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RESUMO

A familia dos interferons (IFNs) compreende um grupo de citocinas secretadas
por todas as células nucleadas presentes em mamiferos, conhecidas pelas
suas atividades antivirais, antiproliferativas e imunomoduladoras. Com o
advento da tecnologia de DNA recombinante, tornou-se possivel a producéo e
o isolamento de grandes quantidades de IFNs, os quais vém sendo utilizados
clinicamente no tratamento de diversas enfermidades, como a hepatite C. Ao
mesmo tempo, tem ocorrido uma crescente demanda no controle da qualidade
destes biofarmacos. Neste trabalho, estudamos a atividade biologica do IFN
alfa-2b em linhagem de células Hep-2C para aplicacdo em ensaios de
poténcia. Foi padronizado um ensaio antiviral para determinacdo de poténcia
do IFN alfa-2b utilizando a combinacao Hep-2C/virus Mengo, no entanto vimos
que a atividade antiproliferativa causada pelo IFN alfa-2b em células Hep-2C
impacta negativamente na analise final dos dados. Ao considerar a via de
transducédo intracelular estimulada pelos IFNs, vimos mediante citometria de
fluxo, que em células Hep-2C existe dose-dependéncia entre a ocorréncia de
intermediéarios fosforilados (pSTAT1) e a dose de IFN alfa-2b (entre 35,25 e
1000 Ul/ml) empregada na estimulacdo destas células. Em seu conjunto,
mostramos nesta tese que o ensaio de reducao do efeito citopatico viral para
determinacdo da poténcia do IFN alfa-2b utilizando a combinacdo Hep-
2C/virus Mengo é informativo, porém varios aspectos devem ser considerados
para minimizar prejuizos na analise final de dados. Ainda, sugerimos que a
aplicacao da citometria de fluxo na determinacao de intermediarios fosforilados
em células Hep-2C seja bastante promissor no desenvolvimento de novos
ensaios biolégicos para a determinacao de poténcia relativa do IFN alfa-2b.
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ABSTRACT

The family of interferons (IFNs) is a group of cytokines secreted by all
mammalian cells, known to exert anti-viral, anti-proliferative and
immunomodulatory activities. With the advent of recombinant DNA technology,
the production and isolation of large amounts of IFNs have been possible. As
the recombinant IFNs have been clinically used in the treatment of many
diseases such as hepatitis C, nowadays there is a noticeably growing demand
in the quality control of these biopharmaceuticals. In this work, we studied the
biological activity of IFN alpha-2b in Hep-2C cell lines for application in potency
assays. An anti-viral assay for potency determination of IFN alpha-2b was
standardized using the combination Hep-2C cells/Mengo virus. However, we
noticed that the antiproliferative activity caused by IFN alpha-2b on Hep-2C
cells yields a negative impact on final data analysis. In addition, considering the
intracellular transduction pathway stimulated by IFNs, we observed using flow
cytometry technique, that there is a dose-dependent correlation between
phosphorylated intermediates (pSTAT1) and the dose of IFN alpha-2b (from
35.25 to 1000 IU / ml) applied in the stimulation of Hep-2C cells. Globally, this
thesis shows that the cytopathic effect reduction assay for potency
determination of IFN alpha-2b using the Hep-2C cells/Mengo virus combination
is informative, but several aspects should be considered in order to minimize
loss of quality in the final data. Still, we suggest that the application of flow
cytometry in the determination of phosphorylated intermediates in Hep-2C cells
is quite promising in the development of new biological assays for the
determination of the relative potency of IFN alpha-2b.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Expressao génica dos IFNS tip0 | ....ccooeeeeieiieeeee e 10
Figura 2. Panorama do sistema IFN-Q/B. .........ooouiiiiiiiiicie e 12
Figura 3. Sinalizagdo através dos receptores de IFN. .........ccuuviiiiiiiiiiiiiiii e 14
Figura 4. Comparacéo entre métodos de coloracdo com MTT e cristal violeta......... 46

Figura 5. Viabilidade de células Hep-2C apés tratamento com IFN alfa-2b pelo método
o (o /N I PP 47

Figura 6. Analise do ciclo celular de células Hep-2C tratadas com IFN alfa-2b.... 49

Figura 7. Valores percentuais correspondentes ao somatério das fases S e G2 do
ciclo celular para os diferentes tratamentos de células Hep-2C com IFN alfa-2b. ....... 49

Figura 8. Células L929 na produc¢éo da suspensao do virus Mengo .........cccccceeeeernnee 50

Figura 9. Gréfico de controle dos ensaios antivirais reproduzidos com o padrao
internacional de IFN alfa-2D ... 52

Figura 10. Dados dos ensaios antivirais, utilizando o padrao internacional de IFN alfa-
2b, apés aplicacdo do modelo logistico de quatro par@metros..........cccccvevveveveeeeeeennnn, 53

Figura 11. Analise de interferéncia no teste antiviral .............cccoeeeeeiiiiiiiiiiiiin e, 55

Figura 12. Estudo de cinética da marcacgédo intracelular de pSTAT1 em células
HEP-2C .ottt ettt ettt 58

Figura 13. Relacéo entre a dose de IFN alfa-2b e a quantidade de pSTAT1 observada
€M CEIUIAS HEP-2C ... e e e e e e e e araa s 59

Figura 14. Estimativa da poténcia de duas preparacdes de IFN alfa-2b mediante
marcagado com anticorpo monoclonal anti-pSTAT1 por método de citometria de
1] 103 o 61



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Representacdo de camara de Neubauer............ccceevveeiiiiiiiiiiiini e, 30

Esquema 2. Organizacao de placa de 96 pocos para a determinacédo do titulo da
SUSPENSAOD A€ VIFUS MENQO .....coeiiiiiie i e e e e e e e e e r e e e e e 34

Esquema 3. Distribuicdo de diluicbes da suspensao celular em placa de 96 pocos
para os ensaios de comparacgao entre os métodos de coloragdo com MTT e cristal
Y10} = - N 35

Esquema 4. Organizacao de placa de 96 pocos para os ensaios de poténcia do IFN
alfa-2b, baseado na reducéo do efeito CItOPALICO...........ccvvvviiiiieiiiiicce e, 39

Xi



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Compilagéo de alguns principais biofarmacos com patentes vencidas........ 6

Quadro 2. Algumas combinac@es entre virus e linhagens celulares para ensaios de
reducao do efeito CItOPALICO VIral. ..........uuuiiiiiiiiiiiece e e e eanens 24

xii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Comparacéo entre os procedimentos usando MTT e cristal violeta para

determinacdo de viabilidade celular em células Hep-2C............ovvieeiiiiiiiiiiiiiceee e, 45
Tabela 2. Parametros de precisao entre procedimentos colorimétricos de MTT e cristal
Y10} = - 45
Tabela 3. Titulacdo do Virus Mengo em células Hep-2C ...........coovieeiiiiiiiiiiiiiieee e, 50

Tabela 4. Determinacdo da poténcia relativa de IFN alfa-2b pelo método da reducéo
do efeitd CILOPALICO VIFAl ... 56

xiii



LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA: anélise de variancia

ATCC: American Type Culture Collection

BSS-CMF: solugédo salina balanceada livre de célcio e magnésio
CARD: caspase recruitment domain

CBP: cAMP-response element-binding protein

CCIDso: dose viral capaz de infectar 50% das células em cultura
DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DNA: acido desoxirribonucléico

DO: densidade Optica

dsRNA: &cido ribonucléico de fita dupla

ECACC: European Collection of Cell Cultures

EDso: dose de IFN alfa-2b capaz de induzir 50% de efeito inibitério da acao

citopética causada pelo virus Mengo

EDpstatlsy: A dose observada de IFN alfa-2b que causou 50% do efeito

maximo na ativacdo de STAT1

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético
EGF: fator de crescimento epidérmico
elF2: eukaryotic initiation factor 2

EMCV: virus da encefalomiocardite murina
FACS: fluorescence activated cell sorting
FDA: Food and Drug Administration

HCV: virus da hepatite C

ICAM-1: molécula-1 de adeséo intercelular
IFN: interferon

IFNARL1: receptor 1 do interferon-a
IFNARZ2: receptor 2 do interferon-a
IFNLR1: receptor 1 de IFN-A

IGF: fator de crescimento semelhante & insulina
IKKe: inhibitor of kappa B kinase ¢
IL-10R2: receptor 2 de interleucina-10

INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Xiv



IRAK-1: interleukin-1 receptor-associated kinase 1

IRAK-4: interleukin-1 receptor-associated kinase 4

IRF3: fator 3 de regulacao do interferon

IRF7: fator 7 de regulacao do interferon

IRF9: fator 9 de regulacao do interferon

ISG: genes induzidos por interferon

ISGF3: fator 3 de estimulagdo génica do IFN

ISRE: interferon stimulated response element

JAK1: janus kinase 1

MDADS5: melanoma-differentiation-associated gene 5

MHC: complexo principal de histocompatibilidade

MOI: multiplicidade de infeccao

MTT: 3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo
MyD88: myeloid differentiation factor 88

NIBSC: National Institute of Biological Standards and Control
OECD: Organizacéo para Desenvolvimento e Cooperacédo Econémica
OMS: Organizacdo Mundial de Saude

PAMP: padrédo molecular associado a patégeno

PBS: tampéo fosfato salino

PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas

PIV5: virus Parainfluenza 5

PKR: proteina quinase R

PRR: receptor de reconhecimento padrao

pPSTAT: transdutor de sinal e ativador de transcricéo fosforilado
RIG-I: retinoic-acid-inducible protein 1

RNA: acido ribonucléico

RNase L: endonuclease latente

SFB: soro fetal bovino

SFV: virus da Floresta de Semliki

SINV: virus Sindbis

SNC: sobrevivéncia normalizada de células

ssRNA: acido ribonucléico de fita simples

STAT: transdutor de sinal e ativador de transcrigao

TBK-1: TANK binding kinase - 1

XV



TGF: transforming growth factor

TLR: receptores toll-like

TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g
TYK2: tyrosine-protein kinase 2

VSV: virus da Estomatite Vesicular

XVi



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt a . 2
1.1 Biotecnologia € bDiOfArmacCoOS ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieennaanes 2
1.1.1 ASPECLOS ECONOMUCOS. ... .ttt 4
1.1.2 Principais proteinas terap@uULiCaAS .........cceveeeeeeiieeiiiiiiiieeeeeeeeeeiiiiene e e e eeeeennnns 6
1.2 OS INTEITEIONS .t e e e 7
1.2.1 Producéo endogena dos interferons tipo l...........ceeeiieieeiviieiiiiiiic e, 8
1.2.2 MECANISIMO T8 BGE0 .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitii e eeennennees 10
1.2.2.1 Atividade antiViral ................eueuiiiimiiiii e 13
1.2.2.2 Atividade antiproliferativa ... 15
1.2.2.3 Atividade imunomoduladora...........coooviiiiiiiiieeeeee e 15
1.3 UtIHAAde CHINICA ....uueeeieeieie e 16
1.3.1 Preparaces disponiveis e em desenvolvimento .............cccevvvvvviieeeeennn, 16
1.3, 1 HEPALIEE € ..ottt 17
1.4 Controle da qualidade de produtos biotecnol0giCoS.......ccccceeevviinnnneee. 18
1.4.0 BIOBNSAUOS ...ttt 18
1.4.2 Determinacao da atividade de interferons............ccccceeeeeiieeiiiiiiiccin e, 20
1.4.2.1 ENSAIO @NEIVIFAL ....eeeiiiiiiiiiiiie e 21
2. OBJIETIVO & JUSTIFICATIVA e 26
3. MATERIAIS & METODOS ......ccoiiiiiieieiteee et 28
3. L CUltIVO dE CEIUIAS ... 28
3.1.1 Manutengao das lINhAgeNS.........ccoooeeiiiiieii 28
3.1.2 Preparo de suspensao celular..........ccooovoei 29
3.1.3 Determinacao de concentragao da suspensao celular ...................c....... 30
3.2 MaNIPUIAGEOD VITAl .o 30
3.2.1 Replicac@o do VIrUS MENQO .....ccoeeeeieeee e 31
3.2.2 Manipulagéo e purificagdo do Virus Mengo ..........ccooeeeeeeieieiiiieieeeeeee, 31
3.2.3 Determinacgéo da dose viral capaz de infectar 50% das células em cultura
(CCIDE0) vttt e ettt et et e et 32
3.3 Métodos colorimétricos para determinacéo da viabilidade celular ..... 32

XVii



.3 L M T e 33

3.3.2 CriStal VIOIBTA ... 33
3.3.3 Comparacao entre os métodos colorimétricos: cristal violeta e MTT ...... 34
3.4 Preparo do padréo e amostras do interferon alfa-2b ..................ccocc.. 35
3.5 Ensaio de viabilidade Celular ... 36
3.6 CICIO COIUIAT ..o 36
3.6.1 Preparo da solucéo de ribonuclease A livre de DNase ..............ccceeeeene. 36
3.6.2 Analise do ciclo celular por citometria de fluX0.........cccccooeiiiiiiiieiinieennnns 37
3.7 ENSAI0 @NTIVIFAl .o 38
3.7.1 Analise de interferéncia no ensaio antiviral ...........cccccceeeiiiiiiiiiieieneennnnns 40
3.8 Marcacado intracelular de STAT1 fosforilado (pSTATL) .cccovceeevieeeninnnnns 41
3.8.1 Cinética da ativac8o de STATL ......ouiiiiiii e 41
3.8.2 Relacéo entre a dose de IFN alfa-2b € pSTATL......coooiiiiviiiiiiiiieeeeeeeeen, 42
3.8.3 Determinacao da poténcia relativa de IFN alfa-2b mediante marcacéao

INtracelular de PSTAT L. ..o e e e e 42
4. RESULTADOS . ...ttt e e e e e eea e eeees 44
4.1 Procedimentos colorimétricos: cristal violetae MTT........cccccceeeeeennnne 44
4.2 Ensaio de viabilidade celular ........ccccccooiiiiiiiiii 46
4.3 Andlise dO CiClO CelUIAN.......coiiiiiii e 48
4.4 Replicagao e titulagdo do VIruS MeNQO ........cccuveveeiiiiiieiiiiiiiee e 50
4.5 ENSAI0 ANTIVITAL ..coiiiiiiiiiiiieeeee e 51
T R = To [ £ ] a1 12= Vo= Lo LT 51
4.5.2 Analise de interferéncia no ensaio antiviral ...........cccccceeeviiiiiiiiieeeneeennns 54

4.5.3 Determinacéo da poténcia relativa de IFN alfa-2b pelo método da reducéo

do efeito CIHOPALICO VIFal............oiiiiiiiiiece e 55
4.6 Marcacao intracelular de pSTATL ... 56
4.6.1 Determinacao da poténcia relativa de IFN alfa-2b mediante marcagao

INtraCelUlar dE PSTAT L. ... bbb sbaennnnaees 59
5. DISCUSSAO .....iiiiiiiieieieieieies ettt ettt en s 63
6. CONCLUSAO & PERSPECTIVAS .....ooviiiiiieeeeee e, 71
6.1 CONCIUSDES ... 71

XViii



O o ] oo £ V7= RN 72
REFERENCIAS ... e ettt 74

XiX



INTRODUCAO




1 INTRODUCAO
1.1 Biotecnologia e biofarmacos

De acordo com a ultima definicdo da Organizacdo para Desenvolvimento e
Cooperacédo Econdémica (OECD), a biotecnologia € “a aplicagado da ciéncia e da
tecnologia em organismos vivos, assim como em suas partes, para alterar seres
vivos e materiais inanimados visando a producdo de conhecimento, bens e
servigos” (OECD, 2001).

Historicamente, o uso da biotecnologia teve o seu inicio com 0S processos
fermentativos. A producdo de bebidas alcodlicas pela fermentacdo de grédos de
cereais ja era conhecida pelos sumérios e babilénios antes do ano 6.000 a.C. Mais
tarde, por volta do ano 2.000 a.C., os egipcios, que ja utilizavam o fermento para
fabricar cerveja, passaram emprega-lo também na fabricacdo de péo. Outras
aplicacdes como a producao de vinagre, iogurte e queijos, sao também, ha muito
tempo utilizadas pelo ser humano. Entretanto, ndo eram conhecidos os agentes
causadores das fermentacdes que ficaram ocultos por seis milénios. Somente no
século dezessete, 0 pesquisador Antom Van Leeuwenhock, através da
visualizacdo em microscopio, descreveu a existéncia dos seres microscopicos. Foi
somente 200 anos depois, em 1876, que Louis Pasteur provou que a causa das
fermentacdes era em decorréncia da acdo de microorganismos, e nao se tratava

de um processo puramente quimico como até entdo era acreditado.

A producao de antibi6ticos foi 0 grande marco de referéncia na fermentacao
industrial. A partir de 1928, com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming,
muitos tipos de antibiéticos foram desenvolvidos no mundo. Na década de 40,
durante a segunda guerra mundial, os antibiéticos passaram a integrar 0s
processos industriais fermentativos, principalmente nos Estados Unidos,
baseando-se inicialmente na sintese da penicilina e, posteriormente, da

estreptomicina.



Foi a partir da década de 50 que a biotecnologia, com a descoberta da
sintese quimica do &cido desoxirribonucléico (DNA), e com as técnicas de
manipulacdo genética como DNA recombinante e fusé@o celular, passaram de fato
a existir. A técnica do DNA recombinante envolve a criacao sintética de novos
organismos vivos, com caracteristicas ndo encontradas na natureza, formadas
pela hibridizagdo em nivel molecular do DNA. Essa técnica permite, por exemplo,
0 enxerto de genes humanos que determinam a produgcdo de insulina em
bactérias. Isso levou a producéo industrial da insulina humana, substituindo com
grandes vantagens, a insulina bovina ou suina empregadas no tratamento de
diabéticos (VILLEN, 2010).

O advento da tecnologia de DNA recombinante, considerada a maior
evolucdo cientifica do século, possibilitou o desenvolvimento de diversas
tecnologias génicas, as quais vém trazendo beneficios inestimaveis para a
humanidade. Atualmente, as empresas de biotecnologia utilizam técnicas e
processos para: o desenvolvimento de produtos ou servicos na obtencdo de
organismos geneticamente modificados; o aumento da produtividade agricola; a
melhoria de processamento alimentar; a utilizacdo de recursos energéticos
renovaveis; aplicacbes ambientais; a obtencdo de principios ativos, farmacos, e
intermediarios para a industria farmacéutica e de quimica fina (FARDELONE,
2006).

As principais aplicagfes da biotecnologia moderna na area de saude séo o
uso da engenharia genética para a producdo de biofarmacos, vacinas e 0s
estudos gendmicos para prevencao e cura de diversas doencas (terapia génica e
farmacogendmica). Os medicamentos desenvolvidos por biotecnologia utilizam
proteinas provenientes de seres vivos, visando combater infec¢cdes e doencgas e
corrigir deficiéncias genéticas. No setor farmacéutico também existem os kits para
diagnostico de doencas e para terapia génica, no qual se utiliza o proprio material
genético como farmaco para corrigir deficiéncias genéticas hereditarias
(FARDELONE, 2006).



O termo “biofarmacos” é utilizado para designar proteinas e substancias
derivadas de &cidos nucléicos, usadas com finalidade terapéutica ou para
diagnéstico in vivo e produzidas por meios que nao a extracdo direta de fontes
biolégicas (MORAES, 2007).

Em uma compilagéo realizada pela associacao norte-americana de empresas
farmacéuticas (PhRMA), verificou-se que no ano de 2004 cerca de uma centena
de biofarmacos ja havia logrado aprovagdo junto a agencia regulatéria norte-
americana (Food and Drug Administration, FDA). Nessa compilacéo, verificou-se
que 324 novos produtos biologicos, voltados para cerca de 150 diferentes
doencas, encontravam-se, naquele ano, em fase de desenvolvimento, seja em
ensaios clinicos ou ja com pedido de registro em avaliacdo pela FDA. Dos
produtos em desenvolvimento, quase metade (154) direcionava-se ao tratamento
do cancer. Outra porcéo significativa (102) destinava-se a doencas infecciosas,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida e condi¢cbes associadas, assim como
distarbios auto-imunes e neurolégicos. Mesmo levando-se em consideracao que o
desenvolvimento de um biofarmaco é um processo demorado e que grande parte
das moléculas em testes ndo consegue obter registro, é de se esperar que o
namero de biofarmacos em comercializacdo cresca significativamente nos
préximos anos. Estima-se que, até os dias atuais, mais de 250 milhdes de
pessoas, em todo o0 mundo, j& tenham se beneficiado dos produtos biolégicos ja
aprovados, seja pelo tratamento ou prevencdo de doencas cardiacas, esclerose
multipla, diversos tipos de cancer, hepatites, artrite e diabetes entre outras. Com
sua acdo fundamentada na base molecular das doencas, os biofarmacos estéo
fornecendo aos meédicos e pacientes novas ferramentas para o tratamento de
enfermidades, alterando, fundamentalmente, o modo pelo qual as doencas séo
combatidas (FARDELONE, 2006).

1.1.1 Aspectos econbmicos

A industria farmacéutica apresenta uma variedade de produtos, como
guimicos sintéticos, naturais e biotecnoldgicos, sendo as principais empresas

globalizadas e integradas. O setor farmacéutico é baseado na inovagéo
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tecnolégica e na propriedade intelectual na forma de patentes que garantem
exclusividade de mercado e geram altos ganhos. As grandes empresas
farmacéuticas e as empresas de biotecnologia que surgiram nos ultimos anos
concentram a producdo de biofarmacos, bem como o setor de pesquisa e
desenvolvimento. Tais empresas estdo localizadas, sobretudo nos paises
desenvolvidos, como os Estados Unidos, os paises europeus e o0 Japdo. Em
muitos casos, o0 desenvolvimento desses produtos envolve parcerias entre 0s
grandes laboratérios multinacionais, empresas de biotecnologia e as
universidades e instituicbes de pesquisa. O mercado de biofarmacos vem
ganhando destaque devido aos grandes avancos cientificos e ao grande volume
de investimentos (FARDELONE, 2006).

Globalmente, o mercado de biofarmacos que em 2005 estava avaliado em
US$ 48 bilhdes, cresceu no periodo de 2000 a 2004, a taxa anual de 19%,
bastante superior a taxa de crescimento da industria farmacéutica como um todo.
A previsdo é de que até o final desta década, o mercado atinja US$ 100 bilhdes
(MORAES, 2007).

No ano de 2000 as vendas do setor de biofarmacos representavam 22,7
bilhbes de dodlares (6,4% do total do mercado de medicamentos). No periodo de
2001 a 2002 ocorreu um crescimento superior a 19% ao ano, chegando a 32,4
bilhdes de dblares em 2002 (7,6% do total do mercado). Devido ao grande numero
de investimentos no setor de pesquisa de desenvolvimento e ao langcamento de
inUmeros produtos nos anos de 2003 e 2004, esse segmento proporcionou um
crescimento de 27,5% e 47%, respectivamente, gerando lucros da ordem de US$
41,3 e US$ 60,7 bilhdes de dolares nos anos de 2003 e 2004. Em 2005 as vendas
foram da ordem de US$ 70,8 bilhdes de dolares (11,8% do mercado
farmacéutico). Apesar da desaceleracdo de crescimento em relacédo aos anos de
2003 e 2004, este mercado mostra-se extremamente significativo quando
comparado ao setor farmacéutico como um todo, pois as vendas de biofarmacos
triplicaram em cinco anos. Além disso, quando comparados ao setor de

medicamentos, o0s biofarmacos praticamente duplicaram sua participacdo em



porcentagem, demonstrando o dinamismo desse segmento (FARDELONE, 2006).
Ainda, o processo de expiracdo de patentes de biofarmacos, que ocorre alguns
anos apos o licenciamento original gerado pelas indUstrias responsaveis pelo
desenvolvimento inicial destes produtos, ocasiona um grande impacto econémico

neste setor (Quadro 1.1).

Quadro 1. Compilacéo de alguns principais biofarmacos com
patentes vencidas.

Nome comum ou descrigao Vencimento da patente
Insulina humana recombinante 2001
Alglicerase 2001
Interferon alfa-2b 2002
Somatotrofina (hGH) 2003
Alteplase 2005
Interferon beta-1a 2005
eritropoetina alfa 2006
Filgrastima 2006
Imiglicerase 2006
Etanercepte 2006
Interferon beta-1b 2007

Fonte: NOTHENBERG, 2008.

1.1.2  Principais proteinas terapéuticas

As proteinas terapéuticas podem ser divididas em grupos distintos: o grupo
das citocinas que incluem os interferons, fatores de crescimento hematopoiético
(como eritropoetina, e fatores estimulantes de colbnias de granulocitos e
macrofagos), fator de crescimento transformante (transforming growth factor -
TGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), entre outros;
horménios que compreende principalmente a insulina, o glucagon, o horménio do
crescimento e as gonadotrofinas; as enzimas terapéuticas como o ativador de
plasminogénio tecidual e a uroquinase (que sdo dois agentes tromboliticos) e a-
galactosidase A (usada na doenca de Fabry onde o individuo néo sintetiza

corretamente esta enzima para o metabolismo de lipideos); os fatores de
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coagulacdo sanguinea incluindo os fatores VII, VIII e IX (proteinas cuja falta
constitui na doenga genética conhecida como hemofilia); e anticorpos, como por
exemplo, o bevazicumab que atua como inibidor do fator de crescimento endotelial
auxiliando terapias antitumorais (MORAES, 2007).

Em sua maioria os biofarmacos sao proteinas de estrutura complexa, que
sofrem diferentes modificacdes pés-traducédo, como por exemplo, a glicosilacédo a
qual na maioria dos casos € essencial para conferir atividade biologica a proteina.
Por essa razdo, a maioria dos biofarmacos j& aprovados e em desenvolvimento
sdo produzidos por cultivo de células de mamiferos, ja que células microbianas e
de insetos apresentam limitacbes quanto a sua capacidade de realizar

corretamente as modificagBes pés-traducdo requeridas (MORAES, 2007).
1.2 Os inteferons

A familia dos interferons (IFNs) compreende um grupo de citocinas
secretadas por todas as células nucleadas presentes em mamiferos. De acordo
com a sequéncia de aminoacidos, os IFNs sdo agrupados em trés classes
denominadas IFNs tipo I, Il e Ill. Os IFNs tipo | foram descobertos em 1957
(ISAACS & LINDENMANN, 1957) e abrangem um grande grupo de moléculas;
mamiferos possuem varios genes distintos para IFN-a (13 presentes em
humanos), um a trés genes para IFN- (um presente em humanos) e outros genes
para IFN-w, -¢, -1, -0 e -k. Os genes dos IFN- a e - sédo induzidos diretamente em
resposta a uma infeccéo viral, enquanto que os outros IFNs tipo | desempenham
acdes menos conhecidas e ainda ndo muito bem descritas na literatura. O tipo |l
de IFN possui apenas um membro chamado de IFN-y ou “interferon imune”. Este
ndo é secretado diretamente em resposta a uma infeccdo viral, e sim por células
do sistema imune como as células T ativadas e as células natural killers (VON
BUDNOFF et al.,, 2010). Os IFNs tipo Il foram descritos mais recentemente e
compreendem o IFN-A1, -A2, e -A3, também chamados de interleucina-29 (IL-29),
IL-28A e IL-28B, respectivamente (ANK & PALUDAN, 2006; UZE & MONNERON,

2007). Estas citocinas também tém seus niveis aumentados em resposta a



infeccbes virais e para isso parecem utilizar a mesma via de sinalizacao

intracelular para a expresséao génica dos IFN-a/8 (ONOGUCHI et al., 2007).
1.2.1 Producado enddégena dos IFNs tipo |

Durante os ultimos anos, a compreenséo dos eventos de sinalizagado celular
em resposta a infeccdo viral teve avangos significativos. Estudos feitos entre os
anos 60 e 70 com indutores de IFN demonstraram que acido ribonucléico (RNA)
sintético de fita dupla (dsRNA) atua de maneira muito eficaz no estimulo para a
producdo de IFN-a/8 (DE CLERC, 2006). No entanto, ndo apenas dsRNAs
(sintético ou viral) atuam como excelentes indutores. RNAs virais de fita simples
(ssRNA) também podem ser detectadas mediante a interacdo destes com
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) presentes nas células. Existem
diversas maneiras pelas quais as células reconhecem a presenca de um
microorganismo invasor e varias rotas moleculares que transduzem sinais até a
sintese de IFN (RANDALL & GOODBOUM, 2008).

A inducédo de IFN-a/B em fibroblastos é a mais estudada e € denominada de
“via classica de inducdo”. Em células infectadas, diversas vias de sinalizagao
intracelular sdo ativadas por diferentes tipos de acido nucléico viral, os quais sao
gerados durante a replicacdo e a transcricdo do genoma viral. Estas moléculas,
também referidas como padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS),
podem ser detectadas por PRRs os quais podem estar aderidos a membranas
endossomais (receptores toll-like, TLRs) ou livres no citoplasma (RIG-I - retinoic-
acid-inducible protein 1 e MDA5 - melanoma-differentiation-associated gene 5).
Apos a deteccao de acido nucléico viral livre no citoplasma por RIG-I e MDAS5, um
dominio protéico denominado caspase recruitment domain (CARD) presente
nestes PRRs é ativado e passa a interagir com seu adaptador citoplasmatico
(Cardif). O complexo resultante recruta duas proteinas quinases (IKKe - inhibitor of
kappa B kinase € e TBK-1 - TANK binding kinase - 1) que ativam o fator 3 de
regulacéo do IFN (IRF3). A forma ativada do IRF3 se homodimeriza e migra em
direcdo ao nucleo onde recruta coativadores de transcri¢do (p300 - proteina 300 e

CBP - cAMP-response element-binding protein) que auxiliam na interacdo com a
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regido promotora do gene do IFN-B, dando inicio a sintese de RNA mensageiro
para esta proteina. Quando o reconhecimento do &cido nucléico viral se d& pelos
TLRs, a transducao de sinal ocorre por diferentes adaptadores citoplasméticos. O
TLR3 utiliza TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g8) como
adaptador, compartilhando da mesma via citoplasmatica dos PRRs RIG-1 e MDA-
5 para a producédo de IFN-B. O TLR7 faz uso do adaptador MyD88 (myeloid
differentiation factor 88), que quando ativado recruta outros elementos
citoplasmaticos (IRAK-4 - interleukin-1 receptor-associated kinase 4 e IRAK-1) que
formam um complexo maior (MyD88-IRAK-4-IRAK-1) capaz de ativar o fator 7 de
regulacdo do IFN (IFR7). O IRF7 quando ativado, transloca-se ao nucleo e
estimula a transcricdo do gene do IFN-a (Figura 1.1). Uma vez sintetizados, 0s
IFNs-a/B sédo secretados podendo interagir com células vizinhas ou mesmo com a

célula inicialmente infectada, promovendo sua atividade antiviral (WEBER, 2007).
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Figura 1. Expresséo génica dos IFNs tipo I. A detecgéo viral de RNA fita simples (SSRNA)
e RNA fita dupla (dsRNA) leva a ativagdo de promotores dos genes para IFN-a e IFN-8
mediante fatores de regulacdo do interferon IRF-3 e IRF-7, respectivamente. A
fosforilagdo de ambos os fatores ocorre mediante atividade de proteinas quinases que
sdo ativadas por receptores de reconhecimento padrdo (PRRS) e seus respectivos
adaptadores citoplasmaticos. RIG-1 e MDA-5 sdo PRRs pertencentes a familia das
helicases, que reconhecem dsRNA viral e ativam a via TBK-1/IKKe mediante o adaptador
citoplasmético Cardif, resultando na ativagdo do IRF-3. Para os dsRNAs presentes em
endossomas, o reconhecimento ocorre mediante PRRs denominadas receptores toll like.
A isoforma 3 destes receptores (TLR3) compartilha da mesma via das helicases para a
producao de IFN-B, mediante o adaptador citoplasmatico TRIF. O TLR7 reconhece ssRNA
viral presente em endossomas, que mediante o adaptador MyD88 ativa a via

IRAK4/IRAK1 que leva a ativacdo de IRF-7 para a producéo de IFN-a.
1.2.2 Mecanismo de acéo

Os IFNs-a/3 atuam mediante um receptor comum presente na superficie das
células ativando vias de transducdo de sinais intracelulares que desencadeiam a

transcricdo de diversos genes (Figura 1.2). Tais genes sdo conhecidos como
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genes induzidos por IFNs (ISGs) e sao responsaveis por estabelecerem uma
resposta antiviral em células alvo. Um subgrupo de ISGs pode ser induzido
diretamente por uma infec¢do viral através de um mecanismo independente de
IFNs, conferindo um grau de protecdo em células primariamente infectadas. No
entanto, um estudo feito com camundongos que ndo expressavam o receptor de
IFN-a/B sugeriu que esta protecdo € minima quando comparada com a resposta
desencadeada pelo proprio IFN. Os IFNs-a/8 também modulam o sistema imune
no sentido de desenvolver a resposta imune adquirida (RANDALL & GOODBOUM,
2008).

Os IFNs tipo Il também séo secretados e se ligam a receptores presentes na
superficie das células promovendo acao antiviral equivalente a dos IFN-a/B. IFNs
tipo Ill também podem ser induzidos em diversos tipos celulares, porém
apresentam atividade limitada com relacdo a distribuicdo dos tecidos (MEAGER et
al., 2005-a; MENNECHET & UZE, 2006; ZHOU et al., 2007). Atualmente, o papel
dos IFNs tipo Il ainda ndo é bem esclarecido e existem poucas evidéncias de que
estes elementos contribuem de maneira essencial para a sobrevivéncia do
hospedeiro em resposta a uma infeccéo viral (RANDALL & GOODBOUM, 2008).

A acdo dos IFNs tipo | e tipo Ill € mediada por 2 complexos receptores
localizados na superficie das células: um heterodimero composto por duas
cadeias protéicas, denominadas receptor 1 do IFN-a (IFNAR1) e receptor 2 do
IFN-a (IFNARZ2), interage com os IFNs tipo I; e uma outra estrutura heteréloga
formada a partir de duas cadeias (receptor 2 de interleucina-10, IL-10R2,
associado com o receptor 1 de IFN-A, IFNLR1) interage com os trés membros dos
IFNSs tipo Ill. Apés a ligacdo do IFN tipo | ao seu receptor, uma transduc¢éo de sinal
€ iniciada a partir de proteinas tirosino-quinases (JAK1 - janus kinase 1 e TYK2 -
tyrosine-protein kinase 2) pré-associadas a porc¢des citoplasméticas do receptor de
IFN, as quais fosforilam o préprio receptor levando ao recrutamento e a ativacao
de transdutores de sinal e ativadores de transcricao (STATSs). Quando ativados, 0s
STATs formam um heterodimero (STAT1-STAT2) que ainda no citoplasma se
associa ao fator 9 de regulacdo do IFN (IRF9) formando um complexo
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heterotrimérico denominado fator 3 de estimulagcdo génica do IFN (ISGF3).

O

ISGF3 é translocado em dire¢do ao nucleo onde induz um grupo de ISGs a partir

da sua interacdo com o ISRE (interferon stimulated response element) (Figura 1.3)

(SADLER & WILLIAMS, 2008).
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Figura 2. Panorama do sistema IFN-a/B. Células que secretam IFN-a/8 possuem
receptores de reconhecimento padrao (PRRs) que detectam moléculas associadas
com a infec¢do. Tais moléculas incluem &cidos nucléicos virais como dsRNA. Os
PRRs uma vez estimulados pelo seu ligante apropriado ativam cascatas de
sinalizagdo intracelular que levam a transcricdo dos genes de IFN-a/8. O IFN
produzido é secretado e interage com receptores presente na superficie de células
vizinhas n&o-infectadas (isto também ocorre na célula inicialmente infectada)
promovendo a expressao de centenas de proteinas, muitas das quais tém efeito direto
ou indireto na atividade antiviral. Os virus formados a partir da célula inicialmente
infectada replicam de forma ineficiente em células com o estado antiviral induzido. A
figura mostra uma monocamada celular infectada a 0,01 unidade formadora de placa
por célula com o virus Parainfluenza 5 (PIV5). Apés 24 horas, as células foram
coradas com anticorpo especifico para o antigeno viral e com 4,6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) para corar o nucleo das células.
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A inducao de ISGs leva a expressédo de diversas proteinas relacionadas com
o desenvolvimento de um estado antiviral intracelular. Algumas proteinas possuem
atividade antiviral direta, outras atuam como PRRs e outras como fatores de
transcricdo formando um loop de amplificacdo que aumenta a producao de
interferon, aumentando a protecéo celular contra a infeccao viral e dificultando o
seu alastramento. Proteinas induzidas que possuem atividade antiviral direta
incluem moléculas que catalisam remodelamento do citoesqueleto, induzem
apoptose, regulam eventos pés-trancricionais e proteinas que estéo envolvidas em
modificacdes pds-traducionais (SADLER & WILLIAMS, 2008).

1.2.2.1 Atividade antiviral

Foram identificadas varias proteinas com papel importante na supressao da
propagacdo viral. Por exemplo, a 2-5 A sintetase é uma proteina acido
ribonucléico dupla-fita dependente (dsRNA), induzida por interferon, que catalisa a
formacao de um oligonucleotideo incomum, ppp (A2’'p)nA (2-5A), necessario para
ativar uma endonuclease latente (RNase L), a qual degrada RNAs mensageiros
virais (LENGYEL, 1982; SAMUEL, 1987; STAEHELI, 1990; ZHOU et al., 1993)
necessarios para a replicacdo citoplasmatica de pequenos virus de RNA
(Picornaviridae), tais como o virus da encefalomiocardite murina (EMCV) e o virus
Mengo (RICE et al.,, 1985; KUMAR et al.,, 1988). Uma segunda e importante
proteina antiviral, principalmente induzida por IFN tipo I, € uma proteina quinase
dsRNA-dependente conhecida como PKR (proteina quinase R), a qual fosforila e
inativa o fator de iniciacdo peptidico, elF2 (eukaryotic initiation factor 2), envolvido
na traducéao polirribossomal do RNA mensageiro viral (LENGYEL, 1982; SAMUEL,
1987; STAEHELI, 1990).
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Figura 3. Sinalizacdo através dos receptores de IFN. ApGs a interacdo do IFN tipo |
com seu receptor formado por duas cadeias protéicas (IFNAR1-IFNAR2), proteinas
quinases (TYK2 e JAK1) pré-ancoradas as porgles citoplasmaticas do receptor
fosforilam o proprio receptor que desencadeia o recrutamento e a ativacdo de STATS.
Quando ativadas, as STATs se organizam em heterodimeros de STAT1-STAT2
permitindo desta forma a interagdo com o fator 9 de regulagdo do IFN (IRF9). O
complexo resultante formado (fator 3 de estimulacdo génica do IFN, ISGF3) é
translocado ao nucleo e interage com o elemento de resposta ao IFN (ISRE) induzindo
a transcricdo de diversos genes induziveis por IFN (ISGs) e conseqiientemente leva a
expressao de proteinas efetoras antivirais que conferem protecao contra infeccao. IFN
tipo Il interage com seu receptor também formado por duas cadeias protéicas (IL-
10R2-IFNLR1) e compartilha da mesma via de transducdo dos IFN tipo | para a

expressao de proteinas efetoras antivirais.
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1.2.2.2  Atividade antiproliferativa

Provavelmente os sistemas “2-5 A sintetase — RNase L” e “PKR — elF2”
induzidos por interferon, estdo também envolvidos na proliferacdo celular
(LENGYEL, 1993; MEURS et al., 1993; BARBER et al., 1995; STARK et al., 1998;
TAN e KATZE, 1999). Foram caracterizados altos indices nos niveis de 2-5 A
sintetase e enzimas RNase L em células de crescimento lento, sugerindo que a
presenca destas proteinas estejam envolvidas na regulagdo da proliferacéo
(LENGYEL, 1993). Adicionalmente, uma gama de outros mecanismos induzidos
por interferon, incluindo a deplecdo de metabdlitos essenciais (SEKAR et al.,
1983; DE LA MAZA e PETERSON, 1988) e supressao de oncogénes (genes
relacionados com o desenvolvimento de tumor) (CONTENTE et al., 1990) podem

contribuir para a atividade antiproliferativa do interferon.
1.2.2.3 Atividade imunomoduladora

Os interferons sédo conhecidos pela inducdo de vérias respostas imunes,
dentre elas, o aumento da expressdo de moléculas presentes na superficie
celular, antigenos do tipo | do complexo principal de histocompatibilidade (MHC de
classe 1) e receptores Fc de imunoglobulinas G, envolvidas no reconhecimento
imune (HERON et al., 1978; FELLOUS et al.,, 1979; HOKLAND e BERG, 1981;
VOGEL et al., 1983; DE MAEYER e DE MAEYER-GUINARD, 1988). Tanto o IFN
tipo | como o IFN tipo Il, estimulam de forma variada a expressdo antigénica do
MHC de classe |, mas somente o IFN tipo Il consegue estimular a sintese “de
novo” do antigeno de MHC de classe Il, necessario para disparar tanto a
imunidade humoral, como a imunidade mediada por células (GIBSON & KRAMER,
1989; BILIAU, 1996; DE MAEYER e DE MAEYER-GUINARD, 1988). A expressao
de moléculas de adeséao celular, como a molécula-1 de adeséo intercelular (ICAM-
1) (BOUILLON & AUDETTE, 1993; MEAGER, 1996) e outras moléculas
marcadoras de superficie celular (DEBLANDRE et al., 1995; LEVY et al., 1998)
envolvidas na regulacdo da resposta imune e na inflamagéo, sdo também

estimuladas pelo interferon, particularmente o IFN tipo II.
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1.3 Utilidade clinica

Com o advento da tecnologia biotecnolégica moderna e a pratica do DNA
recombinante, tornaram-se possiveis a producdo e o isolamento de grandes
guantidades de IFN-a e IFN-B. Estes IFNs recombinantes vém sendo utilizados
clinicamente no tratamento de alguns tumores (como carcinoma renal, cancer
cutaneo, melanoma maligno, sarcoma de Kaposi, mieloma mudltiplo, leucemia
mieldide crbnica, linfoma ndo-Hodgkin, etc.), da esclerose multipla e de algumas
doencas virais (como as hepatites virais, papilomatose respiratoria recorrente,
condiloma aculminado, etc.) principalmente na hepatite C créonica (MEAGER,
2006).

1.3.1 Preparacoes disponiveis e em desenvolvimento

Desde a primeira aprovacédo de dois IFNs recombinantes (IFN a-2a e a-2b)
pelo 6rgédo regulador norte-americano FDA, muitos outros produtos (IFN B-1a, 8-
1b, etc.) foram desenvolvidos e diversos estudos foram feitos com relacdo a
eficacia clinica destas preparacdes biolégicas. Muitos sistemas de expresséo séo
utilizados para a producdo comercial do IFN-a/B. Os dois primeiros IFNs
aprovados no mercado foram ambos produzidos em Escherichia coli (E. coli).
Atualmente, existem também preparacdes biolégicas de IFNs obtidos a partir de
expressdo em leveduras (IFN a-2a produzido em Hansenula polymorpha e IFN a-
2b em Pichia pastoris) com a vantagem de ser um processo mais simplificado em
relacdo ao uso de E. coli como sistema de expressédo. Outro IFN utilizado na
clinica € um produto ndo-recombinante derivado de leucdcitos, que contém uma
mistura natural de subtipos de IFN-a. Estudos também foram feitos para a
melhoria dos padrées farmacocinéticos dos IFNs utilizados clinicamente. Como
resultado, atualmente os IFN também podem ser conjugados com polimeros de
polietileno glicol (chamados IFNs peguilados, conferindo meia-vida plasméatica 10
vezes maior quando comparado a IFNs ndo-peguilados), com albumina humana
(em desenvolvimento), ou ainda com nanoparticulas de poliaminoacidos (em
desenvolvimento), para melhorar os perfis farmacocinéticos das preparacoes
(MEAGER, 2006; CLARK & NELSON, 2009).
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1.3.2 Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) é membro da familia Flaviviridae a qual esta
associada com doencas em animais e humanos. A familia Flaviviridae
compreende pelo menos trés géneros distintos: pestivirus, 0s quais causam
doencas em gado e em suinos; flavivirus, os quais causam doencas importantes
como a dengue e a febre amarela; e hepacivirus, o qual o HCV €é o tunico membro
(FORNS & BUKH, 1999).

O HCV, causador da hepatite C, foi caracterizado em 1989 por Michael
Houghten e colaboradores, e trata-se de um virus de RNA, envelopado e com
didmetro compreendido entre 60-80 nm. Atualmente, s&o conhecidos onze
gendtipos do HCV, os quais diferem em 30-50% quando comparadas as
sequéncias de nucleotideos, e diversos subtipos entre eles. A grande
heterogeneidade génica, as mutacdes e a variacao antigénica entre os virus HCV
provavelmente explica a dificuldade de estabelecer uma terapia Unica e eficaz
contra infeccbes em humanos, causando também transtornos no desenvolvimento

de vacinas.

As infeccbes pelo HCV sdo muito comuns em todo o mundo. A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) estima que h& quase 200 milhdes de portadores ou
doentes crbnicos de hepatite C no mundo (3% da populacdo mundial). Na Europa
a incidéncia é de cerca de 0,3% da populacdo, mas nos EUA é de 1,5%. Em
Portugal estima-se que entre 1 a 1,5% da populacdo seja portadora do virus e que
apenas 20 a 25 mil estejam diagnosticados. No Brasil, em doadores de sangue, a
incidéncia da hepatite C € de cerca de 1,2%. Embora o HCV seja transmitido pelo
contato direto, percutaneo ou através de sangue contaminado, em um percentual
significativo de casos né&o se identifica a via de infeccao (CIORLIA, 2007). Em 85%
dos casos, a infeccdo pode progredir para um estado crbnico, dos quais
aproximadamente 20% das pessoas infectadas desenvolvem cirrose hepatica e 2-
5% evoluem para carcinoma hepatocelular. A hepatite C é atualmente a principal
causa de transplante hepatico em paises desenvolvidos e responsavel por 60%
das hepatopatias cronicas (STRAUSS, 2001).
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Os primeiros beneficios clinicos para a hepatite C utilizando o IFN-a foram
anunciados em 1986 por Hoofnagle et al. Porém, somente 15-20% dos pacientes
alcangavam uma resposta viral sustentavel (carga viral de HCV néo detectavel por
pelo menos 6 meses seguidos apos o tratamento) quando o IFN-a foi utilizado em
esquema de monoterapia. Em 1998, foi introduzida uma terapia combinada com
IFN-a e um analogo sintético de guanosina denominado ribavirina. Estudos
clinicos para esta combinacdo demonstraram que era possivel alcancar resposta
viral sustentavel em 38-43% dos infectados pelo HCV quando tratados por 12
meses. Outro avanco na terapia contra a hepatite C foi alcancado com o
desenvolvimento de IFNs peguilados. O esquema terapéutico mais preconizado
atualmente contra infeccbes pelo HCV é o uso da combinacdo entre IFN-a
peguilado e ribavirina que em média confere a 60% dos casos, 0 alcance da
resposta viral sustentavel (MEAGER, 2006).

1.4 Controle da qualidade de produtos biotecnoldgicos

O desenvolvimento de materiais biolégicos como agentes terapéuticos
envolve garantias quanto a sua seguranca, eficacia e qualidade. A seguranca e a
eficacia se estabelecem por meio de estudos de toxicidade bem controlados e de
ensaios clinicos. Além disso, 0s ensaios biol6gicos sdo importantes como
indicadores de seguranca, uma vez que podem detectar potenciais desvios e
estimam eficacia como medida direta da atividade biologica. A qualidade deve ser
confirmada utilizando-se uma variedade de técnicas analiticas, que em seu
conjunto permitam avaliar a pureza, a poténcia bioldgica, a estabilidade e a
consisténcia na produgdo (MORAES, 2007).

1.4.1 Bioensaios

Os métodos para determinar a poténcia de produtos biolégicos obtidos por
técnicas de DNA recombinante sdo de fundamental importancia, uma vez que
medem a atividade do produto. Apesar de existirem numerosas técnicas fisico-
quimicas para caracterizar a estrutura de um produto protéico e a presenca de

contaminantes, estes fornecem pouca ou nenhuma informacéo a respeito de sua
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poténcia biologica. Um bioensaio é definido como um ensaio funcional e nenhum
teste fisico-quimico pode medir essa funcdo. Um ensaio bioldégico de uma citocina
nao é reflexo da sua eficacia clinica, somente ensaios clinicos podem demonstrar
isso (THORPE et al., 1997). Além disso, a poténcia medida em um ensaio in vitro

nao deve ser empregada como indicador da atividade bioldgica no ser humano.

Entende-se por bioensaio como um procedimento analitico que utiliza um
sistema biolégico correspondente (resposta biolégica/funcional) com o objetivo de
medir a quantidade de componente efetivo em um produto biologico, para
determinar sua poténcia biolégica (MIRE-SLUIS, 1996). O método mais apropriado
para determina-la € mediante a comparacdo da atividade biolégica de uma
amostra com um padrédo de referéncia bem caracterizado. A atividade biologica
medida por esses métodos, expressa em unidades internacionais, deve conservar
relacdo direta com a massa do produto. Isto significa que o efeito biolégico medido
(atividade) por unidade de massa deve comportar-se como uma constante com
valor dentro de limites claramente especificados e autorizados. O intervalo de
confiangca fornece uma indicacdo da precisdo com a qual a potencia foi
determinada no ensaio. Este € calculado com referencia ao modelo experimental e

ao tamanho da amostra. O intervalo de confianca de 95% é normalmente
escolhido para ensaios biol6gicos (COUNCIL OF EUROPE, 2008-a).

Os primeiros tipos de bioensaios avaliavam os efeitos das citocinas em
animais, ao lhes ser administradas, e mediam a resposta neles induzida. Contudo,
bioensaios feitos em animais mostram grande variabilidade nas estimativas de
poténcia, sdo muito caros, implicam um trabalho intensivo e, as vezes, requerem o
sacrificio de muitos animais com o propdésito de prover dados estatisticamente
validos. Com o advento da tecnologia de cultivo de células, um animal poderia
servir como fonte de grande numero de amostras de células ou tecidos,
expandindo consideravelmente a utilidade dos bioensaios. Atualmente, a maioria
dos bioensaios para citocinas € realizada empregando-se linhagens celulares
monoclonais que podem crescer de forma indefinida. O uso destas linhagens

apresenta a vantagem de ndo requerer colonia de animais e também a sua
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disponibilidade imediata a partir de banco de células congelados. Ainda, é possivel
gerar uma grande economia com reagentes, tempo e obter boa homogeneidade
nos ensaios. As principais desvantagens estdo associadas a uma pequena perda
da funcdo celular natural e a uma tendéncia a sofrer mutacdes genéticas.
Contudo, para a maioria dos especialistas, estes problemas sdo plenamente
compensados pelas vantagens que apresenta. Além das diversas variedades de
bioensaios para citocinas que existem, todos estes se baseiam na capacidade de
a proteina induzir uma atividade quantificavel em células ou tecidos. A resposta
celular pode adotar uma variedade de formas, embora geralmente consista na
proliferagcdo ou inibicdo da proliferagdo, expressdo de marcadores celulares ou
enzimas, citotoxicidade ou atividade antiviral ( WADHWA et al., 1995).

1.4.2 Determinagao da atividade de Interferons

Citocinas e fatores de crescimento polipeptidicos estimulam respostas
biolégicas mediante interacbes especificas com receptores presentes na
superficie das células. Este contato desencadeia a ativagédo de vias de transducéo
de sinal no citoplasma da célula alvo culminando com a expressdo de genes
especificos. A familia de citocinas dos interferons é tipicamente conhecida pela
capacidade de induzir um ambiente intracelular inéspito para a replicacéo viral. A
despeito das diferencas estruturais que ocorrem entre os membros da familia e
mesmo com a sinalizacdo sendo induzida por diferentes classes de receptores, a
familia dos IFNs, de uma maneira geral, promove acéo biolégica ampla e similar
em células sensiveis. Tais acbes compreendem atividade antiviral, antiproliferativa
e imunomoduladora, as quais podem ser observadas em culturas celulares
apropriadas e quantificadas quando a estimulacdo dose-dependente for
observada. Historicamente, a atividade in vitro dos IFNs tem sido determinada
através da capacidade destes de induzir um estado antiviral em linhagens de
células sensiveis. Assim, ensaios antivirais foram desenvolvidos para gerar
resposta dose-dependente, o que viabiliza o célculo da poténcia relativa de uma
determinada preparacdo de IFN. A elucidacdo de outras atividades induzidas
pelos IFNs levaram a amplificacdo dos tipos de bioensaios aplicaveis na
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determinacdo da poténcia. Os ensaios de proliferacdo, onde é observada a
inibicdo dose-dependente do crescimento de uma determinada linhagem celular
em decorréncia ao tratamento com as citocinas, sédo testes preconizados
atualmente. Ainda, a identificacdo de proteinas que sao induzidas especificamente
em decorréncia ao estimulo com IFNs, levaram a criacdo de bioensaios mais
especificos. Este processo de inducéo protéica especifica foi especulado para o
desenvolvimento do ensaio do gene repoérter, no qual se utiliza uma regido
promotora capaz de ser induzida especificamente por IFN, atrelada a um gene que
codifica uma proteina de facil quantificacdo, ex. fosfatase alcalina ou luciferase.
Este gene, por sua vez é inserido via plasmideo em linhagens celulares sensiveis
aos IFNs. A expressao do gene transfectado é dependente da concentracdo de
IFN e a leitura do ensaio € baseada na atividade enzimatica que sera diretamente
proporcional a poténcia. A quantificacdo de intermediarios fosforilados induzidos
em vias de transducdo de sinais decorrentes da estimulacdo por IFNs, também
pode contribuir para o desenvolvimento de novos bioensaios (MEAGER, 2006).

1.4.2.1 Ensaio antiviral

O ensaio antiviral, executado em culturas celulares, permite a quantificacao
da atividade inibitéria do IFN seja na propagacdo de um virus ou no processo
replicativo deste. A quantificacdo pode ser feita sob varios aspectos, dentre eles,
mediante a reducdo da producéo de particulas virais, do efeito citopatico viral, da
formacao de placas virais, de proteinas virais, da sintese de RNA do virus, etc.
(GROSSBERG & SEDMAK, 1984; LEWIS, 1987; MEAGER, 1987; MEAGER,
2003). O ensaio de redugcdo da producdo de particulas virais, que envolve
formacado de unidades formadoras de placas a partir do virus pré-gene (particulas
virais formadas apoOs a infeccdo inicial) obtido de células tratadas com cada
diluicdo seriada de IFN, pode ser informativo e quantitativo, porém demanda
tempo e custo demasiados (MEAGER, 2003). A reducdo da expressdo de
antigenos virais pode também ser quantificada por imunoensaio (JULKUNEN,
1982; HERMODSSON, 1984). Contudo, por razfes praticas 0s ensaios antivirais
atuais sdo calcados na capacidade que o IFN possui de proteger células contra o
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efeito citopatico de um virus litico sobre uma faixa de concentracdo de IFN
(MEAGER, 2003). Este tipo de ensaio antiviral é amplamente conhecido como
ensaio de reducdo do efeito citopéatico e é sugerido pela farmacopéia européia na
determinacao da poténcia relativa destas citocinas (COUNCIL OF EUROPE, 2008-
b).

As etapas basicas para a execucdo de um ensaio de reducdo do efeito

citopatico séo:

1) Estimular quantidade suficiente de uma linhagem de célula
aderente com diluicbes seriadas da preparacdo do IFN (padrdo e

preparacoes teste).

2) Desafiar as células com um virus citolitico até efeito citopético
maximo.
3) Efetuar coloracdo com corante vital para determinar os niveis

de efeito citopatico de acordo com a concentracdo de IFN e ler

espectrofotometricamente.

4) As leituras sdo plotadas graficamente em curvas dose-

resposta para a determinacgéo da poténcia do IFN.

Uma grande variedade de células de mamiferos pode ser utilizada em cultura
na execucao deste ensaio, como células dipléides de fibroblasto (MRC-5, HFF),
carcinoma pulmonar (A549), carcinoma hepatico (Hep-G2), carcinoma pancreatico
(PANC-1, MIA-PA-CA-2), glioblastoma (2D9), células Hep-2C, etc., sendo as
ultimas demonstradas como relativamente sensiveis ao IFN alfa-2b (MEAGER,
2005). O virus empregado nos ensaios de reducédo do efeito citopatico deve ser
capaz de produzir efeito litico nas células desafiadas e virus como o virus da
estomatite vesicular (VSV), virus da encefalomiocardite murina (EMCV), virus
Mengo (MV), virus Sindbis (SINV) e o virus da Floresta de Semliki (SFV) sédo os

mais utilizados na realizacao destes ensaios.
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A maneira com a qual as células respondem aos IFNs varia assim como
também varia a susceptibilidade das células a infeccao viral. Esta observacao
levou os pesquisadores a gerar combinac¢des apropriadas entre virus e linhagens
celulares para o desenvolvimento destes ensaios (Quadro 1.2) (GROSSBERG,

1984; MEAGER, 1987; MEAGER, 2002; MEAGER, 2003).

Uma vez selecionados e definidos os elementos biologicos do ensaio, a
potencia de uma preparacéo de IFN pode ser estimada pela comparacéo de seu
efeito bioldgico protetor contra infeccdo viral, com o mesmo efeito proveniente de

uma preparacao de referéncia previamente calibrada em unidades internacionais.

Em geral os dados s&o analisados em modelos mateméticos de linhas
paralelas, sendo preferencial o modelo logistico de quatro parametros devido a
sua maior precisdo. A andlise de variancia (ANOVA) se faz necessaria para
examinar a regressao, a linearidade e o paralelismo entre as curvas do padréo e
da amostra estudada. A regressao, que é a inferéncia da relacdo entre variaveis
dependentes (variavel de resposta) com as variaveis independentes (variaveis
calculadas durante a analise) deve ser estatisticamente significativa e ndo devem
ser observados desvios estatisticamente significativos da linearidade
(comportamento unidirecional I6gico entre o estimulo e a resposta observada) e do
paralelismo que € definido pela igualdade entre as inclinacées das curvas entre o
padrdo e a amostra, dentro e um nivel de aceitabilidade (COUNCIL OF EUROPE,
2008-a).
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Quadro 2. Algumas combinacdes entre virus e linhagens celulares para

ensaios de reducao do efeito citopatico viral.

Linhagem celular

Virus

Carcinoma pulmonar humano (A549)
Linhagem aminidtica humana (WISH)
Carcinoma hepatico humano (HepG2)

Carcinoma de laringe humnao (Hep2)

Fibroblasto dipléide humano (MRCS, FS4)
Linhagem de glioblastoma humano (2D9)

Linhagem de glioblastoma humano (LN319)

Fibroblasto de camundongo (L929)

VSV ou EMCV
VSV, EMCV, SFV ou SINV
VSV ou EMCV

V&V, EMCV ou MV
VSV, EMCV ou MV

EMCV
EMCV

VSV ou EMCV

Fonte: MEAGER, 2006.
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2 OBJETIVOS & JUSTIFICATIVA

Com a crescente demanda do controle da qualidade de biofarmacos, como o
IFN alfa em decorréncia principal da quantidade de casos de Hepatite C, o
presente trabalho tem como objetivo geral padronizar um ensaio antiviral para
Interferon alfa-2b, utilizando células Hep-2C e virus Mengo e estudar a atividade
biologica do IFN alfa-2b nestas células para aplicacdo em ensaios de

determinacao de poténcia relativa.

Além da atividade antiviral, os IFNs também possuem atividade
antiproliferativa podendo gerar interferéncia no ensaio antiviral ressaltando a

importancia do estudo desta atividade na combinagéo virus/célula adotada.

Como os compéndios nacionais sao desprovidos de bioensaios para esta
finalidade, torna-se imprescindivel o estudo e o aprimoramento nesta categoria de

ensaios. De forma mais especifica, objetivamos:

e Comparar dois procedimentos colorimétricos (MTT e cristal violeta) em
células Hep-2C;

e Avaliar efeito do IFN alfa-2b na viabilidade de células Hep-2C;

e Estudar a distribuicdo do ciclo celular de células Hep-2C estimuladas com
IFN alfa-2b;

e Padronizar um ensaio de reducéo do efeito citopatico viral utilizando virus
Mengo e células Hep-2C;

e Avaliar distarbios na viabilidade destas células causados pelo IFN alfa-2b
nas condi¢cdes do ensaio antiviral;

e Empregar ensaio antiviral na determinagcdo da poténcia relativa de uma
preparacao comercial de IFN alfa-2b;

e Estudar a relagdo entre células Hep-2C estimuladas com IFN alfa-2b e a
quantidade de pSTATL1 induzida utilizando método de citometria de fluxo.

26



MATERIAIS & METODOS




3 MATERIAIS & METODOS
3.1 Cultivo de células
3.1.1 Manutencdo das linhagens

Utilizamos uma linhagem de célula epitelial derivada de carcinoma laringeo
humano (Hep-2C) que foi obtida da ECACC (European Collection of Cell Cultures -
n° de catdlogo 85020207) e uma linhagem de célula de fibroblasto de
camundongo (L929 — ATCC - American Type Culture Collection - cédigo de
catadlogo CCL-1) a qual foi gentilmente cedida pelo Instituto Butantan (S&o Paulo,
Brasil). Os trabalhos utilizando cultivos celulares foram desenvolvidos no
Laboratorio do Setor de Cultura de Células do Departamento de Imunologia do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS).

A partir dos estoques conservados em nitrogénio liquido, as linhagens
celulares foram cultivadas em estufa umidificada a 37 + 0,5 °C com atmosfera de
5% de CO,, utilizando meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM, Sigma, D7777) suplementado com glutamina 2mM (Sigma, G8540),
NaHCO3; 26mM (Sigma, S5761), 10% de SFB (soro fetal bovino - Gibco®
Invitrogen Corporation, Nova York, Estados Unidos) e antibiéticos: anfotericina B
2,5 ug/ml (Sigma, 46006); estreptomicina 100 pg/ml (Sigma, S9137); penicilina G
60 ug/ml (Sigma, P3032). O meio de cultura utilizado para cultivar as células L929
também foi suplementado com aminoécidos néo-essenciais 0,01 mM (Sigma,
M7145). As linhagens foram mantidas em garrafas de cultura de células de 75 ou
175 cm? com volumes de meio de aproximadamente 20 e 40 ml, respectivamente.
O meio de cultura foi trocado sempre no dia apds o repigue e, posteriormente, em
intervalos de 48 horas. Diariamente, todas as garrafas foram inspecionadas macro
e microscopicamente. As inspecdes macroscopicas detectam evidéncias de
contaminacdo como turbidez do meio ou presenca de particulas em suspensao e
as inspecdes microscopicas acompanham o crescimento celular e a morfologia

apropriada para cada linhagem. A verificacdo da auséncia de contaminacdes por
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micoplasma foi feita logo antes do congelamento das linhagens através da

coloragcédo de DNA pelo Laboratério de Cultura Células.

A partir de garrafas de cultivo celular contendo monocamadas celulares em
confluéncia ou semiconfluéncia, foram obtidas as suspensdes celulares para o

préximo repique ou para 0s experimentos.

Toda a manipulacéo de células submetidas ao cultivo foi realizada em cabine
de seguranca biolégica. Antes de cada procedimento, as cabines foram postas em
funcionamento por 20 minutos para purificacdo da atmosfera interna e mais 20
minutos com a lampada de ultravioleta acionada na presenca do material utilizado
na técnica. Antes da entrada de qualquer material na cabine, estes foram

rinsados com gaze embebida em alcool 70%.
3.1.2 Preparo da suspenséo celular

Para preparar a suspensao de células, inicialmente o meio de cultura das
garrafas foi desprezado utilizando pipeta sorolégica. A monocamada de células foi
suavemente lavada por duas a trés vezes com solucéo salina balanceada livre de
calcio e magnésio (BSS-CMF) utilizando volumes de 5-15 e 10-20 ml para
garrafas de 75 e 175 cm?, respectivamente. A BSS-CMF foi desprezada e 3-5 e 5-
7 ml de solucdo de tripsina 0,05% p/v acrescida de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 0,02% p/v foram adicionados as garrafas de 75 e 175 cm?
respectivamente. As garrafas foram incubadas com tripsina em estufa umidificada
a 37 + 0,5 °C com atmosfera de 5% de CO; e a individualizacdo das células foi
acompanhada ao microscopio optico invertido. Apos a segregacao das células, foi
adicionado DMEM com 10% SFB em igual volume ao adicionado de tripsina/EDTA
na etapa anterior. O volume contido nos frascos foi homogeneizado
extensivamente com auxilio de uma pipeta soroldgica para remocao de possiveis
agregados celulares. Uma pequena aliquota foi coletada em tubo eppendorf,

destinada a determinacdo da concentracdo e viabilidade celular.
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3.1.3 Determinacao de concentracdo da suspensao celular

Apés o preparo da suspensdo celular, a estimativa da concentracdo e do
percentual de células viaveis foi realizada tanto para os ensaios biolégicos, como
para os procedimentos de repique das linhagens. O calculo foi feito mediante
contagem das células em camara de Neubauer, previamente diluidas em azul de
tripan (Sigma, T8154). As células capazes de captar o corante sdo consideradas
inviaveis devido a perda de seletividade da membrana, permitindo, desta forma,
estimar a viabilidade através da razdo entre células viaveis e ndo viaveis apos a
contagem. O fator de diluicAo empregado na contagem foi selecionado para que
um numero compreendido entre 20-50 células fosse observado por quadrante da
camara (Esquema 3.1). Como o volume de cada quadrante é de 0,1 mm?, ao
multiplicar a média dos quadrantes pelo fator de diluicdo e pelo fator da camara de
Neubauer (10%), estima-se a concentragédo (nimero de células/ml) da suspenséo
celular produzida. Durante os experimentos somente foram utilizadas suspensfes
celulares com percentual de células viaveis superior a 85%. A concentracdo

celular variou de acordo com o tipo do experimento realizado.

Esquema 1. Representacdo de camara de
x T Neubauer. A - quadrantes utilizados na contagem
i de células para determinagcdo da concentracdo de
suspensao celular. Modificado de
A A www.hausserscientific.com.
3.2 Manipulagéo viral

Para os experimentos foi utilizada cepa do virus Mengo, pertencente ao
género Cardiovirus da familia Picornaviridae, proveniente do Instituto de Biologia
Molecular da Universidade de Zurique (Suica), que foi gentilmente cedida por
Biomanguinhos (Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil). Para
manipulacéo, titulacdo e criopreservacdo do virus foram seguidos protocolos

operacionais padrao utilizados no Laboratoério de Vacinas Virais do INCQS.
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3.2.1 Replicacéo do virus Mengo

Para a replicacdo do virus Mengo, foram utilizadas duas garrafas de cultura
de células de 175 cm? contendo células de fibroblasto de camundongo (L929) em
confluéncia. Uma delas (garrafa controle) foi utilizada como controle de células
tendo seu meio de cultura descartado e entdo adicionados 100 ml de meio DMEM
2% SFB. O frasco foi posteriormente incubado por 20 h em estufa umidificada a 37
+ 0,5 °C com atmosfera de 5% de CO,. Da segunda garrafa (garrafa de
replicagéo), o meio de cultura presente foi descartado e foram executadas trés
lavagens com 10 ml de PBS (tampéo fosfato salino contendo NaCl 0,85%, K;HPO4
0,0135% e Na,HPO, dodecahidratado 0,204% em &agua deionizada) pH 7,4. Apos
as lavagens, foi adicionado ao frasco 1 ml da cepa do virus Mengo, em seguida
fazendo movimentos suaves por cerca de um minuto, para garantir o contato do
virus com toda a extensdo da monocamada de L929. A garrafa de replicacao foi
mantida por uma hora em estufa umidificada a 37 + 0,5 °C com atmosfera de 5%
de CO,. ApoOs este intervalo foram adicionados a garrafa de replicacdo, 30 ml de
meio de cultura DMEM a 2% SFB sendo incubada por 20 horas nas mesmas

condicoes.

Apo6s o periodo de incubacéo, foi certificada a integridade das células na
garrafa controle e o efeito citopatico viral na garrafa de replicacao foi evidenciado
pela presenca de mudancas morfolégicas (morfologia alargada e danos nas

membranas), mortes e detritos celulares.
3.2.2 Manipulacao e replicagdo do virus Mengo

Toda a etapa de manipulacdo e purificacdo do virus Mengo foi feita em
banho de gelo. O Meio de cultura da garrafa de replicacao foi transferido para um
tubo de centrifuga (tubo A) de 50 ml e centrifugado a 550 g por dez minutos sob
temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um segundo tubo de
centrifuga (tubo B) de 50 ml e ambos os tubos (tubo A e B) foram mantidos no
banho de gelo a 4 °C. Foram adicionados 10 ml de meio de cultura DMEM 2%
SFB a garrafa de replicagdo e com o auxilio de um removedor mecanico de
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monocamada celular, as células L929 infectadas e ainda aderidas foram
descoladas da superficie do frasco e transferidas para o tubo A. Este tubo
contendo os sedimentos e células infectadas com o virus, apés ter sido submetido
a trés ciclos de congelamento / descongelamento a -70 °C e 37 °C, foi
centrifugado a 550 g por dez minutos sob temperatura de 4 °C e o sobrenadante
foi adicionado ao tubo B. Ap6s homogeneizacdo do sobrenadante, este foi filtrado
por sistema de filtracdo a vdcuo em membrana de 0,10 um. A solugédo resultante

foi fracionada em aliquotas de 1 ml em criotubos e armazenada a -70 °C.

Toda a manipulacdo do virus Mengo foi realizada em cabine de seguranca
biol6gica com os mesmos cuidados descritos no item 3.1.1. A suspensdo viral foi

sempre mantida em banho de gelo para minimizar perdas de titulo.

3.2.3 Determinacéo da dose viral capaz de infectar 50% das células em cultura
(CClIDsp)

A determinacédo da CCIDs, foi feita em placa de 96 pocos, desafiando
monocamadas confluentes de células Hep-2C com diluicdes decimais seriadas da
suspensao viral obtida na etapa da producdo em um volume final de 180 pl. As
diluicdes foram feitas de 10 a 10™"° em meio de cultura DMEM 2% SFB em seis
réplicas para cada concentracdo (Esquema 3.2). Os pocos periféricos foram
preenchidos com 180 ul de PBS e apés incubacdo de 18-20 horas, as placas
foram observadas ao microscépio 6ptico invertido. Pocos que exibiram efeito
citopatico foram definidos como positivos e a CCIDsy foi calculada por
transformacao de probitos com o auxilio do programa Combstats® v 4.0 (EDQM,
2008).

3.3 Métodos colorimétricos para determinacao de viabilidade celular

Dois meétodos colorimétricos, MTT (3-(4,5 dimetiltiazol-2yl)-2-5-difenil-2H
tetrazolato de bromo - Sigma, M2128) e cristal violeta (Sigma, HT90-1), foram
selecionados para comparacdo. O teste com MTT baseia-se na reducéo do sal
tetrazolato pela enzima hidrogenase succinica presente na mitocondria das

células, as quais adquirem uma coloracdo violacea que é medida por
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espectrofotometria. O corante cristal violeta também € utilizado para determinar a
viabilidade celular devido a sua habilidade de ligagcdo ao DNA. Apds sua eluicéo,

este também pode ser mensurado espectofotometricamente.
3.3.1 MTT

O preparo da solugédo de MTT foi feito em atmosfera estéril na concentracdo
de 5 mg/ml em PBS. ApoOs pesagem e solubilizacdo, a solucao foi filtrada em
membrana de 0,10 um para frasco ambar devido a sua fotossensibilidade.
Posteriormente, a solu¢gdo de MTT foi fracionada em tubos eppendorf os quais
foram armazenados a -20 °C cobertos com papel aluminio apresentando
estabilidade por seis meses, conforme especificacées do fabricante.

Para o procedimento colorimétrico, um protocolo foi padronizado seguindo
Mosmann (1983). Placas de 96 pocos a serem coradas foram previamente
lavadas com 100 ul de PBS pH 7,4. Ap6s a lavagem, 100 ul de PBS foram
adicionados aos pog¢os bem como 10 pl da solugédo de MTT 5 mg/ml, previamente
preparada. Apds 4 h de incubacao das células com o sal tetrazolato em estufa
umidificada a 37 + 0,5 °C com atmosfera de 5% de CO,, 100 pl de uma solucdo
0,04N HCI em isopropanol foram adicionados para solubilizar os cristais formados
na metabolizac&o. As placas foram homogeneizadas por trés minutos em agitador
de placa e as absorbancias foram posteriormente medidas a 570 nm em

espectrofotdmetro (Stat Fax, Versa Max).

3.3.2 Cristal violeta

Para efetuar a coloragcdo com cristal violeta em placas de 96 pocos,
inicialmente o meio de cultura foi desprezado e 100 pl da solugé&o de coloragéo de
cristal violeta (5% cristal violeta, 1,7% NaCl, 3,3% paraformaldeido em 33,3%
etanol) foram adicionados aos pog¢os e mantidos por trés minutos a temperatura
ambiente. As placas foram lavadas por dois minutos por imersdo em agua
corrente, secas e posteriormente eluidas com 100 pl de SDS 1%. Apés uma hora
a temperatura ambiente, as absorbancias foram medidas a 570 nm em

espectrofotometro (Stat Fax, Versa Max).
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Esquema 2. Organizacdo de placa de 96 pocgos para a determinacdo do titulo da
suspensao de virus Mengo. Em uma placa contendo células Hep-2C em confluéncia nos
60 pocos centrais, foram adicionados 180 ul de DMEM 2% SFB. Foram adicionados 20 pl
da suspensdao viral produzida nos pogos 2B até 2G e 20 pl desta coluna foram passados
serialmente até a coluna 11, sob fator de diluicdo 10. As placas foram incubadas por 18-20
horas a 37 + 0,5 °C em 5% de atmosfera de CO, sob 95% de umidade e posteriormente
foram lidas ao microscépio Optico invertido. Pogos contendo efeito citopatico viral foram
classificados como positivos e o titulo do virus foi estimado usando transformacéo de

probitos no programa Combistats® v 4.0.
3.3.3 Comparacgédo entre os métodos colorimétricos: Cristal violeta e MTT

Em placa de 96 pocos, foi semeada suspenséo celular de Hep-2C em seis
réplicas a uma concentracdo de 1,4 x 10° células/ml (Esquema 3.3). A suspensao
foi diluida nove vezes em série sob fator 2 de forma que o volume final para cada
concentracdo fosse 100 pl. Posteriormente, todos os pocos contendo ceélulas
foram preenchidos com 100 pl adicionais de DMEM 10 % SFB e 0s pocgos
periféricos com 200 pl. ApGs 24 horas de incubacdo em estufa umidificada a 37 +
0,5 °C com atmosfera de 5% de CO,, cada método de coloracgéo foi realizado. Um
total de 6 placas foram analisadas sendo 3 para cada procedimento de coloragao
que foram efetuados independentemente. Como o processo de determinagéo dos
parametros envolvidos em uma relagéo linear € relativamente simples, para avaliar
a precisdo dos metodos colorimétricos, os dados de densidade oOptica (DO) apos
24 h e numero de células incubadas por poco foram transformados e plotados

34



como (DO ap6s 24 h)* X (log (nimero de células incubadas / poco))™. Esta
transformacao dos eixos permite a linearizacdo dos dados e a comparagao dos
coeficientes de regresséao linear entre os procedimentos (MC CULLOCH, 2000).
Os valores aberrantes foram detectados e removidos pelo método de Grubbs
(GRUBBS, 1969) e os dados foram analisados com o auxilio do programa

Microsoft Excel® 2007.

T2 12 12 12 12 12 12 hE 12
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Esquema 3. Distribuicdo de diluicdes da suspenséo celular em placa de 96 pogos para 0s
ensaios de comparagdo entre os métodos de coloracdo com MTT e cristal violeta. A
suspensao celular de Hep-2C foi semeada na coluna 2B até 2G e diluida serialmente por
9 vezes até a coluna 11 com fator de diluigcdo igual a 2. Posteriormente, a cada poco
contendo 100 pl da suspenséo de células, foram adicionados 100 ul de DMEM 10% SFB.
Pocos periféricos foram preenchidos com 200 ul do meio de cultura utilizado. As placas
foram incubadas por 24 horas em estufa umidificada a 37 + 0,5 °C com atmosfera de 5%

de CO, e foram posteriormente coradas usando MTT ou cristal violeta.

3.4 Preparo do padréo e amostras de interferon alfa-2b

O padrao internacional de interferon alfa humano recombinante-2b (95/566)
obtido do National Institute of Biological Standards and Control (NIBSC, Reino
Unido) contendo 70000 Ul/frasco e amostras proveniente do Produtor 1 (3000000

Ul/frasco) e Produtor 2 (10000000 Ul/frasco) foram reconstituidos em 1 ml de
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agua destilada estéril, diluidos a 1000 Ul/ml, fracionados em aliquotas de 0,5 ml e

armazenados a -70 °C até o momento da utilizag&o.
3.5 Ensaio de viabilidade celular

Para o ensaio de viabilidade celular, 10* células Hep-2C em 200 pl de DMEM
10% SFB contendo ou nao o padrao internacional do IFN alfa-2b no espectro de
diluicdo decimal entre 1000 e 0,01 Ul/ml, foram adicionadas a placas de 96 poc¢os
em triplicata e incubadas por quatro dias em estufa umidificada a 37 + 0,5 °C com
atmosfera de 5% de CO,. Apds incubacdo, o meio foi removido das placas, os
pocos foram lavados com 100 ul de tampao fosfato salino (PBS) e o procedimento
colorimétrico utilizando MTT foi empregado. Dados foram coletados de trés
experimentos independentes e analisados no programa Microsoft Excel® 2007.
Os valores foram normalizados em percentual relativo ao controle de células, onde
o crescimento celular ocorreu na auséncia de IFN alfa-2b. Diferencas significativas
foram analisadas utilizando o teste t de Student ndo pareado com indice de

confianca de 95%.

3.6 Ciclo celular
3.6.1 Preparo da solucéo de ribonuclease A livre de DNase

Inicialmente, uma solucdo mae de ribonuclease A (Sigma, R5000) foi
preparada a uma concentracdo de 10 mM em tampao de acetato de sodio pH 5,4.
A solucéo foi transferida para um tubo termo-resistente com tampa e foi submetida
a 15 minutos de aquecimento em agua fervente. Em um potenciémetro, a solucdo
mae foi mantida sob agitacdo e o pH foi corrigido a 7,4 gotejando solucdo tampéao
TRIS/HCI 1M. A partir da solucdo mae, a solucdo de Ribonuclease A foi diluida a
100 pg/ml em agua destilada e fracionada em tubos eppendorf em aliquotas de 1
ml. O material foi armazenado a -20 °C apresentando estabilidade por seis meses,

conforme recomendacdes do fabricante.
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3.6.2 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

Em placas de 96 pocos, 6 x 10* células Hep-2C foram semeadas em contato
ou nao com diferentes concentracdes de IFN alfa-2b ou com colchicina 1,5 pM em
um volume final de 200 pl por 24 horas a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO..
Apoés o periodo de incubacdo, o meio de cultura foi removido das placas e os
pocos foram lavados duas vezes com 100 pl de PBS pH 7,4. Apés a lavagem, 100
pl da solucdo de tripsina 0,05% p/v adicionado de EDTA 0,02% p/v foram
adicionados e as células foram incubadas por trés minutos em estufa umidificada
a 37 + 0,5 °C com atmosfera de 5% de CO,. Com agitagdo manual cautelosa, a
individualizacdo das células foi acompanhada mediante observacdo ao
microscopio optico invertido. Ao término da completa individualizacéo celular, 100
pl de DMEM 10% SFB foram adicionados aos pog¢os que foram posteriormente
homogeneizados com pipetador automatico multicanal. Cada conjunto de réplica
estimulada com a mesma concentracdo de interferon foi transferida para tubos
FACS de 5 ml e centrifugados a 500 g por dez minutos. O sobrenadante foi
removido e um ml de alcool 70%, previamente mantido a 4 °C, foi adicionado aos
tubos que foram mantidos em banho de gelo por 45 minutos. Apds a fixacdo e
permeabilizacdo, as células foram lavadas trés vezes com PBS pH 7,4 mediante
centrifugacdo a 550 g por dez minutos. Um volume de 100 pl da solucédo de
ribonuclease A livre de DNase, previamente preparada, foi adicionado as amostras
que foram incubadas por dez minutos ao abrigo da luz, a temperatura ambiente.
Para analisar o conteado de DNA, foram adicionados aos tubos, 400 pl de uma
solucdo de iodedo de propidio (Sigma, P4864) 50 pg/ml diluida em PBS,
aproximadamente cinco minutos antes da leitura em aparelho de citometria de
fluxo BD FACSCalibur. A fluorescéncia vermelha do iodeto de propidio foi
mensurada a 585 nm (FL2). O programa WinMDI v2.9 foi utilizado para determinar
o percentual correspondente ao somatorio das fases S e G2 do ciclo celular.
Agregados celulares foram desconsiderados das estimativas. Um total de trés
experimentos foi realizado de forma independente e as diferencas estatisticas
foram analisadas pelo teste t de Student ndo-pareado com indice de confianca de
95%.
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3.7 Ensaio antiviral

Para determinar a poténcia dos interferons testados com relacdo a atividade
antiviral, um protocolo foi padronizado com base no ensaio para interferons
descrito na Farmacopéia Européia (COUNCIL OF EUROPE, 2008-b).

Visando a padronizac&o do ensaio antiviral, o protocolo de teste desenvolvido
foi repetido por 32 vezes em nove dias diferentes. A etapa seguinte consistiu da
andlise de uma amostra comercial do IFN alfa-2b frente ao padrdo internacional.
Um total de trés ensaios independentes foram realizados, juntamente com a

titulacao do virus Mengo para cada analise.

Os testes foram realizados utilizando os 60 pocos centrais de placas de 96
pocos de fundo chato, onde 6 x 10* células Hep-2C foram incubadas em um
volume de 200 pl de DMEM 10% SFB por um periodo de 24 h em estufa
umidificada a 37 + 0,5 °C com atmosfera de 5% de CO,. Para evitar respostas
desiguais e o favorecimento do surgimento de valores aberrantes, conforme
sugerido por Meager e colaboradores (2002), os pocos periféricos ndo foram
semeados sendo somente preenchidos com 200 ul do meio de cultura utilizado.
Apés a incubacao, o meio foi removido das placas e 100 pl de 7 diluicdes do IFN
alfa-2b (padrao e amostra) previamente preparadas em série sob fator 10 na faixa
de 1000 a 0,001 Ul/ml em DMEM 10% SFB, foram adicionados as placas em
replicas de 3 para cada concentracdo. Um volume adicional de 100 ul de meio foi
acrescentado totalizando um volume final de 200 pl por pogo. Uma coluna foi
destinada ao controle de células e outra para o controle de virus, onde somente
200 pl de DMEM 10% SFB foram acrescentados. As placas foram novamente
incubadas sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente. Apds 24 h, o meio
de cultura foi removido e as células foram infectadas com 180 pl da suspenséao do
virus Mengo diluido em DMEM 2% SFB, em uma multiplicidade de infec¢cdo (MOI)
de aproximadamente 10, com excec¢ao dos poc¢os destinados ao controle de célula
onde apenas 180 ul de meio DMEM 2% SFB foram acrescentados. Depois de 18-
20 h de incubacdo com o virus, o meio foi removido das placas e o procedimento

colorimétrico utilizando MTT foi empregado (Esquema 3.4).
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Esquema 4. Organizacdo de placa de 96 pocos para os ensaios de poténcia do IFN alfa
2b, baseado na reducédo do efeito citopatico. As fileiras 2 a 8 séo utilizadas para o espectro
de diluicdo do IFN que vai de 1000 a 0,001 UIl. Fileiras 9, 10 e 11 sdo destinadas ao
controle de células (CC), controle de virus (CV) e ao branco (B), respectivamente. O
desafio foi efetuado com o virus Mengo e o procedimento com MTT foi utilizado como
método colorimétrico. Dados foram analisados com auxilio do programa Combistats® v 4.0
e SPC explorer RT v.5.21.

Para comparar as respostas entre as placas, os dados foram normalizados,
Conforme Dellgren e colaboradores (2009), utilizando os controles de célula e
virus (Equacao 3.1). Posteriormente, o modelo logistico de quatro pardmetros
(Equacéo 3.2) foi empregado para calcular a concentracdo de IFN alfa-2b que
produzia 50% da inibicdo do efeito citopatico (EDsp), 0s intervalos de confianca de
95% e o coeficiente de correlagdo. Os calculos foram feitos utilizando o programa
Combistats® v4.0. Para determinar a faixa de variacdo dos valores de EDs
durante a etapa de implementacdo do ensaio antiviral, estes foram plotados em

gréafico de controle no programa SPC explorer RT v.5.21.
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CC = controle de célula
ABS -CV CV = controle de virus
SNC = T o x 100 ABS = absorbancia observaida
cc-cv SNC = sobrevivéncia normalizada de células
em relagiao ao controle

Equacdo 1. Expressdo empregada na normalizacdo dos dados obtidos nos

ensaios antivirais.

E.max — E. min E. min = efeito minimo

SNC = E.min + E. max = efeite maximo
inclinagéo [dose] = dose de IFN alfa 2b
[dose] ED ., = dose de IFN capaz de inibir 30% do efeito
1+ citopatico causado pelo virus Mengo
ED5D inclinacao = inclinacdo da curva dose-resposta

SNC = sobrevivéncia normalizada de células
em relagao ao controle

Equacédo 2. Modelo logistico de 4 parametros utilizado na determinacdo da EDsy Nnos

ensaios antivirais.

3.7.1 Andlise de interferéncia no ensaio antiviral

Com a finalidade de avaliar o grau de interferéncia causado pelo IFN alfa-2b
na viabilidade celular durante ensaios antivirais, um teste foi realizado com células
Hep-2C tratadas com a referéncia internacional de interferon alfa-2b, desafiadas
ou ndo com virus Mengo. Apos confluéncia e tratamento com IFN alfa-2b por 24
horas em estufa umidificada a 37 + 0,5 °C com atmosfera de 5% de CO,, as
células foram mantidas em contato com 180 ul de DMEM 2% SFB ou DMEM 2%
SFB na presenca de virus (MOI igual a 10) por 18-20 horas sob as mesmas
condi¢cbes de incubacdo. Cada tratamento foi feito em triplicata e em trés ensaios
diferentes. A viabilidade celular foi estimada pelo procedimento com MTT e os
dados foram analisados com o auxilio do programa Graph Pad Prism® v.5.01 e
Microsoft Excel® 2007. Diferengas significativas foram calculadas pelo teste t de

Student ndo pareado (indice de confianca de 95%).
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3.8 Marcacéao intracelular de STATL1 fosforilado (pSTAT1)

Para o procedimento de marcacéo intracelular de pSTAT1, um protocolo foi
desenvolvido com base em Krutzik & Nolan (2003). Aliquotas de 1 ml de
suspensdo celular de Hep-2C a 10° células/ml em meio DMEM 10% SFB foram
pré-incubadas por dez minutos em estufa umidificada a 37 + 0,5 °C com atmosfera
de 5% de CO,. As células foram entéo estimuladas com IFN alfa-2b em diferentes
concentracdes e incubadas nas mesmas condi¢des anteriores. Apds a incubacéo
as amostras foram fixadas com paraformaldeido 1,6% por 10 minutos a
temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas a 500 g por cinco minutos a
4 °C. O sobrenadante foi decantado e 1 ml de metanol a 4 °C foi adicionado aos
tubos que foram entdo mantidos em banho de gelo por dez minutos. Apds a
permeabilizagdo, 3 ml de meio de marcagdo (0,3% albumina sérica bovina +
0,02% NaNs; em PBS) foram adicionados aos tubos e centrifugados nas mesmas
condicBes descritas acima. A etapa de lavagem foi executada duas vezes. As
células foram resuspendidas em 5 pl de Alexa Fluor® 488 anti-pSTAT1 (BD™
Phosflow, pY701), para a marcacéo intracelular de pSTATL, e incubadas por mais
30 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram novamente lavadas com 3
ml de meio de marcacdo e analisadas em aparelho de citometria de fluxo BD
FACSCalibur.

3.8.1 Cinética da ativacao de STAT1

Para definir o melhor tempo de estimulacdo com o IFN alfa-2b, um estudo de
cinética da marcacdo intracelular de pSTATL1 foi realizado utilizando uma dose fixa
de 500 Ul/ml preparacdo de referéncia do IFN alfa-2b e variando o tempo de
estimulacdo de 0 a 80 minutos intercalado em 20 minutos. O protocolo de
marcacéao foi efetuado como descrito anteriormente e as amostras foram lidas em
aparelho de citometria de fluxo BD FACSCalibur. Dados foram analisados com o

auxilio do programa WinMDI v2.9.
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3.8.2 Relacéo entre a dose de IFN alfa-2b e pSTAT1

A relacdo entre a dose e a quantidade de pSTAT1 foi estudada utilizando
doses de 31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 Ul/ml da preparacao de referéncia do
IFN alfa-2b, em um tempo de estimulacdo de 40 minutos. O protocolo de
marcacao foi efetuado como descrito anteriormente e as amostras foram lidas em
aparelho de citometria de fluxo BD FACSCalibur. Dados foram analisados com o

auxilio do programa WinMDI v2.9.

3.8.3 Determinagcdo da poténcia relativa mediante marcagdo intracelular de
pSTAT1

Para determinar a poténcia relativa das preparacdes de IFN alfa-2b de dois
produtos comerciais, células Hep-2C foram estimuladas com 6 diluicbes seriadas
sob fator 2 da citocina, correspondendo a doses de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e
31,25 Ul/ml. Apés estimulagdo de 40 minutos com o IFN alfa-2b, foi empregado o
protocolo supracitado para marcacao intracelular de pSTAT1 e as amostras foram
lidas em aparelho de citometria de fluxo BD FACSCalibur. Os resultados foram
analisados com o programa WinMDI v2.9 e a poténcia relativa foi estimada no
programa Combistats® v4.0 utilizando modelo logistico de quatro parametros.
Valores como efeito minimo (E. min.) e maximo (E. méax.) na marcacdo de
pSTAT1, dose de IFN alfa-2b ([dose]), inclinacdo da curva dose-resposta
(inclinacdo) e o percentual de marcacdo de pSTAT1l (pSTAT1(%)) foram
estimados na determinacédo da dose observada de IFN alfa-2b que causava 50%
do efeito maximo na ativacdo de STAT1 (DEpstatlsg), conforme equagdo (modelo
logistico de quatro parametros) a seguir:

pSTAT1(%) = E. min. + (E. Max. — E. min)/(1+10"((LogDEpSTAT1so - [dose])*inclinacéo)).
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4 RESULTADOS
4.1 Procedimentos colorimétricos: cristal violetae MTT

Com o objetivo de definir o procedimento colorimétrico mais apropriado para
a determinacdo da viabilidade celular de células Hep-2C neste estudo, dois
métodos colorimétricos (MTT e cristal violeta) foram eleitos para comparacédo. Os
dados de comparacdo dos dois procedimentos colorimétricos estdo exibidos na
Tabela 4.1. No procedimento com cristal violeta, a quantidade média de 1,37 x 10°
células semeadas por poco, promoveu densidade Optica (DO) média a 570 nm
igual a 2,12 em 24 horas, que foi 15,9% menor quando comparada com a diluicdo
seguinte, no qual a DO média foi 2,52. A variacdo intra-ensaio para o
procedimento com MTT foi de 6,67 % a 11,93 % e no procedimento com cristal
violeta foi de 5,46 % a 8,51 %. A variacao inter-ensaio observada foi de 18,15 % e

17,58 % utilizando MTT e cristal violeta, respectivamente (Tabela 4.2).

Apo6s transformagdo dos dados para linearizagdo, os coeficientes de
regressao linear observados para o procedimento com MTT e cristal violeta foram
0,9931 e 0,9663, respectivamente, nos levando a considerar o método com MTT
como o0 mais apropriado para os ensaios de determinacdo de viabilidade celular

em células Hep-2C (Figura 4.1).
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Tabela 1. Comparacéo entre os procedimentos usando MTT e cristal
violeta para determinacgéo de viabilidade celular em células Hep-2C.

média do n® de céllas

f. dil. semeadas / poco DO media + dp apos 24 h
- 1,44 x 10° 0,85+ 0 12
2 7.20 x 10° 0,65 + 0,06
4 360 x 10° 0,40 + 0,03
E 1,80 x 10° 0,23 + 0,03
16 9 00 x 10° 0,16 + 0,04
WTT 32 4,50 x 10° 0,12 + 0,03
B4 2 25 % 107 0,09 + 0,02
128 1,13 x 10° 0,07 + 0.0
256 5,63 x 10° 0,06 + 0,01
512 2 81 x 10° 0,05 + 0,00
- 1,37 x 108 2 12 + 0,27
2 6,83 x 104 2 52 + 25
4 3,42 x 10° 2 06 + 0,24
g 171x 10 1,35 + 0,27
. . 16 8 54 x 10° 0,75+ 0,17
Cristalvioleta 4,27 % 10° 0,46 + 0,11
64 2 14 % 10° 0,32 + 0,09
128 1,07 x 10° 0,25 + 0,05
256 5,34 x 10° 0,22 + 0,05
512 2 67 % 10° 0,19 + 0,03

Dados relativos a trés experimentos independentes onde sdo exibidos
valores medios de quantidade de células semeadas por poco, fator de

diluicao (f. dil.) empregado, densidade 6ptica (DO) média observada apos o
periodo de incubacgéo de 24 horas com seu respectivo desvio padrao (dp).

Tabela 2. Parametros de precisao entre procedimentos
colorimétricos de MTT e cristal violeta.

ensaioc CV% intra-ensaio  CV% inter-ensaio

1 8, 66
MTT 2 6,67 18,15
3 11,93
1 599
Cristal violeta 2 8,91 17,58
2 5,46

S&o exibidos coeficientes de variagdo (CV%) intra- e inter- ensaio
determinados em trés experimentos independentes para cada
método colorimétrico.
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Figura 4. Comparacgéo entre métodos de coloracdo com MTT e cristal violeta.
Relacéo entre densidade 6ptica a 570 nm e o numero de células incubadas por
poco para MTT (a) e cristal violeta (b). c) e d) exibem os mesmos dados apo6s

as transformacdes dos eixos para linearizagao.

4.2 Ensaio de viabilidade celular

Visando investigar o impacto que o IFN alfa-2b produz no crescimento celular
de linhagens Hep-2C, foi feita analise da viabilidade celular utilizando o método do
MTT apds exposicdo com o IFN em diversas concentragdes. A Figura 4.2 ilustra
os resultados provenientes do ensaio de viabilidade celular no qual os valores
foram normalizados em relagdo ao controle de célula onde ndo houve tratamento
com IFN alfa-2b. O percentual da viabilidade celular média observada quando as
células Hep-2C foram semeadas por quatro dias juntamente com a referéncia
internacional do IFN alfa-2b foi de 94,86 + 8,88; 93,91 + 4,89; 87,53 + 4,34; 75,76
+ 6,10; 48,69 + 6,52 e 4,68 + 2,26 para concentracbes de 0,01; 0,1; 1; 10; 100 e
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1000 Ul/ml, respectivamente. Os resultados demonstram notada sensibilidade de
linhagens Hep-2C com relacdo ao crescimento celular apds exposicao ao IFN alfa-
2b nas condi¢des experimentais em questao.

120
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Viabilidade celular (%)

IFN alfa 2b (Ul/ml)

Figura 5. Viabilidade de células Hep-2C apos tratamento com IFN alfa-2b pelo método do
MTT. Dados exibindo o percentual médio e desvio padrao da viabilidade de células Hep-
2C quando semeadas em contato com diferentes concentragdes do padréo internacional
do IFN alfa-2b e cultivadas por quatro dias. Os valores percentuais foram normalizados
em relacdo ao controle de célula onde o crescimento celular ocorreu no mesmo intervalo
de tempo e na auséncia de IFN alfa-2b. Cada barra representa média e desvio padrao de
trés ensaios independentes. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 demonstram que houve diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle segundo teste t de Student

nado-pareado com indice de confianca de 95%.
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4.3 Analise do ciclo celular

O estudo do ciclo celular foi feito com o objetivo de identificar possiveis
variacbes na distribuicdo das fases do ciclo em linhagens celulares Hep-2C
estimuladas com IFN alfa-2b. A andlise revelou um aumento de células Hep-2C
em fase S + G2 quando expostas ao IFN alfa-2b a 1000 Ul/ml em comparacao ao
controle onde ndo houve exposicdo ao IFN. Foi lido um total de 10.000 eventos
para cada tratamento e todos os valores percentuais foram estimados
considerando apenas os eventos compreendidos em R1 e R2 para eliminacéo dos

agregados celulares (Figura 4.3a e 4.3b).

Os percentuais médios correspondentes ao somatorio das fases S + G2 do
ciclo celular foram de 32,5 + 1,17 para o controle de células e 32,1 + 1,38; 32,3 +
0,76; 34,7 + 2,99; 38,6 + 3,88 e 42,1 + 2,29 para os tratamentos com IFN alfa-2b
0,1; 1; 10; 100 e 1000 Ul/ml, respectivamente (Figura 4.4). O tratamento das
células Hep-2C com colchicina 0,75 uM promoveu um percentual de 73,6 % para o
somatorio das mesmas fases. A exposi¢cao das células Hep-2C a 1000 Ul/ml de
IFN alfa-2b promoveu um aumento significativo médio de 9,6 % da éarea do
histograma correspondente ao somatorio das fases S + G2 em relacdo as células
nao expostas ao IFN alfa-2b. Os dados mostram que nestas condi¢cdes
experimentais € observado arraste do ciclo celular de células Hep-2C provocado

pela exposicéo ao IFN alfa-2b a 1000 Ul/ml.
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Os calculos foram efetuados com base nos eventos comuns em R1 e R2. Sdo exibidos

histogramas originais de FACS para células Hep-2C nao tratadas (c), tratadas com
colchicina 0,75 uM (d) e tratadas com IFN alfa-2b 1000 Ul/ml (e). Dados representativos

de trés experimentos independentes.
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Figura 7. Valores percentuais
correspondentes ao somatdrio das fases
S e G2 do ciclo celular para os diferentes
tratamentos de células Hep-2C com IFN
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4.4 Replicacéao e titulacédo do virus Mengo

Na Figura 4.5 encontram-se fotomicrografias ilustrando o efeito citopatico
produzido pelo virus Mengo em células L929 durante a etapa de producdo da
massa viral a ser utilizada nos experimentos posteriores. A titulacdo da suspensao
viral produzida em células L929 foi feita em células Hep-2C por seis vezes em dois
dias diferentes, sendo observado um titulo médio de 4,79 + 0,39 logCCID50/ml
(Tabela 4.3).

Figura 8. Células L929 na produc¢do da suspensao do virus Mengo. a) células L929 néo
infectadas (100x). b) efeito citopatico do virus Mengo em células L929 apds 20 horas de
incubacéo (100x).

Tabela 3. Titulagcdo do Virus Mengo em células Hep-2C.

titulacdge lim. inf log CCIDsa/ml  lim.sup.

1 445 485 5 71
dia 1 2 459 5 00 5 40
3 5,03 o, 34 0,64
1 4 33 4 24 5,35
dia 2 2 383 434 485
3 3 24 415 487
média + dp 479+039

Titulos virais determinados por transformacao de probitos
acompanhados dos limites inferiores e superiores do
intervalo de confianca de 95%.

50



4.5 Ensaio antiviral
4.5.1 Padronizacao

Durante a etapa inicial de padronizacdo do teste, o ensaio antiviral foi
reproduzido 32 vezes em triplicata em nove dias diferentes usando o padrdo
internacional de IFN alfa-2b. Para determinar a faixa de variacdo dos valores de
EDso, estes foram plotados em grafico de controle no programa SPC explorer RT
v.5.21. O valor médio de EDsy observado foi de 2,386 Ul/ml variando com dois
desvios padrdo entre 0,946 e 3,826 Ul/ml (Figura 4.6). A Figura 4.7 ilustra os
mesmos dados em uma segunda abordagem de andlise onde todos 0s ensaios
foram submetidos ao modelo logistico de quatro parametros. As medianas de
sobrevivéncia normalizada de células (SNC) para 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 e
1000 Ul/ml de IFN foram de, respectivamente, 3,18; 5,52; 7,10; 19,07; 41,94;
50,82 e 47,39%, onde identificamos uma tendéncia a queda dos resultados de
SNC para os dados relativos a concentracdo de 1000 Ul/ml de IFN alfa-2b quando

comparado com a diluicdo seguinte (100 Ul/ml).

Durante a segunda abordagem, apés aplicar o modelo logistico de quatro
parametros para a determinacdo da EDs, efeito maximo (E. max.), efeito minimo
(E. min.) e da inclinacdo da curva, foi necessario a remogao dos dados relativos a
concentracdo de 1000 Ul/ml de IFN alfa-2b dos calculos para que a regressao e a
linearidade fossem observadas com relevancia estatistica (indice de confianca de
95%). A EDsp observada foi igual a 2,829, compreendida em um intervalo de
confianca de 95% (Cl 959,) com limite inferior e superior igual a 2,364 e 3,389,
respectivamente. A inclinacdo da curva foi de 0,846 e 0 E. max. e E. min em
relacdo a SNC foi, respectivamente, de 55,89% e 4,216%. O coeficiente de
correlagdo observado foi de 0,9411 (Figura 4.7b). Como o0 ajuste ao modelo
matematico empregado se deu com a desconsideracdo dos dados de SNC
referentes a concentracdo de 1000 Ul/ml de IFN alfa-2b, um experimento foi
desenhado para avaliar disturbios na viabilidade de células Hep-2C nas condicfes

experimentais do ensaio antiviral.
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Figura 10. Dados dos ensaios antivirais, utilizando o padrdo internacional de IFN alfa-

2b, apds aplicacdo do modelo logistico de quatro parametros. Em a) é exibida a

relacdo entre a dose e a sobrevivéncia normalizada de células (SNC). Cada ponto

representa a média de trés determinagfes distribuidas em 32 ensaios em nove dias

diferentes. A mediana de SNC é exibida para cada conjunto de concentracdao. Em b)

sdo exibidos os parametros calculados ap6s aplicacdo do modelo matematico com a

remocao dos dados referentes a concentracéo de IFN a 1000 Ul/ml.
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45.2 Analise de interferéncia no ensaio antiviral

Um experimento foi desenhado para avaliar distarbios na viabilidade de
células Hep-2C, causado pelo IFN alfa-2b, nas condi¢cdes do ensaio antiviral. Os
resultados dos ensaios para andlise de interferéncia no teste antiviral sdo exibidos
na Figura 4.8. O controle de célula e de virus apresentaram DO média de 1,054 +
0,018 e 0,412 + 0,015, respectivamente. Os pocos contendo células tratadas
apenas com IFN alfa-2b nas concentracées de 0,01; 0,1; 1; 10; 100 e 1000 Ul/ml,
apresentaram DO média de 1,052 + 0,050; 1,062 + 0,019; 1,034 + 0,027; 1,044 +
0,021; 0,996 + 0,011 e 0,882 + 0,027, respectivamente. Para 0s pocos contendo
células tratadas com IFN alfa-2b e desafiadas com o virus Mengo, as médias das
DOs foram de 0,459 + 0,008; 0,522 + 0,036; 0,578 + 0,015; 0,675 + 0,032; 0,821 +
0,025 e 0,774 + 0,076, respectivamente, para as concentra¢gbes de 0,01; 0,1; 1;
10; 100 e 1000 do IFN alfa 2b. O branco de analise contendo somente PBS e
solucéo acida de isopropanol promoveu DO média de 0,038 + 0,001. A DO média
observada nos pocos tratados com IFN 1000 Ul/ml e ndo desafiados com o virus
Mengo foi 16,32% menor quando comparado com o controle de célula onde nao
houve tratamento com IFN alfa-2b. Esta diferenca foi significativa quando aplicado

o0 teste t de Student ndo-pareado (indice de confianca de 95%).
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Figura 11. Analise de interferéncia no teste antiviral. Dados provenientes de trés
experimentos independentes expressos em média e desvio padrdo. A figura mostra a
densidade Gptica a 570 nm frente aos diversos tratamentos com IFN alfa-2b em células
Hep-2C desafiadas ou ndo com virus Mengo. * p < 0,05 demonstra que houve diferenga
estatisticamente significativa em rela¢éo ao grupo controle segundo teste t de Student néo-

pareado com indice de confiangca de 95%.

4.5.3 Determinacao da poténcia relativa de IFN alfa-2b pelo método da reducéo

do efeito citopatico viral

Como aplicacdo do ensaio antiviral padronizado em células Hep-2C
utilizando virus Mengo, a poténcia relativa de uma amostra comercial (Produtor 1)
foi avaliada contra o padréo internacional de IFN alfa-2b. Sete diluicbes da
preparacao biologica foram testadas em triplicata utilizando o modelo logistico de
guatro parametros no programa Combistats® v4.0. Os parametros de regressao,
linearidade e paralelismo tiveram relevancia estatistica (indice de confianca de
95%) quando os dados de SNC% relativos a 1000 Ul/ml dos IFNs testados foram
removidos dos calculos. O valor médio de EDsp para a preparacédo de referéncia
foi 2,78 + 0,11 Ul/ml e o efeito maximo relativo a SNC (E. max.) teve uma média

de 51,7 + 2,1%. A estimativa da poténcia do IFN alfa-2b do Produtor 1 foi em
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meédia 96,2 + 14,5 % do declarado. A suspensao viral utilizada foi titulada em
paralelo a cada ensaio sendo observado um titulo médio de 4,72 + 0,35
logCCIDso/ml (Tabela 4.4). Estes dados evidenciam que a preparagcdo comercial
de IFN alfa-2b testada cumpriu com a sua especificacdo de poténcia mediante o
ensaio antiviral empregado.

Tabela 4. Determinagéo da poténcia relativa de IFN alfa-2b pelo método da reducéo do
efeito citopatico viral.

Referéncia IFN alfa-2b Titulo do virus Produtor 1

Ensaio E.max (%) Correlacéao
LI EDso (Ul/ml) LS

est. declarado
(%)

=

logCCIDs0/ml LS

1 2,31 287 3,58 50,1 0,9924 4,04 434 4,64 109,7
2 1,83 2,65 3,92 54,1 0,9774 4,45 483 5,21 80,9
3 1,70 2,82 475 50,9 0,8006 4,60 5,00 5,40 98,1
média + dp 2,78 + 0,11 51,7 + 2,10 472+0,35 96,2 + 14,5
CV(%) 4,05 4,06 7,31 15,06

Dados referentes a trés ensaios independentes exibindo parametros de determinacéo da
poténcia relativa pelo ensaio de reducao do efeito citopatico.Os valores de EDs, €
logCCIDs, sédo acompanhados dos limites inferior (LI) e superior (LS) do intervalo de
confianga de 95 %. A tabela mostra o percentual maximo de sobrevivéncia normalizada de
células durante os testes (E.max), o coeficiente de correlagdo em cada ensaio, a
estimativa percentual da poténcia declarada pelo produtor quando comparada com a
preparacéo de referéncia (est.declarado), a média acompanhada pelo respectivo desvio
padréo (dp) e o coeficiente de variacao (CV).

4.6 Marcacéao intracelular de pSTAT1

Com o objetivo de determinar o melhor tempo para estimulacdo com IFN alfa-
2b para a marcacao intracelular de pSTAT1, um estudo de cinética foi realizado.
Considerando apenas os eventos compreendidos em R3, um total de 20000
eventos foram lidos para cada amostra tratada com 500 Ul de IFN alfa-2b por 0O,
20, 40, 60 e 80 minutos, os quais tiveram percentuais relativos de marcagéao de
pSTAT1 de 0,81; 20,07; 28,78; 23,67 e 16,65%, respectivamente (Figura 4.9).
Estes dados definiram que a etapa de estimulagcdo com IFN alfa-2b durante os
experimentos de marcagéao intracelular de pSTAT1 seria feita com tempo de 40

minutos.
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No estudo para determinar a relacdo entre a dose de IFN alfa-2b e a
quantidade de pSTAT1 observada foi determinado que para doses de 0; 31,25;
62,5; 125; 250; 500 e 1000 Ul/ml foram observados percentuais de 1,14; 2,12;
3,31; 5,35; 13,62; 25,94 e 39,62% de pSTATL, respectivamente. Os valores
percentuais sao referentes a 20000 eventos lidos para cada tratamento. A relacao
entre a dose de IFN alfa-2b e a quantidade de pSTAT1 observada apés a

estimulacdo, mostrou-se dose-dependente em células Hep-2C (Figura 4.10).

57



20 min

|'|n.IL
[ 2007%
R3 ./_._\_.

1023

40 min

fl
|

[\ 2878%

SSC
Eventos

60 min

1] 103

[\ 2367%
[
L '

80 min

L 16.65%

pSTAT1

Figura 12. Estudo de cinética da marcacéao intracelular de pSTAT1 em células Hep-
2C. Células foram estimuladas ou ndo com IFN alfa-2b na concentracdo de 500 Ul/ml
sob variacdo de tempo de 20, 40, 60 e 80 min, adotando, posteriormente, 0 protocolo
de marcacdo intracelular de pSTAT1l. Foram considerados apenas 0s eventos
compreendidos em R3 no grafico de dispersdo de pontos SSC (complexidade) X FSC

(tamanho).
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Figura 13. Relagéo entre a dose de IFN alfa-2b e a quantidade de pSTAT1 observada
em células Hep-2C. Células foram estimuladas ou ndo com IFN alfa-2b por 40 min a
concentracdes de 1000 a 31,25 Ul/ml espagadas serialmente sob fator 2 0, adotando,
posteriormente, o protocolo de marcacdo intracelular de pSTAT1. S&o ilustrados a
sobreposicdo de histogramas originais de FACS (a) e o percentual de pSTAT1
observado relativo a cada dose de IFN alfa-2b (b).

4.6.1 Determinacdo da poténcia relativa do IFN alfa-2b mediante marcacao
intracelular de pSTAT1

A representacdo grafica da estimativa da poténcia das preparacdes de IFN
alfa-2b testadas mediante determinacéo de pSTATL, é exibida na Figura 4.11. O
coeficiente de correlagdo comum as trés curvas foi igual a 0,9962, a inclinagcédo

comum foi igual a 1,036 e o efeito maximo (assintota superior) na determinacgéo de
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pSTATL1 foi de 38,6%. Os parametros de regresséo, linearidade e paralelismo
foram satisfatérios considerando limite de confianca de 95%. A estimativa da
poténcia do IFN alfa-2b do Produtor 1 foi de 104,2% do declarado com limites de
confianca inferior e superior igual a 84,2 e 118,6%, respectivamente. Para o
Produtor 2, foi observada poténcia de 97,1% do declarado com limites de
confianga inferior e superior igual a 85,5 e 117,0%, respectivamente. A dose
observada de IFN alfa-2b que causou 50% do efeito maximo na ativacdo de
STAT1 (EDpstatlsy) foi de 203,6; 1954 e 209,7 Ul/ml para a preparagdo de
referéncia, Produtores 1 e 2, respectivamente. Os limites de confianca de 95%
para os valores de EDpstatlsy ndo foram menores que 87,7% ou maiores que
113,9% do estimado para todas as preparacdes testadas.
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Figura 14. Estimativa da poténcia de duas preparacdes de IFN alfa-2b mediante
marcagado com anticorpo monoclonal anti-pSTAT1 por método de citometria de fluxo.
Dois IFNs alfa 2b comerciais (Produtor 1 e 2) foram testados frente & Referéncia
internacional do IFN alfa-2b. O protocolo de marcagéo intracelular de pSTAT1 foi
utilizado fixando a etapa de estimulagdo em 40 min com doses de 1000 a 31,25
Ul/ml espacadas serialmente sob fator 2 0. Dados foram submetidos ao modelo
logistico de quatro parametros com o auxilio do programa Combistats® e plotados
em dose de IFN alfa-2b (Ul/ml) por pSTAT1 (%).
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5 DISCUSSAO

A proposta inicial deste trabalho foi padronizar um bioensaio de reducao
do efeito citopatico viral, utilizando células Hep-2C e o virus Mengo, para ser
utilizado no controle da qualidade do IFN alfa-2b mediante a determinagéo da
poténcia relativa deste biofarmaco. Os compéndios nacionais ainda nao
apresentam monografias para esta finalidade e a Farmacopéia Européia
sugere um ensaio de reducdo do efeito citopético viral, porém deixando em
aberto a combinacgé&o célula/virus a ser utilizada, desde que sejam observados
parametros de validade estatistica do ensaio como: linearidade, paralelismo e
regressdo para um modelo analitico matematico de escolha (COUNCIL OF
EUROPE, 2008-a).

No entanto, o ensaio de reducdo do efeito citopatico viral é relativamente
longo e uma série de fatores pode interferir no teste como um todo. Tais fatores
vao desde a escolha da célula para a realizagdo do teste in vitro, a maneira
como é feito o estimulo das células com o IFN, a MOI do virus utilizada, até o
método de coloracdo empregado, entre outros. Ainda, como apontado em 2009
por Dellgren e colaboradores, o efeito antiproliferativo dos IFNs também pode
causar interferéncia neste ensaio de poténcia, sendo importante a

determinacao da sua magnitude na linhagem de escolha.

A maneira como as células respondem aos IFNs é variavel entre as
diferentes linhagens e parece depender do padrdo protéico de expressao para
cada tipo celular. Células que ndo expressam ou expressam menos proteinas
relacionadas com a atividade que os IFNs exercem (receptores, proteinas
intracelulares da via de sinalizacdo pela qual o IFN promove seus efeitos
bioldgicos, etc.) sdo menos sensiveis aos IFNs, como observado em linhagens
que possuem caréncia de STAT1, STAT2 e IRF9 (GRAHAM et al., 1977,
PELLEGRINI et al., 1989; WONG et al.,, 1997; STOJDL et al.,, 2000). Em
nossos ensaios, utiizamos a linhagem de células Hep-2C para o
desenvolvimento dos testes, pois estas ja haviam sido sugeridas pela
farmacopéia européia em um ensaio modelo para poténcia de IFNs e, também,

a sensibilidade destas aos IFNs ja havia sido descrita em 2005 por Meager e
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colaboradores (MEAGER, 2005).

Como o método colorimétrico empregado no ensaio de reducao do efeito
citopético viral € considerado uma etapa critica, dois procedimentos
colorimétricos (cristal violeta e MTT) foram eleitos para determinacdo da
viabilidade celular. Fizemos uma comparacao prévia e sistematica entre os dois
procedimentos, pois também seria posteriormente utilizado no estudo do efeito

antiproliferativo do IFN alfa-2b em células Hep-2C.

Observamos um comportamento ndo-linear na densidade Optica em altas
concentracdes celulares (Tabela 4.1) quando células Hep-2C foram coradas
com cristal violeta, o qual n&o foi observado no procedimento utilizando MTT.
Provavelmente este fato pode ter ocorrido devido ao arraste mecéanico de
células na etapa de lavagem das placas em agua corrente, como também
colocado por Meager, (2002). Embora os coeficientes de variagéo intra-ensaio
para o procedimento com MTT tenham sido ligeiramente superiores em
comparacao com os observados para o procedimento usando cristal violeta, o
coeficiente de variacao inter-ensaio foi semelhante em ambos os métodos. No
entanto, durante analise feita apos a lineariza¢do dos dados, foi observado que
o0 método com MTT é mais linear (resposta mais adequada entre as variacdes
de quantidade de célula e leitura do corante) quando comparado com o cristal
violeta, o que nos levou a adocédo do procedimento colorimétrico com MTT para

0S ensaios posteriores.

O efeito antiproliferativo que o IFN exerce ja foi descrito anteriormente em
diversas linhagens celulares como em melanomas, gliomas, carcinoma
hepatico, etc (HILFENHAUS et al., 1976; BORDEN et al., 1982; RIGBY et al.,
1985; DICK et al.,, 1987; SHEARER et al., 1987; JOHNS et al., 1992;
RESNITZKY et al.,, 1992; CORADINI et al., 1994; ZHANG et al.,, 1994,
GARRISON et al., 1996; TAN & KATZE, 1999; DAMDINSUREN et al., 2003).
Ao avaliar o impacto deste efeito causado pelo IFN alfa-2b em células Hep-2C,
foi observado que em concentragcfes proximas a 1000 Ul/ml existe uma acgéo
importante de queda na viabilidade celular sugerindo que estas células sao

consideravelmente sensiveis ao efeito antiproliferativo do IFN alfa-2b. No
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entanto, experimentos adicionais para avaliar o efeito apoptotico causado pelo
IFN alfa-2b em células Hep-2C seriam necessérios para a melhor compreensao

desta questéo.

Em busca de uma segunda evidéncia confirmatdria do efeito de queda na
viabilidade das células Hep-2C causada pelo IFN alfa-2b, estudamos o impacto
deste biofarmaco no ciclo celular. O efeito inibitério na fase S do ciclo celular
causado por IFN tipo I, ja havia sido relatado em 1996 por Garrison e
colaboradores em um estudo com diversas linhagens de células de glioma.
Mais recentemente, em um estudo feito em células de adenocarcinoma
humano (H295 e SW13) foi revelado que o IFN alfa-2b nas concentracdes
entre 500 Ul/ml e 1000 Ul/ml causa aumento do percentual de células em fase
S + G2 do ciclo celular, o que corrobora com a atividade antiproliferativa do IFN
alfa-2b nestas células (VAN KOETSVELD et al. 2006). Utilizando a colchicina,
que é um inibidor classico do ciclo celular, utilizado também por Andrew e
colaboradores em 1999 como controle positivo, um efeito semelhante também
foi observado quando estimulamos células Hep-2C com IFN alfa-2b a
1000UI/ml. O percentual de células em fase S + G2 do ciclo celular aumentou
significativamente em relacdo ao controle onde as células nédo foram
estimuladas com IFN alfa-2b, confirmando o efeito inibitério deste biofarmaco

na distribui¢cdo do ciclo celular desta linhagem.

Com relacdo ao ensaio in vitro de reducao do efeito citopatico viral, a
etapa na qual ocorre a estimulacdo com o IFN parece ser bastante peculiar de
acordo com a linhagem celular utilizada e existem basicamente duas
abordagens de exposicdo de células ao IFN na literatura para a realizacdo
deste ensaio. Em um estudo comparativo da atividade biologica entre IFNs tipo
| e tipo lll, em 2005, Meager e colaboradores executaram estes ensaios
expondo vaérias linhagens de células aos IFNs apdés a multiplicacdo e
confluéncia das mesmas (MEAGER, 2005). Entretanto, existe a descrigdo
deste procedimento, onde células sédo semeadas ja na presenca do IFN, o que
propicia a vantagem da reducédo de um dia no tempo total do ensaio (COUNCIL
OF EUROPE, 2008-b; DELLGREN et al., 2009). Como no presente trabalho foi
observado que na linhagem de células Hep-2C existe efeito antiproliferativo
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importante causado pelo IFN alfa-2b, foi decidido realizar a etapa de
estimulacdo com IFN apdés o alcance da confluéncia celular nas placas,
minimizando assim a heterogeneidade na confluéncia das células ao longo das

diluicdes de IFN, o que provavelmente prejudicaria a analise dos resultados.

Ao semear as células em placas de 96 pocos de fundo chato,
constatamos que existe uma melhor homogeneidade da confluéncia celular
apos o periodo de incubacgéo, quando apenas utilizamos os 60 pog¢os centrais
das placas. Como exposto por Meager (2002), os pocos periféricos de uma
placa de 96 pocos tendem a gerar um maior nimero de resultados aberrantes,
provavelmente devido a maior velocidade com que a temperatura e o pH
variam nestes locais. Embora o uso de uma menor quantidade de po¢os possa
restringir o ensaio a uma menor quantidade de preparacdes bioldgicas, Meager
(2002) cita que diversos pesquisadores optam por desenhar o ensaio desta
forma. Porém, devemos ter em mente que estes “efeitos de placa” ainda

podem continuar em menor grau, mesmo nos 60 pogos internos.

O virus empregado no ensaio de reducdo do efeito citopatico viral deve
ser capaz de produzir efeito litico nas células desafiadas. Virus como o da
estomatite vesicular (VSV), encefalomiocardite murina (EMCV), virus Mengo,
dentre outros, sdo utilizados em certas combina¢des com células na realizacao
destes ensaios (MEAGER, 2006). A multiplicidade da infeccdo do virus
empregado € uma variavel importante neste ensaio, pois influencia diretamente
a viabilidade das células e consequentemente nas determinacdes de EDsg
(DELLGREN et al., 2009). Como recomendado em 2009 por Dellgren e
colaboradores, a selecdo da multiplicidade da infecgéo viral para o ensaio de
reducdo do efeito citopatico foi feita com base no menor titulo de virus que
resultou na lise celular completa de células Hep-2C néo tratadas pelo IFN alfa-
2b.

A Farmacopéia Européia define uma série de critérios que devem ser
observados para que o ensaio de reducao do efeito citopatico seja considerado
valido. Devem ser observados parametros como regressdo e linearidade e

analise de variancia para um dado modelo matematico analitico (no caso, o
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modelo logistico de quatro parametros). Ao comparar uma preparacao
biolégica teste com uma preparacao referéncia, deve-se observar também o
paralelismo entre as curvas e a partir dai proceder com a determinacao da
poténcia relativa. De acordo com a monografia da Farmacopéia Européia, uma
amostra é considerada aprovada quando a poténcia relativa estimada é
compreendida entre 85 e 125% do declarado pelo fabricante, quando também
sdo observados limites de confianca de 95% n&o inferiores a 65% e néo
superiores a 156%, para a estimativa da poténcia relativa (COUNCIL OF
EUROPE, 2008-c). Durante a padronizacdo do ensaio de reducédo do efeito
citopético utilizando o virus Mengo e células Hep-2C, todos os critérios
necessarios para aprovacgao do teste foram observados, porém, quando o teste
foi empregado para a determinacdo da poténcia relativa de uma preparacéo
comercial, os limites do intervalo de confianca de 95% da estimativa da
poténcia relativa se encontraram fora do especificado pela farmacopéia
europeéia, 0 que sugere que o teste seja reproduzido com um maior niumero de

replicatas para cada concentracdo de IFN alfa-2b.

Uma consideracdo importante foi que ao aplicar o modelo logistico de
quatro parametros durante a padronizacdo do ensaio e a determinacdo da
poténcia relativa da amostra comercial, foi necessaria a exclusdo dos valores
de sobrevivéncia normalizada de células relativos a concentracdo de 1000
Ul/ml de IFN alfa-2b para que se obtivesse validacdo estatistica satisfatoria
para regressdo e linearidade dos dados. Sistematicamente, fizemos
experimentos para avaliar o impacto que o IFN alfa-2b promove na viabilidade
celular, nas condicbes deste ensaio reproduzido com células Hep-2C, e
observamos que mesmo apds a confluéncia das células também existe
reducéo significativa da viabilidade celular apos tratamento com IFN alfa-2b a
1000 Ul/ml por 24 horas (Figura 4.8). Este fato, possivelmente, acaba
prejudicando o arranjo ideal dos dados no modelo matematico, como também
foi observado por em 2009 por Dellgren e colaboradores ao realizar um estudo
de comparacdo de poténcia de IFNs mediante ensaio de reducdo do efeito
citopatico viral utilizando células Hep-G2 (linhagem humana de hepatdcitos) e
virus EMVC.
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Outra abordagem para a determinacéo da atividade biologica dos IFNs é a
avaliacdo de elementos presentes na via de transducéo de sinal intracelular
ativada por estas citocinas. O primeiro tipo de ensaio que poderia ser aplicado
a via de sinalizacdo induzida pelos IFNs € 0 ensaio de ativacdo de quinases,
que foi descrito em 1999 por Sadick e colaboradores. Neste ensaio, sdo
quantificadas proteinas quinases especificas localizadas em dominios internos
do receptor de IFN. No entanto, a quantidade de receptores de IFN tipo | por
célula é frequentemente pequena o0 que poderia levar a dificuldades na
obtencdo de curvas dose-respostas. Um segundo tipo de ensaio seria a
deteccdo de proteinas STATs que translocassem ao nucleo ap6s o estimulo
com IFNs. As proteinas STATs podem ser marcadas com anticorpo especifico
conjugado com fluorescéncia e a translocacao pode ser quantificada mediante
um algoritmo de migracao citoplasma-nucleo com o auxilio de um scanner de
varredura de fluorescéncia (Array Scan Il Technology - Cellomics), porém o
aparelho envolvido é sofisticado e demasiadamente caro (MEAGER, 2006).

O desenvolvimento de anticorpos que reconhecem especificamente
proteinas fosforiladas bem como o desenvolvimento de técnicas de marcacao
intracelular destas proteinas para aplicacdo em citometria de fluxo (FLEISHER
et al.,, 1999; ILANGUMARAN et al., 2003; KRUTZIK & NOLAN, 2003)
possibilitou a detec¢do da sinalizacao de citocinas ao nivel celular. Conforme
descrito em 2004 por Lesinski e colaboradores, a citometria de fluxo ja pode
ser aplicada para monitorar a ativacdo de STAT1 em células sanguineas de
pacientes que se submetem a terapia com IFN alfa. Mais recentemente este
monitoramento também pode ser efetuado por imunohistoquimica no proprio
tecido hepatico de pacientes portadores de hepatite C crénica e em terapia
com IFNs (MIYAAKI, 2008).

No presente trabalho, decidimos avaliar a possibilidade de desenvolver
um bioensaio para determinagdo da poténcia do IFN alfa-2b, onde o pSTAT1
seria 0 desfecho principal. Observamos que a ativacdo de STAT1 estimulada
por IFN alfa-2b e detectada mediante citometria de fluxo, € dose-dependente
em células Hep-2C no intervalo de concentracdo da citocina estudado (31,25 a
1000 Ul/ml). A dose-dependéncia de STAT1 fosforilado com estimulo por IFN
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alfa ja havia sido observada também em linfécitos por Tochizawa et al. (2006)

em um estudo in vivo.

A observacdo de um evento dose-dependente que pode ser mensurado €
a base para o desenvolvimento de um ensaio biolégico para determinacgéo de
poténcia relativa (MEAGER, 2006). Em uma simulacdo de determinacédo de
poténcia entre a preparacdo referéncia de IFN alfa-2b e duas preparacdes
comerciais, observamos que o método de citometria de fluxo utilizando
anticorpo monoclonal anti-pSTAT1 é bastante promissor no desenvolvimento

de novos ensaios para a determinacgéo da atividade biolégica deste biofarmaco.
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6 CONCLUSOES & PERSPECTIVAS
6.1 Conclusoes

O ensaio de reducdo do efeito citopatico viral reproduzido com a
combinacdo virus Mengo / linhagem Hep-2C é bastante informativo na
aplicacdo do controle da qualidade para IFN alfa-2b. Entretanto, por se tratar
de um ensaio com varias etapas, € passivel de apresentar grande

heterogeneidade nos resultados o que pode gerar dados inconclusivos.

Para determinar a viabilidade de células Hep-2C, o método de coloracéo
utilizando MTT é mais linear quando comparado com o método utilizando cristal
violeta, sendo, entdo, o primeiro mais indicado para o ensaio de reducao do
efeito citopatico. Vimos também que linhagens de células Hep-2C sao
sensiveis ao efeito antiproliferativo causado pelo IFN alfa-2b, também
confirmado pelo arraste significativo na fase S + G2 do ciclo celular que esta
citocina promove nestas células, podendo, também, este fato causar

interferéncia no ensaio de reducao do efeito citopatico

Para minimizar a falta de ajuste ao modelo matematico (modelo logistico
de quatro parametros) empregado para a determinacéo da poténcia relativa em
ensaios de reducdo do efeito citopatico utilizando células Hep-2C e virus
Mengo, com os resultados obtidos neste estudo, é recomendado que o ensaio
deva ser realizado em um numero de replicatas maior do que trés para cada
concentracéo de IFN. Quando realizado em placa de 96 pocos, sugerimos que
apenas os 60 pocos internos das placas devam ser utilizados e que a etapa de
estimulacdo com o biofarmaco deva ser feita uma vez que a multiplicacéo e a
confluéncia celular forem observadas. Outra recomendacao importante é que
concentracbes proximas a 1000 Ul/ml de IFN alfa-2b ndo devem ser

consideradas durante a estimativa da poténcia das preparacoes.

Concluimos também, que a ativagdo de STAT1 é dose-dependente em
células Hep-2C quando estimuladas com IFN alfa-2b no intervalo de
concentracdo de 31,25 a 1000 Ul/ml, e que este fato pode vir a ser especulado

no desenvolvimento de um novo ensaio para a determinacdo da atividade
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biologica de IFNs, utilizando método de citometria de fluxo com aplicabilidade

direta no controle da qualidade destes biofarmacos.
6.2 Perspectivas

Como perspectiva, 0 método de citometria de fluxo em conjunto com o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais fosfo-especificos, sem duavida
podem levar a ampliacdo dos ensaios de atividade biolégica para proteinas
terapéuticas recombinantes como os IFNs. O teste de poténcia para IFNs
baseado na ativacdo de intermediarios fosforilados ja foi apontado em 2006 por
Meager como bastante promissor, uma vez que apresenta inUmeras vantagens
como menor tempo de ensaio, a independéncia de manipulagdo viral, menor
uso de equipamento, dentre outras. No entanto, ensaios adicionais, como um
ndmero maior de experimentos em citometria de fluxo e ensaios de western
blot, ainda s@o necessarios para gerar garantia estatistica e comprovar a

especificidade da ligagdo ao STATL, respectivamente.

A continuidade deste trabalho no sentido de desenvolver um novo ensaio
bioldgico para determinar a poténcia relativa de IFNs baseado na formacéo de

intermediarios fosforilados intracelulares, é intencdo dos envolvidos nesta

dissertacéo.
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