dsadesidos dois métodos de contagem de
reticulocitos sejam concordantes entre si.

Tabela 4.6 —Andlise de Bland-Altman para compara¢édo entre é®dos de citometria e microscopia. M =
média das diferencas entre os resultados. S =adpadrdo das diferencas entre os resultados.

Diferenca
Lote Resultado Resultado | Média dos entre os M s M+ 1,965
citometria | microscopia | resultados esultados
1 99 92 95,5 -7
2 112 97 104,5 -15
3 103 117 110 14
4 106 103 104,5 -3
5 91 95 93 4
6 103 102 102,5 -1
7 106 109 107,5 3
8 96 95 95,5 -1
9 90 97 93,5 7
10 93 100 96,5 7 12 8.34 17,54
11 89 99 94 10 -15,14
12 99 96 97,5 -3
13 100 94 97 -6
14 82 92 87 10
15 89 80 84,5 -9
16 100 88 94 -12
17 95 95 95 0
18 92 100 96 8
19 91 105 98 14
20 88 84 86 4
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A figura 4.6 apresenta a distribuicdo dos valosnédia e da diferenca entre
cada par de resultados de poténcia obtidos pel@agem de reticuldcitos por citometria e
microscopiaOs resultadomostrados no grafico de dispersédo de Bland-Altnséoedentro
dos limites superior e inferior de concordancia@L& LIC, respectivamente). Este gréafico
também mostra o viés, que indica o quanto as difaese afastam do valor zero, e o erro,
que representa a dispersdo dos pontos das difsranceedor da média, além de possiveis
valores fora da linha de dispersaatfiers).

O resultado da andlise estatistica pelo teste dadBAltman demonstrou que 0s
resultados obtidos pelos métodos de contagem pomeiria € microscopia apresentam

concordancia satisfatoria, indicando que podenutiie&zados um em substituicdo ao outro.
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Figura 4.6 —Gréfico de Bland-Altman para os resultados obtigels. contagem por citometria e microscopia,
mostrando o LSC, o LIC e o viés.
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Tabela 4.7-Variacéo intra-analista para a contagem de reol® por citometria de fluxo. Resultados
obtidos por um mesmo analista em seis preparosedifss de um mesmo lote, com seis resultados ppapy

em cada dose, num total de 36 resultados por dose.

Dose
30 Ul/animal | 90 Ul/animal | 270 Ul/animal
12,34 14,07 17,80
9,12 12,89 16,48
13,05 15,44 16,36
11,63 15,59 20,78
11,94 16,42 17,57
10,95 14,41 17,41
10,47 16,02 19,40
11,12 12,82 16,63
9,69 12,69 17,51
13,64 12,45 17,17
10,62 15,25 19,63
11,80 15,41 15,14
12,04 15,19 21,35
13,43 14,83 21,44
12,02 15,89 20,57
11,25 16,53 19,80
11,80 14,89 19,81
Contagem de 11,92 16,72 20,02
reticuldcitos (%) 10,53 14,47 22,83
9,86 14,45 20,60
11,71 13,74 18,37
11,53 14,30 21,46
13,58 14,94 24,33
13,06 17,15 20,85
15,02 18,43 22,38
14,87 19,28 23,34
15,49 19,21 20,29
15,88 18,62 22,04
15,62 17,02 23,25
14,77 19,27 19,44
12,84 15,52 21,23
12,10 15,50 19,06
12,01 15,36 20,60
13,42 18,54 20,11
12,55 16,87 22,68
13,55 16,27 18,90
Média (%) 12,42 15,73 19,91
Desvio-padrao (%) 1,70 1,86 2,22
32‘3‘;2‘:?(90 /00)'6 13,71 11,85 11,17
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4.5- Variagdo intra-analista e inter-analistas para a contagem de
reticuldcitos por citometria de fluxo

Para o teste de repetitividade do método, os eskdt para a contagem de
reticulocitos em preparos diferentes de um mestecapresentaram variacao intra-analista de
13,71% para a dose de 30 Ul/animal, 11,85% pamasa de 90 Ul/animal e 11,17% para a
dose de 270 Ul/animal, conforme apresentado ndatdbé

Os resultados para a contagem de reticulocitos repaps diferentes de um mesmo
lote apresentaram variagao inter-analistas de 94 @4ra a dose de 30 Ul/animal, 10,68%
para a dose de 90 Ul/animal e 9,15% para a dog&@lé&Jl/animal, conforme apresentado na
tabela 4.8.

Tabela 4.8-Variacao inter-analistas para a contagem de rétitok por citometria de fluxo. Resultados obtidos
por trés analistas em trés preparos diferentesrdmesmo lote, com seis resultados por preparo eia dase,

num total de 18 resultados por dose.

Dose
30 Ul/animal | 90 Ul/animal | 270 Ul/animal
12,21 15,62 20,83
11,75 14,69 19,59
12,33 15,39 18,95
12,89 16,01 20,23
12,69 15,90 21,21
1268 | 1654 | 18,63
15,41 18,52 22,88
15,83 19,21 20,95
Contagem de 1610 | 2077 | 23,59
reticulécitos (%) 14,55 17,04 24,53
16,63 17,86 21,66
15,04 18,05 24,21
12,39 17,04 19,26
13,17 14,95 21,34
13,19 15,66 19,41
12,30 15,82 22,55
13,33 14,09 18,79
12,88 14,44 19,06
Média (%) 13,63 16,55 20,98
Desvio-padrao (%) 1,53 1,77 1,92
sgﬁ‘;g'aegt(eo A)O)'e 11,24 10,68 9,15
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4.6- Repetitividade dos resultados de poténcia oldtis pela contagem de
reticuldcitos por citometria

A repetitividade € a concordéancia entre os resoffatentro de um curto periodo de
tempo considerando-se 0 mesmo analista e a mestranmentacdo. A repetitividade do
método de citometria de fluxo para contagem deukititos e determinacdo da poténcia da
alfaepoetina humana recombinante foi avaliada meleficiente de variacdo entre os
resultados de seis determinacfes de poténcia exiasupelo mesmo analista em um mesmo
lote de amostra. O coeficiente de variacdo calculpdra os seis resultados foi 5,59%,
atendendo ao critério de aceitacdo (CV<15%) (tadbSp

Tabela 4.9 —Repetitividade entre os resultados de um mesmdstmnglara a determinagdo de poténcia da
alfaepoetina humana recombinante pela contagertidalcitos por citometria de fluxo.

Resultados (%)
99
97
100
86
99
100

Média (%) 96,83
Desvio padrao (%) 5,42

Coeficiente de variacéo (%) 5,59

4.7- Precisdo intermediaria dos resultados de potéia obtidos pela contagem de
reticuldcitos por citometria

A precisao intermediaria € a concordancia entreessgltados do mesmo laboratério,
obtidos em dias diferentes, por analistas difeeemeprecisao intermediaria do método de
citometria de fluxo para contagem de reticulécéateterminacéo da poténcia da alfaepoetina
humana recombinante foi avaliada pelo coeficiestgatiacao entre os resultados de poténcia
de um mesmo lote, obtido por trés analistas difeeeam dias distintos. O valor considerado
para o analista A é a média dos seis resultadiizadbtis para a avaliacdo da repetitividade do
método. O coeficiente de variacdo calculado part&réssresultados foi 3,73 %, mostrando
grau de precisao adequado (CV<15%) (tabela 4.10).
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Tabela 4.10 —Preciséo intermediaria para os resultados detréiéstas, em dias diferentes, para a determinagédo
da poténcia da alfaepoetina humana recombinargecpatagem de reticulécitos por citometria de fluxo

Analista Resultados (%)
A 96,83
B 92
C 99
Média (%) 95,94
Desvio padrao (%) 3,58
Coeficiente de variacéo (%) 3,73




5 — DISCUSSAO

5.1- A citometria de fluxo para a contagem de retid4citos

A contagem de reticuldcitos é essencial a avaliats@iatividade eritropoiética da
medula éssea e, consequentemente, a determinacatvidade biologica da alfaepoetina
humana recombinante. Assim, € importante que astae®s obtidos pelo método utilizado
para a contagem de reticuldcitos apresentem pre@satidao e sensibilidade satisfatorias.

A microscopia Otica aliada ao uso de corantes sitpim como o0 novo azul de
metileno € ainda o método mais utilizado para dagmm de reticulocitos em razdo do baixo
custo instrumental em relacdo aos métodos autcadatsz em uso desde 1990 (Riley et al.
2001, Riley et al. 2002, Pereira et al. 2008, Siaito et al. 2009Entretanto, este método é
subjetivo e estd sujeito a varios fatores que atanera variabilidade dos resultados. A
variacao inter-analista pode alcancar 50% (Corlied®97, Yu et al. 1999), — 0 que requer
atencao especial aos critérios de diferenciacdergificacdo dos reticulécitos, ao preparo e a
distribuicdo dos reticulécitos nos esfregacosgedidade da marcacgéo, — reforgcando, assim,
a necessidade de analistas muito bem treinadosafApe ser um método bem menos sujeito
a variacbes do que a contagem de reticulécitosrporoscopia, com a citometria de fluxo
também podem ser esperadas pequenas variagcOesraegatpgem de reticulécitos, assim
como em sua contagem absoluta, sendo estas caysawnizipalmente por diferencas na
atividade eritropoiética e na taxa de maturacacetieulécitos entre os individuos ou animais
utilizados. Além disso, a concentracao de retigtdéma amostra de sangue pode apresentar
pequena variacdo ao longo do tempo devido ao seoegso de maturacaex vivq
dependente do tempo e da temperatura (Bowen %, Rudensky 1997, Lopes 2004).

As contagens de reticuldcitos por citometria dexd|upara preparos diferentes do
mesmo lote, realizadas neste trabalho, apresentaeaiactes inter-analista de 11,24%,
10,68% e 9,15% para as doses de 30, 90 e 270 Hhmespectivamente, como mostra a
tabela 4.8. Estes dados sdo consideravelmente esenoe os valores de variagao inter-
analista que a contagem por microscopia Otica pdcencar e devem-se, principalmente, a
preparos diferentes e ao fato de o sangue teobiito de camundongos distintos.

O pequeno namero de células contado pela micraseogivariabilidade inter e intra-

analista reduzem bastante a exatidao, a preciadeprodutibilidade do método, além do fato
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de a contagem por microscopia ndo apresentar feteie suficiente para detectar
pequenas mudancas na concentracao de reticulgcéeset al. 1986, Ferguson et al. 1990,
Nobes e Carter 1990, Bowen et al. 1991, Rowan 1B@hsson et al. 1992, Evans e Fagg
1994, Corberand 1997, Rudensky 1997, Yu et al. 199@loznik-Zupan et al. 2000,
Buttarello et al. 2001, Riley et al. 2001, Rileyaet2002, Weiss 2002, NCCLS 2004, Witt et
al. 2007, Pereira et al. 2008, Simionatto et al09Q0 A contagem de reticulécitos por
citometria de fluxo apresenta precisao e sens#ubdsuperiores a contagem por microscopia,
permitindo resultados com maior confiabilidade. dntagem automatizada praticamente
elimina o erro inter-analista, reduz o coeficied& variagdo ao contar um numero muito
maior de células e € de rapida e simples execugio,alto rendimento (Tanke et al. 1983,
Lee et al. 1986, Ferguson et al. 1990, Nobes eeCa890, Bowen et al. 1991, Rowan 1991,
Hansson et al. 1992, Davis et al. 1995, Corber&®¥,1Rudensky 1997, England et al. 1998,
Yu et al. 1999, Buttarello et al. 2001, Riley et2001, Riley et al. 2002, Weiss 2002, NCCLS
2004, Witt et al. 2007, Pereira et al. 2008, Sirattmet al. 2009). As anélises por citometria
de fluxo para esta dissertacdo foram realizadas @mitagem de aproximadamente 50.000
células, fato que, aliado a alta sensibilidadeisi@ma de detec¢do do equipamento e ao uso
dos parametros de tamanho, granulosidade e flurescpara discriminagdo entre os tipos
de células (figuras 4.1 e 4.2), possibilita a obtdende resultados mais exatos, precisos e
reprodutiveis.

Além da variabilidade dos resultados, o tempo regesao preparo das amostras e a
contagem de reticuldcitos por microscopia € basthmtgo, causando desgaste ao analista e
dificultando o cumprimento de demandas por analiseum maior nUmero de amostras
(Nobes e Carter 1990, Rowan 1991, Corberand 199idemsky 1997, Yu et al. 1999,
Buttarello et al. 2001, Pereira et al. 2008). Aseduinacdes de poténcia da alfaepoetina
humana recombinante por citometria de fluxo redbsaneste trabalho foram obtidas em
tempo bastante reduzido, no que diz respeito guapee andlise das amostras de um lote,
guando comparado ao tempo gasto para as mesmas ptapmicroscopia oOtica. O acréscimo
de lotes ao ensaio aumenta muito pouco o tempbdetanalise e permite que apenas um
analista realize todos os procedimentos. Para lisarde um lote, incluindo o preparo das
amostras e a contagem de reticulécitos, foram sadas trés horas e meia, em média, para a
citometria de fluxo, enquanto para a microscopianfecessario um dia de trabalho. O
acréscimo de lotes requer a mobilizacdo de maikstasapara o processo de contagem por
microscopia otica.

Ainda que o custo instrumental da citometria dedlpara a contagem de reticulécitos

seja maior (Simionatto et al. 2009), a reducao idendvel no tempo de andlise, a necessidade
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de menos analistas e a maior exatiddo e precisdmétodo sdo compensatorios
(Ferguson et al. 1990, Rowan 1991, Hansson et98R,1Yu et al. 1999, Riley et al. 2001,
Riley et al. 2002). Com o aumento da demanda de@dietina humana recombinante pelo
Ministério da Saude e a previsdo de cresciment@prdducdo deste biofarmaco por Bio-
Manguinhos, a redu¢do no tempo de analise permithiar rapidez na liberacdo de lotes pelo
teste de poténcia, ao mesmo tempo em que a magdid&x e precisdo do método
contribuirdo para resultados mais confiaveis.

Estudos de equivaléncia entre os métodos vém semadiaados desde o advento da
citometria como ferramenta para contagem de rétitols, com o intuito de se empregar uma
analise que forneca resultados mais precisos, ®xatonfiaveis, além de um rendimento
bastante superior. Estes estudos tém demonstradibads com boa equivaléncia entre 0s
métodos, apesar das diferencas quanto a precigi@tiddo e a reprodutibilidade (Tanke et
al. 1983, Ferguson et al. 1990, Kienast e Schn8801Nobes e Carter 1990, Hansson et al.
1992, Dauvis et al. 1994, Evans e Fagg 1994, Candet97, Rudensky 1997, Yu et al. 1999,
PreloZnik-Zupan et al. 2000, Buttarello et al. 200/kiss 2002). Devido a falta de um método
referéncia universalmente aceito para a contagenetamlocitos, a microscopia € utilizada
como o método de comparacao para novas técnicasefLal. 1986, Buttarello et al. 2001,
NCCLS 2004). A microscopia para contagem de reigtds € também recomendada pelo
Conselho Internacional para Padronizacdo em Heowtol(nternational Council for
Standardisation in Haematology ICSH) como método de comparacdo para avaliagdo d
métodos automatizados, portanto, esta técnica peceacomo meétodo padrédo, contra o qual
0S novos testes devem ser comparados (Englandl®Sd, Buttarello et al. 2001).

Assim, tal como proposto neste trabalho, antes wastisuicAio do método de
microscopia, que ja se encontra estabelecido, @ssédo avaliar a concordancia e a

comparabilidade entre os métodos e validar 0 nogaie para uso na rotina.

5.2- Uso de EDTA e heparina como anticoagulante

Embora as instru¢des do corante Retic-COUNT (BDs&ances) recomendem o uso
de EDTA como anticoagulante, dados da literaturatram o uso da heparina sem prejuizos a
contagem de reticulécitos por citometria de flukaWamura et al. 1991, Weiss 2002, Torous
et al. 2003, Nakage et al. 2005, Witt et al. 2008sta et al. 2010). Considerando que o
proprio fabricante do corante Retic-COUNT néo posstudos que desaconselhem o uso da
heparina como anticoagulante, além do fato de steraeanticoagulante utilizado no método
de contagem de reticuldcitos por microscopia vdlidpara uso na rotina da SEBIO, alguns

dos experimentos deste estudo foram realizados fegparina. A escolha dos lotes e do
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namero de vezes em que a heparina foi utilizada s&&miu nenhum critério pre-
estabelecido, tendo dependido somente da dispdaithd ou ndo de EDTA no dia da
contagem.

Como nao houve comparacao entre os resultadosshtan EDTA e heparina para
um mesmo lote, ndo se pode afirmar que ndo h&edigas entre o uso dos dois
anticoagulantes. Entretanto, os resultados obtidosm ambos apresentaram validade
estatistica no que diz respeito a precisdo, aolgiarao e a linearidade, estando todos
localizados dentro das especificacdes de razdmm@a e de limites de confianga. Além
disso, o uso de EDTA ou heparina nao interferiucaacordéncia entre os resultados de
citometria de fluxo e microscopia (tabelas 4.2,e1416), podendo-se supor que, em principio,
a utilizacdo de um ou outro anticoagulante nao téraenante no resultado final. Ainda
assim, testes com 0s mesmos lotes de amostra e aior mimero de repeticdes sao

necessarios para confirmar essa hipoétese.

5.3- Comportamento das amostras e material de reféncia

Pelo método de citometria de fluxo, amostras e maatde referéncia certificado
comportaram-se de forma semelhante, gerando caorstalgereticuldcitos préximas para cada
dose e respostas lineares e paralelas, como mostréabela 4.1 e a figura 4.3. Estes
resultados, além de serem um indicativo da quadiddal amostra, permitem o calculo da

poténcia desta com base na poténcia do materiafel€ncia.

5.4- Comparacgédo e avaliacdo da concordancia entras onétodos de citometria de
fluxo e microscopia

A comparabilidade € a habilidade de um equipamegetar resultados que concordam
satisfatoriamente com os obtidos pelo procedimdatmtina (NCCLS 2004). Na comparagao
de um novo método de andlise com um ja estabeletidecessario avaliar se seus resultados
sdo concordantes o suficiente para que o novo me&toldstitua o antigo (Bland e Altman
1986).

O método de Bland-Altman foi a ferramenta escollpidiaa se comparar as técnicas de
citometria de fluxo e microscopia e se avaliar steapresentam resultados concordantes,
possibilitando a substituicdo da microscopia petaretria de fluxo.

A maioria dos estudos de comparacao entre doisans mmetodos utiliza o coeficiente
de correlacdo de Pearson ou Spearman para avati@c&aa concordancia. Entretanto, o
coeficiente de correlacdo néo avalia concordamcsim associacdo. Um alto coeficiente de

correlagdo ndo garante que dois meétodos sejam mtamtes. Por ser uma medida de
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associagdo, o coeficiente de correlacdo ndo é @apdoppara avaliar a concordancia
entre dois métodos (Bland e Altman 1986, Carsteasah 2008, Hirakata e Camey 2009).

E muito dificil que diferentes métodos concorderatamente, resultando em valores
idénticos. Portanto, deve-se avaliar o quanto sidtaeos do novo método se diferenciam dos
resultados do método j& estabelecido: se a difares@ver dentro dos limites aceitaveis
determinados por ferramentas estatisticas adequadaso por exemplo os limites de
concordancia de Bland-Altman, pode-se substituirédodo antigo pelo novo ou usar os dois
em intercambio.

Para avaliacdo da concordancia entre os result@elaiois diferentes métodos, um
gréfico da diferenca entre um par de resultados peh media € bastante informativo. Como
nao se sabe o valor verdadeiro, a média das dudislase2 a melhor estimativa disponivel.
As diferencas entre cada par de resultados deveamdsEntro dos limites de concordéancia do
gréfico, calculados pela média mais ou menos oidgmdrao, para que 0os métodos sejam
considerados concordantes.

Todos os resultados obtidos pelo método de Blamahaki para a comparacdo dos
resultados de citometria de fluxo e microscopigadtocalizaram-se dentro dos limites de
concordancia calculados, demonstrando que os déisdms geram resultados concordantes

para a poténcia da alfaepoetina humana recombitabila 4.6, figura 4.4).

5.5- Testes para validacdo do novo método

A validacao deve garantir, por meio de estudos raxgatais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacfes analiticas, assegurantinféabilidade dos resultados (Brasil,
Anvisa 2003). Quando ocorrem modificacbes no métmdanalitico ja validado, como por
exemplo, substituicdo do sistema de deteccdo, ngadam algum procedimento de preparo
da amostra, alteragdes na faixa de concentracamodificacdo do anticoagulante utilizado,
devem ser realizadas validacbes parciais para tgjarana adequabilidade apds as
modificacdes.

Neste caso, foram alterados o sistema de deteaffionas etapas no preparo das
amostras e o anticoagulante. Assim, para validagdicial do método, foram realizados os
testes de precisao, divididos em repetitividadeeeigdo intermediaria. A precisdo pode ser
expressa como coeficiente de variacdo, ndo se iadmivalores superiores a 15% (Brasil
2003). De acordo com os resultados obtidos no presestudo (tabelas 4.9 e 4.10), os
coeficientes de variacdo de 5,59% e 3,73% pardtitigfgade e precisdo intermediaria,

respectivamente, indicam que o método de contagemattuldcitos por citometria de fluxo
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apresenta repetitividade e precisdo intermedi&tesfatorias para uso na rotina da
Secdao de Controle Bioldgico e pode ser validado.

Considerando-se que métodos bioanaliticos normagnmegiresentam coeficientes de
variacdo de até 15%, a precisdo intermediaria &8 pbtida pelos resultados de poténcia de
diferentes analistas sugere que a citometria deo fl& responsavel pela diminuicdo das

variacfes entre os resultados.



6 — CONCLUSOES

= A citometria de fluxo mostrou-se uma técnica addqugara identificacdo e
quantificacdo de reticuldcitos. Os resultados alstidara amostras e material de referéncia
apresentaram resultados semelhantes para cada alése,de linearidade e paralelismo

satisfatorios.

= As doses de amostra e material de referéncia iadasl nos camundongos, com
sequencia geométrica de base 3, ao gerarem coatdgereticulocitos lineares e paralelas,

mostraram-se apropriadas para uso na rotina.

» Os resultados de poténcia gerados por citometrfuxie atenderam as especificagdes da
Farmacopéia Européia 62 edicdo (2008), estandcstedtre 80 e 125%, com limites de

confianca entre 64 e 156%.

» Os resultados obtidos com o uso de EDTA ou heparorao anticoagulante néo

apresentaram diferencas significativas entre si.

= A ferramenta estatistica de Bland-Altman mostroe g8 resultados dos métodos de
citometria de fluxo e microscopia Otica localizaen-dentro dos limites de concordancia
calculados, demonstrando que os dois métodos datsesamente concordantes para a
poténcia da alfaepoetina humana recombinante. Destea, conclui-se que o método de
citometria de fluxo pode ser usado em substitugaticroscopia no ensaio de determinacao
da poténcia da alfaepoetina humana recombinante.

= A utilizacdo do método de citometria de fluxo paeoatagem de reticulécitos apresentou
melhorias ao ensaio de determinacdo da poténcafapoetina humana recombinante, tais
como drastica reducdo do tempo de contagem deildgtitos e de preparo das amostras,
necessidade de menor numero de analistas envoleiolos 0 ensaio, e resultados mais
confiaveis, originados de um método automatizadéaesujeito aos resultados subjetivos de

identificacdo e contagem pelo olho humano.
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» Para a validacdo parcial do método de citometriafldgo foram avaliados a

repetitividade e a precisdo intermediaria, obteselazoeficientes de variacdo de 5,59% e
3,73%, respectivamente. Estes resultados atendexigéncias da Resolucdo (RE) n° 899 de
29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de VigidSanitaria (Anvisa), que estabelece o
limite maximo de 15% para o coeficiente de variacho repetitividade e da precisado

intermediaria de métodos bioanaliticos.

» O estudo de comparacdo dos meétodos e os testeepdditividade e precisao

intermediaria realizados indicam que o método tlen®tria de fluxo para a contagem de
reticulocitos pode substituir o método por micrgsadradicional e esta apto para validacéo e
uso na rotina de controle de qualidade da alfae@oéumana recombinante produzida por

Bio-Manguinhos.
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