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RESUMO

O Filgrastim & um biofarmaco que compde um biomedicamento constante na lista de
excepcionais adquiridos pelo SUS e estd entre os imunobiolégicos importados de
alto custo. Este biofarmaco € uma proteina recombinante humana altamente
purificada, baseada no fator estimulador de colénias de granulécitos humano (G-
CSF), que tem como agao principal estimular a proliferagdo e ativagdo de
granulécitos, através de um receptor especifico, conhecido como G-CSFR (receptor
do fator estimulador de colénias de granuldcitos). Atualmente, este biomedicamento
nao possui monografia na Farmacopéia Brasileira e ndo é realizado o controle de
qualidade biolégico deste bioproduto no Brasil. Desta forma, os objetivos deste
trabalho foram estabelecer o método para controle de qualidade biolégico do
Filgrastim preconizado pela Farmacopeia Europeia (FE) no INCQS, desenvolver
métodos alternativos ao descrito nesta farmacopéia através da utilizagdo de
citometria de fluxo por ensaios de proliferacéo, ciclo celular e marcagao intracelular e
testar uma linhagem humana (Kasumi-1) como alternativa a linhagem murina (M-
NFS-60) sugerida pela FE. Os resultados dos ensaios de MTT com ambas as
linhagens satisfazeram os critérios de regressao como linearidade e coeficientes de
determinacdo (R?). Quando comparados entre os ensaios através da inclinacado da
reta, ambas as linhagens se encontram dentro dos limites, mostrando que para
ambas as linhagens os ensaios com MTT apresentaram precisdo intra e inter ensaio,
sendo assim possivel o seu estabelecimento no INCQS. Quando realizados ensaios
de proliferagéo e ciclo celular com CFSE e com iodeto de propidio (PI) por citometria
de fluxo, ndo foram observadas diferengas significativas de proliferacdo entre as
células sem estimulo e tratadas com Filgrastim para a linhagem M-NFS-60,
demonstrando que talvez estes ensaios ndo sejam adequados para ensaios de
poténcia com esta linhagem. Ja a linhagem Kasumi-1 no tempo de 48h de estimulo
apresentou diferenca entre as diferentes concentragcdes de Filgrastim, apresentando
uma regressao significativa e determinagao de 0,9 no ensaio de CFSE e apenas
uma tendéncia no ensaio com Pl. Para ambas as linhagens nos ensaios de ativagao
dos fatores de transcricdo do G-CSFR a quantificacdo de STAT3 e STATS com
diferentes concentracdes de Filgrastim apresentou uma boa correlagdo (R*>>0,7) e
com uma relacdo concentragcao-resposta visivel. Por fim, os ensaios de proliferagao
por CFSE e ciclo celular por Pl foram padronizados, porém os mesmos nao foram
capazes de apresentar uma dose-resposta em relacdo a proliferacdo das células,
sendo considerados nao adequados para ensaio de poténcia do biofarmaco
Filgrastim. Os ensaios de ativagdo dos fatores de transcricdo apresentaram
tendéncias promissoras a uma concentragao-resposta, confirmando a hipotese de
que o ensaio de MTT visualiza para este biofarmaco, mais a ativacao celular do que
a proliferagdo. Por fim, foi possivel atingir todos os objetivos deste trabalho, como
desenvolvimento, estabelecimento e padronizagdo dos ensaios, ficando em
pendéncia a validagado destes ensaios com o padrdo de referéncia. Os ensaios por
citometria de fluxo com a marcacéo dos fatores de sinalizagdo STAT3 e STATS5 se
mostraram promissores para verificagao de poténcia do biofarmaco Filgrastim, assim
como a linhagem Kasumi-1.

Palavras-chaves: Ensaio de poténcia. Controle de Qualidade. Filgrastim. MTT.

Citometria de fluxo.



ABSTRACT

Filgrastim is a biopharmaceutical which takes part in the list of special medications
acquired by SUS and is among the imported immunobiological lowest cost. This
biopharmaceutical is formed by a recombining human protein highly purified, based
on the granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), which has the main function of
stimulate the granulocyte proliferation and activation, through a specific receptor,
known as G-CSFR (granulocyte-colony stimulating factor receptor). Currently, this
biopharmaceutical doesn’t have a monograph in the Brazilian Pharmacopoeia and
the biological quality control is not realized in Brazil. The goals of this work were: to
establish the method to biological quality control of Filgrastim from European
Pharmacopoeia at INCQS; to develop alternative methods from the descripted in this
Pharmacopoeia through the usage of flow cytometry by proliferation assays, cell
cycle and intracellular staining and to test a human lineage (Kasumi-1) as an
alternative to the murine lineage (M-NFS-60) suggested by European
Pharmacopoeia (FE). The results of MTT assays with both the lineages presented
good linearity e coefficients of correlation. When compared among the assays
through slope of the line, both lineages were between the limits, showing that for both
cells lines the MTT assay presented intra and inter-assay precision, thus being
possible to establish it in the INCQS. When proliferation and cell cycle assays were
performed with CFSE and propidium iodide (Pl) by flow cytometry, no significant
differences in proliferation were observed between cells without stimulation and
Filgrastim treated for the M-NFS-60 lineage, demonstrating that maybe these assays
not be the most suitable for potency assays with the cell line suggested by FE.
However, the lineage Kasumi-1, at the 48h time of stimulus, presented difference
between the different concentrations, presenting a significant regression and
correlation of 0,9 in the CFSE assay and only a tendency in the Pl assay. For both
lineages, in the assays of activation of the transcription factors from G-CSFR the
quantification of STAT3 and STATS with different doses of Filgrastim presented a
good correlation (R>>0,7) and with a visible relation concentration-answer. Finally,
the assays of proliferation by CFSE and cell cycle by Pl were standardized, but the
same were not able of presenting a concentration-answer in relation to the cells’
proliferation, being considered not suitable for potency testing of the Filgrastim. The
activation assays of factors of transcription has shown themselves with strong
tendencies to a concentration-answer, confirming the hypothesis that the MTT assay
sees for this biopharmaceutical, more the cell activation than the proliferation. Lastly,
was possible achieve all the goals of this work, such as development, establishment
and standardization of assays, remaining only the validation of these assays with the
reference pattern. The assays by flow cytometry with the staining of signaling factors
STAT3 and STATS have shown themselves promising to the potency verification of
the biopharmaceutical Filgrastim, just as the lineage Kasumi-1.

Keywords: Potency assay. Quality control. Filgrastim. MTT. Flow cytometry.
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1. INTRODUGAO

1.1. PREFACIO

A presente dissertacdo teve o objetivo de abordar a tematica a cerca do
controle de qualidade do biofarmaco Filgrastim. O medicamento contendo este
biofarmaco esta disponivel no Sistema Unico de Saude (SUS) no Brasil e é
considerado de alto custo. Sua utilizagdo € recomendada em casos de neutropenia
grave, com o objetivo de reverter esta situagdo o mais rapido possivel sem que haja
prejuizo a saude do paciente. Atualmente, o controle biolégico deste medicamento
nao é realizado no Brasil, visto esta necessidade e também a visualizacdo de
limitagbes nos métodos preconizados internacionalmente. Este trabalho teve como
objetivo padronizar o método internacionalmente aceito e desenvolver e padronizar
métodos por citometria de fluxo a fim de propor novas metodologias para o ensaio
de poténcia do medicamento contendo Filgrastim. Nos capitulos a seguir da
introducdo, pretende-se destacar aspectos que irdo contribuir para o entendimento

do desenvolvimento deste trabalho.

1.2. VIGILANCIA SANITARIA E OS MEDICAMENTOS NO BRASIL

A vigilancia sanitaria juntamente com a assisténcia a saude e a vigilancia
epidemioldgica constituem os pilares da saude. Enquanto a assisténcia a saude e a
vigilancia epidemiolégica se referem ao tratamento e acompanhamento da saude da
populagao, a vigilancia sanitaria tem como objetivos principais: normatizar, controlar
e fiscalizar os processos, produtos e insumos que potencialmente podem afetar a
saude do ser humano, logo, a importancia da vigilancia sanitaria é justificada por
suas agoes influenciarem diretamente na prevengao a riscos, na qualidade de vida e
nos direitos dos cidaddos em consumirem produtos seguros e eficazes (MELLO et
al., 1993; PIOVESAN, 2002).

Com a criagao de legislagdes especificas sanitarias no Brasil em relagéo a
medicamentos, como a Lei 5.991 de 17 de dezembro de 1973, sobre o controle
sanitario do comércio de drogas, medicamentos, insumos farmacéuticos e
correlatos; e a Lei 6.360 de 23 de setembro de 1976, a chamada Lei da Vigilancia

Sanitaria, surgiram conceitos e normas importantes para o pais acerca do tema
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(BRASIL, 1973, 1976), principalmente visando a qualidade dos produtos para saude
ofertados a populagao (ROZENFELD, 2000).

Em 1988 com a nova Constituicdo Federal Brasileira, foi estabelecido que a
saude é um direito social e seu cuidado uma competéncia comum da Unido, estados
€ municipios, além disso, na Constituicdo foi introduzido o conceito de direito do
consumidor, que no ano seguinte foi reforcado por uma legislagdo especifica, a Lei
de Defesa do Consumidor N° 8078/90 (CONNAS, 2007; MELLO et al., 1993),
fortalecendo ainda mais a legislagéo ja existente, a Lei 6.360, para protegcédo a saude
como um direito do cidadao (BRASIL, 1976, 1988, 1990a).

A regulamentagédo da Constituicdo Federal especifica para a area da saude
foi estabelecida pela Lei organica da Saude, a Lei 8.080 de 1990, que dentre outras
observagbes importantes, descreve a vigilancia sanitaria como um conjunto de
agdes voltadas principalmente para redugdo ou prevengdo dos riscos a saude,
capacidade de intervir em problemas sanitarios em relagédo a bens de consumo ou
prestacédo de servigos de saude (BRASIL, 1990b), sendo um dos principais produtos
para saude os medicamentos.

Juntamente com a definigdo de vigilancia sanitaria, esta mesma Lei (8080/90)
determinou os campos de atuagdao do SUS, que no seu 6° artigo determina a
formulacdo da Politica Nacional de Medicamentos (PNM) e atribui ao setor da
saude, a responsabilidade pela execucdo de acdes de assisténcia terapéutica
integral, inclusive a assisténcia farmacéutica (CONNAS, 2007), acordando com as
legislagdes anteriores, onde é formado um forte vinculo entre a vigilancia sanitaria e
o controle de medicamentos.

A PNM so6 foi instituida no pais em 1998, dez anos apds a Constituicdo
Federal, por meio da Portaria do Ministério da Saude N° 3.916, onde suas principais
finalidades sao: promogao do uso racional de medicamentos, acesso da populagéo
aos medicamentos considerados essenciais por meio da Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) e garantir a segurancga, eficacia e a qualidade
dos medicamentos, sendo uma das suas principais diretrizes a organizagdo das
atividades de vigilancia sanitaria dos medicamentos (BRASIL, 2002; CONNAS,
2007).

Os medicamentos contemplados na PNM séo divididos em grupos de acordo
com o bloco de financiamento do SUS ao qual fazem parte, esses grupos sao:

componente basico da assisténcia farmacéutica, composto pelos medicamentos
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destinados a atengcdo basica; componente estratégico, onde sao incluidos
medicamentos para doencgas infecciosas, endémicas ou negligenciadas, como por
exemplo malaria; e componente de medicamentos de dispensac¢ao especializado ou
excepcionais, que engloba os medicamentos de alto custo, para doengas raras ou
ainda para tratamento inserido na atengdo especializada, custeados parcialmente
pela esfera federal (BRASIL, 2002; CFF, 2010).

Desta forma, a vigilancia sanitaria, a assisténcia a saude e a PNM estao
diretamente interligadas, ja que a PNM prevé a qualidade dos medicamentos
distribuidos e comercializados no Brasil, e que por outro lado, as atividades
sanitarias sobre produtos farmacéuticos necessitam ser regulamentadas por uma
autoridade nacional competente em vigiléncia sanitaria. Essa autoridade € a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (CONNAS, 2007; WHO, 2007), que
exerce sua atividade através do controle de qualidade de medicamentos, atribuidos
aos laboratdrios centrais (LACENSs) e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS). Segundo Piovesan (2002), os medicamentos sado considerados
um dos principais produtos relacionados a assisténcia a saude e mais relevantes em
relacéo a vigilancia sanitaria, destacando a importancia de a¢des sobre o controle de
qualidade destes produtos (PIOVESAN, 2002).

Apesar de existir legislagdo brasileira para o controle de qualidade de
medicamentos em circulagdo no Brasil e a PNM ter a qualidade de medicamentos
como uma das suas principais diretrizes, os chamados biomedicamentos
(compostos por biofarmacos) que fazem parte do componente especializado da
assisténcia farmacéutica, passaram a possuir legislagdo especifica somente em
2005 com a Resolugéo da Diretoria Colegiada da ANVISA (RDC) n° 315, revogada
mais tarde pela RDC 49/2011 (ANVISA, 2011). No entanto, os biofarmacos
comercializados no Brasil nao estdo contemplados a cerca do seu controle de
qualidade por essa RDC, logo, a vigilancia sanitaria em relagdo a este tipo de

produto ainda se apresenta insuficiente a respeito de legislagdes especificas.
1.3. BIOFARMACOS E SEU CONTROLE DE QUALIDADE
Medicamentos sao aqueles produtos farmacéuticos tecnicamente obtidos ou

elaborados com finalidade de diagnostico, cura ou profilatico (BRASIL, 1973). Estes

podem ser produzidos a partir de diferentes substancias farmacologicamente ativas,
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como farmacos, produtos biolégicos ou biofarmacos (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012; MORAIS; AUGUSTO; CASTILHO, 2008), além de conter
substéncias sem atividade farmacolégica como: conservantes, diluentes,
aglutinantes, estabilizantes, dentre outros (AULTON, 2005).

O termo “farmaco” é bastante amplo e pode ser utilizado para diversos
produtos terapéuticos, mas que tipicamente se refere a substancias obtidas através
de sintese quimica ou através da fermentagao classica (como a penicilina), ou ainda,
por fonte natural (ex. Paclitaxel). Ja a nomenclatura “produtos biolégicos” se refere
aos produtos terapéuticos derivados de organismos vivos, incluindo neste grupo:
vacinas, hemoderivados, extratos de maneira geral, extratos alergénicos e tecidos
(GEIGERT, 2004).

O termo “biofarmacos” surgiu no inicio dos anos 80 juntamente com a
aprovagao do primeiro produto, a insulina humana recombinante (GEIGERT, 2004;
WALSH, 2005), sendo os biofarmacos considerados quaisquer substancias obtidas
a partir do uso de biotecnologia com finalidade terapéutica ou diagnéstica. Os
biomedicamentos ou em inglés “biopharmaceuticals” sdo os produtos tecnicamente
obtidos ou elaborados possuindo como ativo principal um biofarmaco (GEIGERT,
2004; MORAIS; AUGUSTO; CASTILHO, 2008; WHO, 2007). Sao considerados
biofarmacos: horménios, citocinas, enzimas, hemoderivados, imunoglobulinas e
fatores de crescimento, quando obtidos por processos biotecnolégicos (MORAIS;
AUGUSTO; CASTILHO, 2008; WHO, 2007). A classe de biofarmacos que inclui as
proteinas terapéuticas obtidas com o uso da técnica do DNA recombinante
corresponde ao maior grupo de biofarmacos aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) e consequentemente uma das classes mais utilizadas
mundialmente (GEIGERT, 2004).

Diferentemente dos medicamentos sintéticos, compostos por moléculas
consideradas pequenas e de simples caracterizacao fisico-quimica, os biofarmacos
sao moléculas complexas e a maioria deles possui alto peso molecular, com dificil
caracterizagao fisico-quimica e biolégica, com processo de produgdo complexo e
consequentemente apresentam maiores taxas de heterogeneidade (SEKHON,
2010).

Cerca de 250 milhdes de pessoas no mundo utilizam ou ja utilizaram
biofarmacos, e cada biofarmaco excede o gasto de mais de 1 bilhdes de dblares ao
ano no mundo (GEIGERT, 2004; WALSH, 2005). No Brasil, os biofarmacos fazem
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parte do componente especializado da assisténcia farmacéutica, que em 2005
levaram o SUS a custear 1,92 bilhdo de reais nao previstos no orgamento
(BRANDAO et al., 2011) e que em 2016, os gastos somente na esfera federal com o
componente especializado foram superiores a 500 milhdes de reais (BRASIL, 2016),
ja que atualmente os gastos com este tipo de medicamento sao divididos entre as
esferas.

Os altos gastos com este tipo de medicamento séo justificados pelo seu alto
custo na producdo e armazenamento, uma das suas principais desvantagens
(SETO, 2004). Além disso, outras desvantagens incluem: risco de aumento da
imunogenicidade, estrutura molecular critica, dificuldade em estimar sua poténcia,
alta heterogeneidade na producado, potencial risco de transmissdo de infecgdes
presentes na cultura, entre outros (GEIGERT, 2004; GUPTA et al.,, 2017,
SCHELLEKENS, 2002).

Apesar das suas desvantagens, o surgimento dos biofarmacos apresentou
possiveis solu¢cdes para doengas que até o momento eram tratadas apenas com
medicamentos paliativos insuficientes, ou tratamentos com produtos biolégicos com
altas taxas de efeitos adversos ou ainda, alternativas para doencas que néo
possuiam tratamento algum (MADEIRA, 2013).

Com o advento da biotecnologia surgiram novas solugbes e até o
aprimoramento das alternativas presentes, como exemplo, a diabetes tipo | deixou
de ser tratada com a insulina extraida do pancreas suino para dar lugar a insulina
humana recombinante, com menos efeitos adversos, sem a utilizacdo de animais,
prevencao de doengas que poderiam ser transmitidas entre espécies distintas e a
possibilidade de menos aplicagdes da insulina diariamente devido a possibilidade de
modificagdes na formulacdo e estabilidade do bioproduto (GEIGERT, 2004,
MADEIRA, 2013).

As maiores vantagens dos biofarmacos em relagao a obtengado dos produtos
de fonte natural (extracdo de fontes humanas ou animais) sdo: produgéo
relativamente facil e de forma ilimitada; menor risco de contaminagao associadas as
fontes de extragdo, como por exemplo o fator VIII que era inicialmente obtido do
sangue humano e poderia estar contaminado com alguns virus como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV); a quantidade de biofarmacos produzida por
biotecnologia € superior ao obtido de fontes naturais e a maioria dos biofarmacos

possui melhores resultados quando comparado ao produto natural equivalente
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(GEIGERT, 2004; MORAIS; AUGUSTO; CASTILHO, 2008). A possibilidade de
modificagdes estruturais pds-tradugcdo garantem aos biofarmacos melhoras
especificas em relacdo a proteina natural, sendo as modificagcbes mais usuais a
glicosilacéo, fosforilagéo, acetilagédo, entre outras (WALSH; JEFFERIS, 2006).

A glicosilagdo corresponde a uma das modificacbes poés-tradugcdo mais
comum, porém uma das mais complexas. Mais de um tergo dos biofarmacos séo
glicoproteinas, sendo que a glicosilagdo tem importante papel na funcionalidade da
proteina, conforme apresentado no Quadro 1 (WALSH; JEFFERIS, 2006).

Quadro 1. Os principais efeitos da adi¢gdo de glicocomponente nos biofarmacos.

Papel / Efeito Explicagdo
Dobramento da A glicosilacdo pode afetar a estrutura secundaria da proteina e contribuir para o dobramento da
proteina cadeia polipeptidica.
Alvo da proteina QO glicocomponente pode participar no direcionamento da proteina para seu objetivo final.

O teor de carboidratos dos anticorpos pode influenciar na ligagéo acs receptores Fc de

Reconhecimento o d -
monacitos e na interagdo com o componente C1q.

Por exemplo, a cadeia lateral de carboidratos das gonadotrofinas é essencial para a ativagéo do

Btifdasebiclogies sinal de transducéo desta molécula.

As cadeias laterais de aclcar podem estabilizar uma glicoproteina como melhorando a

Esketillidais solubilidade, a protecdo contra protedlise e aumento da estabilidade.
Grandes quantidades de &cido sialico podem aumentar a meia-vida plasmatica de uma
Regulag¢ao da meia- glicoproteina. A exposicao de residuos de galactose podem diminuir a meia-vida plasmatica. A
vida da proteina N-glicosilagdo comum de leveduras € do tipo manose alta, oque leva a uma rapida remoc¢ao da

circulagao.

Algumas modificagdes estruturais por glicosilagao, principalmente derivadas de plantas como

Imunogenicidade : = ; 657 i
xilose, sdo altamente imunogénicos em mamiferos.

Adaptado de (WALSH; JEFFERIS, 2006).

A modificagdo pode estar relacionada ao organismo produtor da proteina,
como a glicosilagédo € associada a produgao do biofarmaco em células eucarioticas,
ou ainda para melhora na agao, como por exemplo, a substituicdo de cisteina por
serina na molécula de Interleucina-2 (IL-2) recombinante prevenindo a perda de
ligagdes disulfeto, relacionadas com a estabilidade quimica da molécula (GEIGERT,
2004; MORAIS; AUGUSTO; CASTILHO, 2008).

Outras modificagcbes podem ser realizadas através de uma reagao quimica
direta ou uma reagao enzimatica com o objetivo de melhoramento do biofarmaco.

Uma das modificagdes mais utilizadas € a adigcdo do grupamento polietilenoglicol
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(PEG) de forma covalente. A chamada PEGlacao pode reduzir a imunogenicidade, a
protecdo contra degradacdo proteolitica e o aumento do tempo de agédo do
biofarmaco através do aumento de tamanho da molécula (DEFREES et al., 2006;
WALSH; JEFFERIS, 2006; YANG; KIDO, 2011).

Diversas espécies podem ser utilizadas como produtores de biofarmacos in
vitro como: bactérias, células de mamiferos, leveduras, células de insetos e células
de plantas. A escolha do organismo produtor depende basicamente de dois fatores:
a necessidade de producdo de uma molécula modificada ou a particularidade da
molécula. Cada organismo tera um processo de produgao especifico e controlado,
no qual o biofarmaco podera sofrer modificacbes estruturais de acordo com o
organismo produtor, e por este motivo, os biofarmacos produzidos em organismos
diferentes sdo considerados produtos distintos (AVIS; WAGNER; WU, 1999;
LORENCE, 2012; SEKHON, 2010).

O Filgrastim, por exemplo, € o Fator estimulador de colonias de granulécitos
(G-CSF) recombinante produzido por Escherichia coli (E. coli) geneticamente
modificada e ndo € glicosilado, ja o Lenograstim € o G-CSF recombinante produzido
em células de Ovario de hamsters chinés (CHO) e é glicosilado, neste caso, a
diferenga estd no organismo produtor que apenas pela glicosilagdo, gera um
biofarmaco diferente. Esta adicdo aumenta a atividade biolégica e estabilidade do
produto, porém, n&o é possivel produzir o Lenograstim em um biorreator contendo
E.coli justamente devido a particularidades da molécula que ndo sdo supridas por
este organismo produtor (HOGLUND, 1998; ONO, 1994).

Os processos de produgcao de biofarmacos sdo mais complexos que os de
sintese quimica, pois envolvem o uso de diversas tecnologias, desde processos de
bioreagdo sofisticados com extenso controle de qualidade da cultura e do
bioproduto, sistemas de purificacdo de alta eficiéncia, como a cromatografia, e
necessidade de controle de qualidade com técnicas complementares, ja que um
unico ensaio ndo € capaz de comprovar a qualidade do produto (BRAVERY et al.,
2013; MADEIRA, 2013). Além disso, demandam conhecimento especializado, sendo
0s processos mais comuns de obtencdo de biofarmacos a tecnologia do DNA
recombinante e a tecnologia de hibridomas (WHO, 2007).

A obtencao de biofarmacos com o uso da tecnologia do DNA recombinante é
a mais usual e, se inicia através da produg¢ao de um vetor de DNA, a sua introdugao

em células especificas, a selecdo do clone celular ideal e a expansdo do mesmo
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para produgédo do biofarmaco, seguido pela recuperagao do produto, purificagdo e
formulacdo do produto final, conforme exemplificado na Figura 1 (MELLSTEDT;
NIEDERWIESER; LUDWIG, 2008; WALSH, 2005). Estes processos de producéo da
expressao da proteina até o biofarmaco purificado e concentrado sao divididos em:
processos upstream, que engloba a clonagem e expressao da proteina, e
downstream, que englobam os processos de concentragao e purificagdo do produto
(MORAIS; AUGUSTO; CASTILHO, 2008).

Figura 1. Esquema de produgédo de proteinas recombinantes.

Clonagem e Expressao da Proteina
Clonagem no vetor de DNA Tranferéncia para célula hospedeira
DNA Expresséo e selegdo do clone
fonte
(=
5 D (55
[=)
DNA Alvo
Possivelmente a mesma Provavelmente um Sistema de expressao
sequéncia génica vetor diferente celular diferente
Producao, purificacdo e validagcao da proteina
Expansao Produgao celular Recuperagio por filtragdo  Purificagio por varias Caracterizagéo e
celular em bioreatores ou centrifugagio etapas cromatograficas estabilidade
; . j [ Biofarmaco
Purificado
linhagem celular, meie  Diferentes condigBes Diferentes condi¢des Diferentes processos Diferentes métodos, reagentes,
de cultura, diferentes no bioreator de operacdo de separagao e eluicdo e padrdes de referéncia
métodos de expansdo

Adaptado de (MELLSTEDT; NIEDERWIESER; LUDWIG, 2008).

A produgao de biofarmacos é regida pelas Boas praticas de fabricagcdo (BPF)
especificas que sao diferentes das BPFs dos farmacos obtidos por sintese quimica,
sendo os topicos de maior importancia: um banco de células conhecido e bem
caracterizado; extremo controle das condi¢cdes de cultura celular ou na fermentacgao;
validagao de todas as etapas de isolamento e purificacido; controle de qualidade das
etapas de inativagdo viral e remogdao de DNA e acidos nucleicos relacionados ao

organismo produtor, estes ultimos fatores s&o de extrema relevancia, pois os
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biofarmacos sao produzidos em organismos vivos passiveis de contaminacao (AVIS;
WAGNER; WU, 1999; GEIGERT, 2004; MORAIS; AUGUSTO; CASTILHO, 2008).

O controle de qualidade na biotecnologia € extremamente importante, pois se
baseia no uso de organismos vivos e na maioria dos casos, estes produtos
biotecnolégicos tem uma grande relevancia para manutencdo da vida humana
(GARNICK; SOLLI; PAPA, 1988; ROFAIL et al., 2012; SKRLIN et al., 2010). Este
tema a respeito do controle de qualidade rigoroso de bioprodutos comegou a ter
destaque em 1901 apds criangas terem falecido por receberem um soro antidiftérico
contaminado com o bacilo tetanico (a causa foi um cavalo produtor infectado). Ainda
destacando a problematica na produgéao in vitro, temos o exemplo da vacina Salk
contra poliomielite nos anos 60, produzida em células de rim de macaco que
estavam contaminadas com o virus simian 40 (SV40), descrito como carcinogénico
em hamsters e potencialmente perigoso para humanos (GEIGERT, 2004).

Além dos biofarmacos serem de origem biolégica, estao relacionados a uma
outra questdo: sdo formulagdes estéreis, pois s&o preparagdes de uso injetavel,
exigindo um controle de qualidade ainda mais rigoroso e maiores cuidados pods-
produgao, principalmente na esterilizagdo e estocagem deste tipo de medicamento,
gue em sua maioria exige temperatura refrigerada (WHO, 2007). Sendo assim, a
formulacéo final dos biofarmacos esta sujeita a ensaios para controle de qualidade
comuns a medicamentos injetaveis como: teste de esterilidade, ensaio de pirogénio,
teste de micoplasma, teste de contaminacdo de DNA e de contaminacéo viral, além
dos ensaios de controle de qualidade especificos de cada biofarmaco (AVIS;
WAGNER; WU, 1999; BRASIL, 2010).

Segundo o FDA, devido as particularidades dos biofarmacos, seu controle de
qualidade deve ser realizado em dois grandes momentos: durante todas as fases de
producao e no produto final. Este controle inclui a caracterizagao fisica, quimica e
bioldgica, pois a produgao, purificacdo e formulacao final estdo sujeitas a variagbes
da qualidade devido as inumeras etapas de produgéo, ao uso de biotecnologia e de
organismos vivos (GEIGERT, 2004; WALSH, 2005). O controle de qualidade do
produto final é tipicamente determinado pelo seu processo de fabricagdo e também
pelo mecanismo de acdo do biofarmaco, diferentemente dos medicamentos
sintéticos nos quais de maneira geral, o controle de qualidade se resume a

quantificac&do do teor e a ensaios acerca da forma farmacéutica (WHO, 2007).



29

1.4. O MEDICAMENTO FILGRASTIM

O Filgrastim (r-met HU G-CSF) é um biofarmaco que compde um
medicamento que faz parte da lista de produtos adquiridos pelo SUS e esta entre os
imunobiolégicos importados e de alto custo, incluido no Programa de Medicamentos
Excepcionais. Em um estudo brasileiro, foi demonstrado que a classe de citocinas, a
qual o biofarmaco Filgrastim pertence, ocupa o terceiro lugar no ranking de
medicamentos com maior custo por individuo para o Ministério da Saude
(BRANDAO et al., 2011).

O medicamento Filgrastimé obtido a partir de um biofarmaco, ou seja, uma
proteina recombinante humana altamente purificada baseada no fator estimulador
de colénias de granulécitos (G-CSF) (CRAWFORD et al., 1991), esta citocina tem
agao principal em granulécitos, através de um receptor especifico (SOUZA et al.,
1986).

1.4.1. Fator estimulador de colénia de granuldcitos (G-CSF) e os neutrofilos

Fatores Estimuladores de Coldnias em inglés “Colony Stimulating Factors”
(CSFs), também chamados de Fatores de Crescimento Hematopoiético, sao
citocinas que atuam na regulacéo de células que s&o produzidas na medula 6ssea e
que atuam no sangue periférico e demais tecidos (BATH; SPRIGG, 2006). Estes
fatores (CSFs) sdo considerados cruciais para a sobrevivéncia, proliferagao,
diferenciagdo, maturacdo e ativagdo funcional de células hematopoiéticas
(FRANCISCO-CRUZ et al., 2013).

A primeira descrigdo de fatores estimuladores de colbnia foi realizada em
1906 por Carnot e Deflandre (apud (BIERMAN, 1964), quando se acreditava que o
proprio soro humano possuia uma atividade de estimulacdo a proliferacao de
células. Ja em 1964, Bierman descobriu que nao era o soro, mas sim um
componente contido neste que possuia o efeito de estimular a proliferacédo de
leucdcitos, intitulando-o como Leucopoetina G, gerando um questionamento sobre a
existéncia e o envolvimento de outros fatores de estimulacido de proliferacdo celular
contidos no soro (BIERMAN, 1964).

Ainda nos anos 60, dois grupos de pesquisadores independentes isolaram

uma substancia da medula éssea de camundongos e humanos, que era capaz de
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estimular a proliferagcdo de células em cultura (BRADLEY; METCALF, 1966;
ICHIKAWA; PLUZNIK; SACHS, 1966). Mas somente nos anos 80, Nicola e
colaboradores conseguiram purificar um dos fatores estimuladores de colbénia, o G-
CSF (Granulocyte- Colony Stimulating Factor), por cromatografia, e determinar a
sequéncia de aminoacidos (NICOLA et al., 1983), o que possibilitou mais tarde a sua
producao de forma recombinante (SOUZA et al., 1986) e seu uso como produto
farmacéutico, sendo o primeiro biofarmaco contendo G-CSF denominado Filgrastim
(GABRILOVE et al., 1988).

O G-CSF (Granulocyte- Colony Stimulating Factor), também conhecido como
CSF 3, é uma glicoproteina com peso molecular de 18 — 22 kDa composta por uma
unica cadeia polipeptidica de 174 ou 177 aminoacidos, com ponto isoelétrico (pl) 5,5
— 6,1, e configuragao estrutural polipeptidica em 4-a hélice, conforme exemplificado
na Figura 2, ligadas por pontes de dissulfeto, glicosilada no residuo de treonina 133
(BARREDA; HANINGTON; BELOSEVIC, 2004).

Figura 2. Representacao estrutural da citocina G-CSF.

Adaptado de (LAYTON; HALL, 2006).

O G-CSF natural é codificado geneticamente no cromossomo 17, nas
posicdes q 21 e 22, contendo cinco éxons e quatro introns ocupando uma area de
2,5 kB, que codificam duas isoformas: A com 177 aminoacidos e B com 174
aminoacidos. A isoforma B, esta relacionada a maior atividade biologica e € base do
medicamento Filgrastim (BARREDA; HANINGTON; BELOSEVIC, 2004; GASCON,
2011; HAMILTON, 2008; METCALF, 1998).
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No organismo de mamiferos, esta citocina € produzida principalmente por
células endoteliais, mondcitos, fibroblastos e células estromais, atuando
especificamente sobre células da linhagem granulocitica, promovendo entre outros:
a expansao, diferenciacdo e maturacédo de neutrdéfilos; migragdo desses da medula
Ossea para a corrente sanguinea; além da ativacdo destas células, sendo assim,
esta citocina é fundamental para a hematopoiese e para a resposta imune, visto sua
relagdo com os granulécitos. Estas agbes estdo representadas na Figura 3
(BARREDA; HANINGTON; BELOSEVIC, 2004; BENDALL; BRADSTOCK, 2014a;
STEWARD, 1993).

Figura 3. Principais acdes enddgenas da citocina G-CSF em diferentes células do organismo.
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Adaptado de (EYLES et al., 2006).

Os neutréfilos ou granuldcitos, as principais células responsivas ao G-CSF,
séo as células mais abundantes no sangue, representando cerca de 50-75% do total
de leucdcitos circulantes (ABBAS; LICHTMAN; PILLAIS, 2011; FUTOSI; FODOR,;
MOCSAI, 2013). Estas células sdo provenientes da medula 6ssea a partir da

linhagem mieldide e por este motivo compartiham de algumas caracteristicas
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comuns a outras células mieldides como macrofagos e mastécitos (FUTOSI;
FODOR; MOCSAI, 2013).

Os neutrdfilos sédo células de vida curta, que a menos que sejam ativadas por
algum estimulo (microbiano ou inflamatério) s6 sobrevivem por um curto periodo de
tempo na corrente sanguinea e posteriormente entram em apoptose espontanea.
Apresentam morfologia nuclear condensada e multilobular, além de conter um
grande numero de granulos e vesiculas no seu citoplasma, sendo estas as
caracteristicas que as determinam como células polimorfonucleares (FUTOSI;
FODOR; MOCSAI, 2013; KYONO; COATES, 2002).

Diversos disturbios estdo associados aos neutrofilos, uma das principais
alteracdes € a neutropenia (KYONO; COATES, 2002). A neutropenia é uma
condigao clinica caracterizada pela diminuicdo de neutréfilos/granulécitos (< 1500
células por mm?3) no sangue, que esta diretamente relacionada com o aumento do
risco a infecgbes. Este aumento de risco a infecgbes esta presente tanto em adultos
como em criangas com neutropenia idiopatica, ciclica ou congénita, na anemia
aplastica, na infecgdo por HIV, entre outras doencgas, além de ser observada
também apds ciclos de tratamento por quimioterapicos depressores da medula
0ssea, sendo fundamental o aumento do numero dessas células para recuperagao
do individuo (AAPRO et al., 2011; BENDALL; BRADSTOCK, 2014b; CRAWFORD et
al., 1991; KYONO; COATES, 2002).

A regulagdo da producdo e estimulacdo de neutrdfilos é de extrema
importancia para os diversos quadros clinicos néo infecciosos citados, € a mesma
pode ser efetuada através de citocinas como G-CSF, GM-CSF (Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) e M-CSF (Macrophage colony-stimulating
factor), em especial o G-CSF, conforme exemplificado na Figura 4. O mesmo
acontece em quadros infeciosos, onde através do estimulo por citocinas e outros
fatores ha um aumento do numero de neutrdfilos, portanto, o uso de citocinas
recombinantes, como do G-CSF recombinante (Filgrastim) podem ser considerados
uma importante ferramenta terapéutica para as doengas em que ha quadros de
neutropenia (AAPRO et al.,, 2011; BARREDA; HANINGTON; BELOSEVIC, 2004;
STEWARD, 1993).
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Figura 4. Demonstragao integrada da ativagao da granulopoiese através de um estimulo microbiano

com o aumento da producédo de G-CSF.
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Bactérias gram-negativas (PAMPs) que superam as barreiras de defesa locais, obtém acesso a
circulagdo sistémica e consequentemente sao detectados por receptores Toll-like 4 (TLR4) de células
nao-hematopoiéticas através do reconhecimento de Padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs), indicando assim um estado de emergéncia. A transdugao de sinal de TLR4 em células nao-
hematopoiéticas resulta na expressao e secrecdo de grandes quantidades de G-CSF. Na medula
Ossea, o G-CSF atua em diferentes estagios da linhagem granulocitica via receptor de G-CSF (G-
CSFR), agindo em células tronco-hematopoéticas (HSC), células progenitores de mieloides (CMP),
progenitores de granuldcitos-macréfagos (GMP) e progenitores de granulécitos (GP). Além de efeitos
anti-apoptéticos e microbicidas em neutréfilos maduros, o G-CSF também estimula a mobilizagédo de
células da medula 6ssea para periferia e promove a proliferagao de células progenitoras mieloides e a
diferenciagdo granulocitica, o que resulta na geracdo melhorada de neutréfilos e no aumento da
producao destas células na medula éssea. Adaptado de (MANZ; BOETTCHER, 2014).
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Os neutrdfilos sao células que participam das fases iniciais das reacdes
inflamatoérias e na resposta imune contra microorganismos patogénicos como
bactérias e fungos, através da expressdo de um grande numero de receptores de
superficie, sendo eles: de reconhecimento inato (através da interagcdo com
estruturas conservadas de microorganismos), receptores capazes de reconhecer o
ambiente inflamatério, ou ainda receptores ligados a ativagdo da resposta imune
adaptativa, alguns dos receptores mais estudados estdo listados no Quadro 2
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAIS, 2011; BARREDA; HANINGTON; BELOSEVIC, 2004;
BENDALL; BRADSTOCK, 2014b; FUTOSI; FODOR; MOCSAI, 2013; STEWARD,
1993) .

Quadro 2. Os receptores presentes nos neutréfilos de maior importancia.

Acoplados a proteina G | Do tipo Fc De adesao De citocinas Da |r;1nl..::|adade
Receptor formil-peptideo: Receptor Selectinas e Tipo I: IL-4R; IL- Receptores tipo
FPR1; FPR2; FPR3; Fecy : FoyRlI; ligantes : L- 6R; IL-12R; IL- Toll: TLR1; TLRZ;
FoyRIA; selectina; 15R; G-C5FR; TLR4; TLRS:
Receptores FcyRIIB; PSGL-1, GM-CSFR; TLRE; TLRS;
quimioatraentes classicos: FcyRIIB; TLRS;
BLT1; BLTZ, PAFR; Integrinas: Tipo II: IFNAR;
ChaR; Receptores | LFA-1; Mac-1; IFNGR; IL-10R; Lectinas tipo C:
Foa: FocaRl VLA-4; Dectina-1;
Receptores de Familia IL-1R: IL- Mincle; MDL-1;
quimiocinas: CXCR1; Receptores 1R1; IL-1RI; IL- Mcl; CLEC-2;
CXCR2, CCR1; CCR2Z; Fce: FceRl; 18R;
FceRll; Receptores tipo
Familia TNFR: NOD: NODZ;
TNFR1; TNFR2; NLRP3;
Faz; LTBR,; RANK,
TRAIL-RZ; TRAIL- Receptores tipo
R3; RIG: RIG -1;
MDAS;

adaptado de (FUTOSI; FODOR; MOCSAI, 2013).

Diversos trabalhos apontam o G-CSF e o seu receptor especifico, o0 G-CSFR
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor Receptor), com papeis fundamentais na
producdo e estimulagado de neutréfilos (LIESCHKE et al., 1994; LIU et al., 1996;
MANZ; BOETTCHER, 2014) tanto em um estado de homeostase/ estavel ou de
equilibrio (definido como infegéo local), quanto em um estado de granulopoiese de
emergéncia, este ultimo, caracterizado por Manz e colaboradores em 2014 como

estado em que ha uma nova geragdo de neutrdfilos resultante do aumento das
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células progenitoras mieldides na medula Ossea em resposta a alteragdes
sistémicas disseminadas (MANZ; BOETTCHER, 2014).

Apesar do resultado final ser o mesmo, ou seja, 0 aumento do numero de
neutrofilos circulantes, a ativagcdo do receptor G-CSFR ¢é diferenciada conforme
mostrado na Figura 5. Quando o estimulo de G-CSF é aumentado, decorre um
consequente aumento do fator proliferativo (C/EBP-B)', superando o efeito anti-
proliferativo (C/EBP-a)' e assim resultando em uma resposta com maior numero de
granulécitos produzidos e estimulados (MANZ; BOETTCHER, 2014; PANOPOULOS;
WATOWICH, 2008).

Figura 5. Representacdo da granulopoiese “estavel” e da granulopoiese de emergéncia com
sinalizagao diferencial dependendo da quantidade de G-CSF a qual o receptor é exposto.
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(a) O principal regulador transcricional da granulopoiese em estagio estacionario é a proteina
C/EBPaq, esta, conduz a expressdo de genes que codificam proteinas que sdo necessarias para a
proliferagdo de progenitores mieloides e diferenciagdo granulocitica, incluindo o receptor (G-CSFR)
que é codificado por CSF3R. No entanto, C/EBPa simultaneamente restringe o excesso de
proliferagéo, inibindo a expressdo de genes que s&o necessarios para a progressao do ciclo celular
(MYC, CDK2 e CDK4). As vias de sinalizagao da granulopoiese estavel ndo sdo bem compreendidos.
(b) Durante a granulopoiese de emergéncia, os niveis de G-CSF estdo aumentados. A sinalizagédo de
G-CSFR através de Jak leva a translocacao nuclear de STATs fosforiladas que estimula diretamente
a expressao dos genes que codificam MYC e o principal regulador transcricional de granulopoiese de
emergéncia C/EBP, este estimula diretamente a transcricdo MYC e também substitui C/EBPa no
promotor MYC por meio da competicdo pela ligagdo, levando assim a inibicdo da repressao
transcripcional que C/EBPa exerce na expressao MYC. Como resultado, os efeitos proliferativos de
C/EBPp superam os efeitos antiproliferativos de C/EBPa, resultando em maior proliferacdo de células
progenitoras mieloides e geragcao de neutrdfilos. adaptado de (MANZ; BOETTCHER, 2014).

1 C/EBPs (CCAAT/enhancer binding proteins) sdo uma familia de fatores de transcrigdo envolvidos na
proliferagcéo e diferenciagdo de diversas células, incluindo células mieléides (RAMJI; FOKA, 2002).
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Os efeitos bioldégicos do G-CSF, conforme citado anteriormente, sao
mediados através de um receptor especifico de alta afinidade, o G-CSFR
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor Receptor) (KENDRICK; BOGOYEVITCH,
2007).

1.4.2. O receptor do fator estimulador de col6nia de granulécitos (G-CSFR) e sua

sinalizagao

O receptor de G-CSF, o G-CSFR, é expresso na linhagem granulocitica,
desde células mieloblasticas até em neutréfilos maduros, logo a agéo seletiva do G-
CSF na linhagem mieloide tem sido atribuida a esta expresséao restrita (KENDRICK;
BOGOYEVITCH, 2007). Este receptor também esta presente em outras células,
como células de linhagens tumorais HL-60 e M-NFS-60 originadas de leucemias
mielociticas. Em neutréfilos humanos maduros acredita-se que haja de 200 a 1000
receptores G-CSFR por célula (BARREDA; HANINGTON; BELOSEVIC, 2004), onde
sua principal funcao é transmitir sinais para expansao, diferenciacéo e sobrevivéncia
destas células (KENDRICK; BOGOYEVITCH, 2007). Em estudo avaliando a
auséncia deste receptor, animais geneticamente modificados apresentaram grave
neutropenia e maior suscetibilidade a infe¢des (LIESCHKE et al., 1994),
evidenciando a sua relevancia.

Este receptor, também conhecido com CD114, €& wuma proteina
transmembranica, com peso molecular de aproximadamente 130-150 kDa, membro
da familia classe | de receptores de citocina hematopoéticas, sendo um receptor
homodimérico. E codificado por um Unico gene, localizado no cromossomo p35 -
p34, incluindo dezessete éxons que ocupam uma area de 16,5 kB. A parte
extracelular do receptor possui quatro residuos de cisteina e se divide em dominios
como: semelhante a imunoglobulina (/g-like ou Ig) ou D1, homélogo ao receptor de
citocina (CHR) ou D2 e D3, trés semelhantes a fibronectina tipo Ill (FN /ll) ou D4 a
D6 e um complexo WSXWS2. Intracelularmente, o receptor possui um dominio a-
helicoidal hidrofébico, onde se ligam as janus cinases (Jaks) e outras moléculas
conforme representado na Figura 6 (KENDRICK; BOGOYEVITCH, 2007;
METCALF, 1998; PANOPOULOS; WATOWICH, 2008; THOMAS; VADAS; LOPEZ,
2004; TOUW; PALANDE; BEEKMAN, 2013). Muta¢des nos dominios do receptor e

nas suas vias de sinalizacdo tem sido relatadas e podem levara uma resposta

2 Um pentapeptideo formado por triptofano, serina, um aminodacido qualquer e novaente triptofano e
serina (BAYNES; DOMINICZAK, 2015)
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deficiente ou exacerbada (LIONGUE; WARD, 2014).

Figura 6. Representacédo esquematica do receptor de G-CSF: Dominios importantes e vias de
ativagao do receptor.

Dominio semelhante a imunoglobulina

Dominio homélogo ao receptor de citocina
Complexo WSXWS

Semelhante a fibronectina tipo Il

Membrana plasmatica

N» STATS

704

| © ETED

Ponto de mutag&o

& GHP2
" e

e
SR>

|_,©
Ponto de internalizac o m
contendo dileucina 764 (SHC
¢ ore2
Y n—

SHP"

adaptado de (TOUW; PALANDE; BEEKMAN, 2013).

Assim como outros membros dos receptores tipo |, 0 G-CSFR pode ativar 3
principais vias de sinalizagdo: janus cinase (Jak/STAT - Janus kinase/ Signal
Transducer and Activator of Transcription), fosfatidilinositol-3 cinase/AKT (PI-3K/Akt
— Phosphoinositide 3-kinase - Protein Kinase B), proteina cinase ativada por
mitogeno (MAPK) e a via inibitéria do receptor SOCS 3 (Suppressor of cytokine
signaling 3), esta ultima, considerada um regulador negativo da granulopoiese
(BARREDA; HANINGTON; BELOSEVIC, 2004; FUTOSI; FODOR; MOCSAI, 2013;
KIMURA et al., 2004; TOUW; PALANDE; BEEKMAN, 2013).



38

O G-CSF se liga ao G-CSFR na proporgao 2:2, aparentemente no dominio
semelhante a imunoglobulina, esta ligacdo promove a homodimerizagao das cadeias
do receptor, pode ainda ocorrer ligagdo com outros dominios como D2 e D3
(homologo ao receptor de citocina), formando um complexo tetramétrico (LAYTON,;

HALL, 2006), conforme representado na Figura 7.

Figura 7. Representagdo do complexo de ligagado do receptor com a citocina G-CSF na proporgéo
2:2. Cada molécula de G-CSF (verde) esta envolvida na interagao com o receptor através do médulo
CRH (azul) e Ig (laranja).

adaptado de (LAYTON; HALL, 2006).

A via principal de sinalizacdo do receptor G-CSFR é JAK-STAT, onde
moléculas JAK ( Jak 1, Jak 2 e Tky 2, principalmente Jak 2) irdo fosforilar residuos
de tirosina, recrutando os fatores de transcricdo STATs (STAT 1, STAT 3 e STAT 5),
que também serao fosforilados pelas cinases da familia JAK associadas ao receptor.
Quando fosforilados e liberados da parte interna do receptor, as STATs se
dimerizam e no DNA, regulam a transcricdo do gene (FUTOSI; FODOR; MOCSAI,
2013; MANZ; BOETTCHER, 2014).

Foi observado, que Jak 1 esta associado a uma regiao proximal do receptor
G-CSFR, enquanto Jak 2 é recrutado somente apds a ativacao do receptor, sendo
um recrutamento tardio (FUTOSI; FODOR; MOCSAI, 2013; KENDRICK;
BOGOYEVITCH, 2007; PANOPOULQOS; WATOWICH, 2008). O mesmo é observado
com as STATs em relacdo a sua cinética, aparentemente, a STAT 3 permanece
ativada por um longo periodo (de horas até dias), ja a STAT 5 é observada sua
fosforilagdo apds 15 minutos e decai rapidamente apds este tempo (HERMANS et
al., 1999).



39

Alguns trabalhos apontam que a via das Janus cinase estaria envolvida em
duas formas de promover a granulopoiese: a “granulopoiese de equilibrio”
considerada a proliferagdo celular do estado homeostatico (para manutengdo do
numero de neutrodfilos circulantes) ou ainda, a proliferagao celular estimulada por um
processo inflamatério local; e a “granulopoiese emergencial” (LIESCHKE et al.,
1994; MANZ; BOETTCHER, 2014; PANOPOULOS; WATOWICH, 2008). A
granulopoiese estavel/ equilibrio ainda € pouco descrita, justamente pela sua
dificuldade de avaliagdo de forma isolada tanto in vivo quanto in vitro (MANZ;
BOETTCHER, 2014).

Conforme mostrado na Figura 5, quando ha um estimulo do receptor com
determinada concentracdo de G-CSF, considerada normal, a ativacdo da via de
sinalizagcdo pelas JAK-STATSs leva a ativacao do fator de transcricao de efeito anti-
proliferativo C/EBP-a que, como consequéncia, regula a proliferacdo dos
granulécitos (MANZ; BOETTCHER, 2014).

Em um processo infeccioso, o G-CSF associado a outras citocinas
inflamatorias como IL-1 ( interleucina 1) e TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa),
juntamente com o reconhecimento de PAMPS (Padrées moleculares associados a
patégenos), através dos TLRs (receptores do tipo Toll), amplificam a proliferagao
celular tanto através da estimulagado do neutréfilo por estas citocinas e vias quanto
através do aumento expressivo da producido de G-CSF, resultando em um estimulo
maior e constante do receptor de G-CSF. O receptor ativado recruta e fosforila
preferencialmente a STAT3, demonstrada por diversos autores sua relagdo com a
granulopoiese emergencial (PANOPOULOS et al, 2006; PANOPOULOS;
WATOWICH, 2008; ZHANG et al.,, 2010). A STAT3 pode se ligar diretamente ao
promotor Myc® ou acionar o C/EBP-f que se liga diretamente ao promotor
conduzindo a expressao do gene de proliferagdo, bem como a supressao da ligagcéao
de C/EBP-a ao promotor (BOETTCHER et al., 2014; CAIN et al., 2011;
PANOPOULOS; WATOWICH, 2008).

1.4.3. O Fator estimulador de colbénia de granulécitos recombinante, Filgrastim, e seu

controle de qualidade

O Filgrastim foi o primeiro medicamento a conter o biofarmaco fator
estimulador de colbnia de granuldcitos (G-CSF) recombinante. Mais tarde foram

3 Myc: Um gene regulador, a proteina codificada por este gene esta relacionada ao ciclo celular
(AMATI; LAND, 1994).
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langados outros biofarmacos tendo como base o Filgrastim, como por exemplo:
Lenograstim, produzido em células de mamifero e o PegFilgrastim, o Filgrastim
modificado pela adicdo de um grupo PEG (polietilenoglicol) (HOGGATT; PELUS,
2014; HOGLUND, 1998).

O Filgrastim, € uma proteina recombinante humana purificada, possuindo
uma unica cadeia polipeptidica com 175 aminoacios e peso molecular de 18.8 kDa,
sendo produzido através da E. coli geneticamente modificada através da tecnologia
do DNA recombinante (BRAVERY et al., 2013).

A diferenca entre o Filgrastim e o G-CSF natural é que o medicamento ndo é
glicosilado e 0 aminoacido terminal € a metionina, necessaria para expressao génica
em bactérias. Entretanto, esta diferenca n&o altera a capacidade do medicamento
em atuar no receptor especifico, o0 G-CSFR, sendo capaz de produzir o0s mesmos
efeitos do G-CSF natural (CRAWFORD et al., 1991; MORSTYN et al., 2001; ROFAIL
et al., 2012).

E descrito como uso clinico do Filgrastim para a reducdo da duragdo da
neutropenia que esta diretamente relacionada com o aumento do risco a infecgbes
(AAPRO et al.,, 2011; BENDALL; BRADSTOCK, 2014; CRAWFORD et al., 1991;
KYONO; COATES, 2002), também utilizado antes e/ou apds doses citotoxicas de
quimioterapicos, além de mobilizar células progenitoras em adultos ou criangas com
neutropenia idiopatica, ciclica ou congénita, na anemia aplastica, no tratamento da
neutropenia persistente na infeccao por HIV, entre outras doencgas. Portanto, é
considerado um importante medicamento de suporte a outros tratamentos e possui a
capacidade de aumentar a sobrevida do paciente indiretamente (AAPRO et al.,
2011; BARREDA; HANINGTON; BELOSEVIC, 2004; GASCON, 2011; STEWARD,
1993).

O mecanismo de acao deste medicamento € equivalente ao efeito da citocina
G-CSF natural, ja descrito anteriormente (item 1.4.1) (GASCON, 2011). A area sob a
curva do medicamento decai a niveis basais apds 72h e os efeitos adversos mais
relatados sdo: dores de cabeca, febre, dor nas costas, fraqueza, hipertensado e
laboratorialmente foi observado o aumento da atividade de Alanina
Aminotransferase (ALT) e fosfatemia (SVEIKATA et al., 2014), também foi relatada
intensa dor musculo-esquelética no local da aplicacéo, visto que sua administracéo
possa ser subcutanea ou intravenosa (CARVALHO et al., 2015; HEIL et al., 1997).
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O controle de qualidade deste medicamento é realizado através de ensaios
fisico-quimicos e ensaios biolégicos (USP PHARMACOPOEIA, 2015). Os ensaios
fisico-quimicos séo preferencialmente realizados por cromatografia liquida, devido
sua resolugdo na caracterizagédo e quantificagcdo de moléculas (LANCAS, 2009). No
caso deste medicamento, é padronizado através de compéndios internacionais o
peptide mapping, onde o biofarmaco é fracionado por processos digestivos e sua
identificacdo € realizada pelas sequéncias peptidicas observadas no cromatografo
de acordo com um padrdo de referéncia (PHARMACOPEIA, 2014; USP
PHARMACOPOEIA, 2015). Outros métodos cromatograficos e ensaios de
separagao como eletroforese, também sao relatados na literatura, mas ainda né&o
sdo utilizados oficialmente (CLOGSTON et al., 1992; CODEVILLA et al., 2005;
FARAJI et al., 2010; MIRE-SLUIS et al., 1996; MULINARI, 2012; VANZ et al., 2008).

Sendo o Filgrastim um biofarmaco de origem proteica, este & considerado
como uma molécula complexa, onde suas propriedades fisico-quimicas podem ser
demasiadamente extensas e de dificil confirmacao da estrutura de forma totalmente
confiavel. Por este motivo, o controle de qualidade fisico-quimico pode nao
representar sua real atividade biolégica. No entanto, ensaios biolégicos para o
controle de qualidade podem complementar a caracterizagdo do medicamento, pois
desta maneira é possivel avaliar a atividade biolégica do produto de forma mais
direta, como por exemplo através do ensaio de poténcia farmacolégica (MIRE-SLUIS
et al., 1996; SKRLIN et al., 2010; ZHANG, 2014).

A atividade terapéutica de um produto farmacéutico pode ser estimada por
ensaios de poténcia, que podem ser in vivo, in vitro, ou ambos, desde que seja
especifico e capaz de determinar a poténcia de um medicamento (FDA, 2008). O
objetivo final deste tipo de ensaio € prever sua atividade bioldgica, identificar os
parametros essenciais para a eficacia e qualidade do produto e controlar o processo
de fabricagao de tal forma que seja ofertado ao consumidor um produto de qualidade
com homogeneidade constante (BRAVERY et al.,, 2013). Uma das formas mais
comuns de realizacdo do ensaio de poténcia in vitro € o estabelecimento de uma
curva concentragao-resposta e a comparagdao de um padrao com o medicamento a
ser testado (PORAT et al., 2015).

Na literatura sdo descritos diversos ensaios para avaliacdo da poténcia do
Filgrastim utilizando animais de laboratorio como camundongos. Os animais

recebem altas doses de quimioterapicos e sao tratados com Filgrastim,
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posteriormente é estimada a proliferagdo de neutréfilos no sangue, em coelhos o
Filgrastim & administrado para estimativa de tolerancia deste farmaco injetavel
(CODEVILLA et al., 2004; CROBU et al., 2014; FRAMPTON; LEE; FAULDS, 1994;
LORD; WOOLFORD; MOLINEUX, 2001).

Atualmente, os ensaios descritos por entidades internacionais e aceitos sao
os métodos alternativos, que nao utilizam animais para o controle de qualidade
bioldgico do Filgrastim, como por exemplo os descritos na Farmacopéia Européia e
Americana (PHARMACOPEIA, 2014; USP PHARMACOPOEIA, 2015), mas que nao
s&o realizados no Brasil.

Ensaios in vitro, como em cultura de células, podem ser utilizados para
determinacdo da atividade bioldgica de citocinas, sendo estes mais sensiveis que os
imunoensaios, e sao até o momento a unica metodologia capaz de determinar a
atividade biolégica de uma amostra sem fazer o uso de um modelo animal
(BRAVERY et al., 2013; PORAT et al., 2015; ZHANG, 2014).

Sendo o principal modo de agdo do Filgrastim a proliferagdo e ativagao
celular, os ensaios in vitro para avaliagdo da poténcia farmacoldgica deste
biofarmaco se voltam para quantificacdo destes fendmenos. A determinagdo da
proliferagdo celular para o ensaio de poténcia do Filgrastim, segundo os
compéndidos oficiais, pode ser avaliada utilizando-se dois métodos oficiais
disponiveis: a metabolizagdo mitocondrial do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2 5-difenil-tetrazolio (MTT) (PHARMACOPEIA, 2014) ou o através do ensaio de
bioluminescéncia (USP PHARMACOPOEIA, 2015).

Ambos o0s ensaios se baseiam na atividade mitocondrial das linhagens
utilizadas tratadas com o medicamento e o padrédo de referéncia. Para a producao
de energia na forma de ATP, a mitocondria metaboliza ativamente o piruvato, um
produto da glicolise que é acoplado com a coenzima A para produzir acetil CoA na
matriz mitocondrial. A acetii CoA é também fornecida como um substrato a
mitocondria atravez do metabolismo de aminoacidos e oxidagdo de acidos graxos.
Uma vez na mitocondria, o acetil CoA, participa do ciclo do acido tricarboxilico (Ciclo
do TCA) onde ele reage com varias enzimas para produzir uma cadeia de substratos
e elétrons, resultando na produgdo de ATP. Umas destas enzimas € a succinato
desidrogenase, responsavel por uma conversdo enzimatica que fornece um par de
elétrons para ser utilizado na producado de ATP. Desta forma, podem ser avaliados

produtos, reagdes e enzimas que participam deste processo de produgao energética
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como forma de avaliagdo da proliferagao celular de forma indireta (KOLESNIKOV,
2016; MOSMANN, 1983; SCOTT; YOULE, 2010).

1.4.3.1. Ensaio de MTT

O ensaio in vitro para determinagdo da poténcia farmacolégica do Filgrastim
preconizado pela Farmacopéia Européia juntamente com a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) estabelece o uso de linhagens celulares responsivas a esta proteina
como a linhagem M-NFS-60, onde é avaliada a proliferagdo destas células frente a
diferentes concentragbes do medicamento empregando o ensaio de MTT (Sal
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio), estrutura  quimica
representada na Figura 8, sendo comparada sua resposta com o padrdo deste
medicamento (HAMID et al., 2004; PHARMACOPEIA, 2014; TSUCHIYA et al., 1986;
VAN DE LOOSDRECHT et al., 1994).

Figura 8. Estrutura do sal MTT na sua forma integra.

Adaptado de (BARAHUIE et al., 2014).

O ensaio do MTT €& um teste que pode ser realizado com diferentes
finalidades e seu estabelecimento amplia as opc¢des de possibilidades do uso em
controle de qualidade de medicamentos para o laboratério que a dispbde. As
principais utilizacbes do ensaio de MTT s&o para avaliar a citotoxicidade ou para
estimar a proliferagdo celular, este ultimo como objetivo do ensaio para o
medicamento Filgrastim (DE OLIVEIRA et al., 2013; VAN DE LOOSDRECHT et al.,
1994; WANG; HENNING; HEBER, 2010). Além disso, este ensaio é amplamente
conhecido e validado para métodos alternativos sendo parte do método OECD 439.

O ensaio MTT é capaz de mensurar a atividade celular in vitro através da

reducdo do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio de cor
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amarela, por células metabolicamente ativas através da acdo de enzimas
desidrogenases mitocondriais, como a sucinato desidrogenase.

As desidrogenases agem no anel nitrogenado central de sais tetrazolicos
resultando em uma alteragdo de cor para roxa intracelular e estavel pela formacao
de cristais formazan. Logo, desde que esta conversdo ocorra em células viaveis, a
quantidade de formazan produzida correlaciona-se com o numero de células viaveis
presentes (MOSMANN, 1983), conforme exemplificado na Figura 9.

Desta forma o ensaio de MTT ¢ utilizado para diversas avaliagdes celulares,
como ativagao celular, metabolismo mitocondrial, citotoxicidade e a proliferagéo
celular. A estimativa da proliferagao celular ocorre de forma indireta, pois a mesma é
avaliada pelo aumento do numero de mitocondrias, resultante do aumento do
numero de células. O ensaio de MTT avalia a proliferagdo, por exemplo, através da
intensidade de cor, quanto mais cor, maior sera o numero de mitocondrias sugerindo
um maior numero de células. A intensidade de cor €& medida por um
espectrofotbmetro apds os cristais intracelulares de formazan serem solubilizados
em um solvente organico tipicamente em pH extremos (HAMID et al., 2004; VAN DE
LOOSDRECHT et al., 1994), a fim de evitar a interferéncia da coloragdo do meio de
cultura (como vermelho de fenol) (OECD, 2015).

Figura 9. Representacao da reagdo do MTT em cultura celular, transformacéao do sal amarelo em
cristal roxo, denominado formazan.
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Adaptado de (CNHAOBIO, 2010).

Porém, encontram-se algumas limitagdes para este método atualmente
sugerido pela Farmacopeia Européia para o controle de qualidade deste biofarmaco
(PHARMACORPEIA, 2014).
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Primeiramente, a linhagem usualmente empregada nos ensaios, M-NFS-60, é
de origem murina de uma leucemia mielogénica virus induzida e nao representa de
forma tao especifica a atuagdo do medicamento em células humanas (TSUCHIYA et
al., 1986). Além disso, o ensaio do MTT também possui alguns problemas, pois este
ensaio estima a proliferacdo, ativagdo e a toxicidade celular de forma indireta,
através do metabolismo celular, possuindo assim um viés de real quantificacdo da
poténcia farmacolégica do Filgrastim, pois caso o medicamento module
positivamente o metabolismo celular, sem afetar contudo a sua proliferagao, objetivo
deste biofarmaco, o resultado podera ser interpretado erroneamente como
proliferagdo celular, ou ainda, se o medicamento estiver contaminado com
patdgenos, as células ativadas irdo responder como uma alta poténcia (PORAT et
al., 2015; TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987; WANG; HENNING; HEBER, 2010).

1.4.3.2. Ensaio da Luciferase/ATP

O trifosfato de adenosina (ATP) desempenha um papel fundamental no
metabolismo, sinalizagdo e energia para a célula, logo com a sua quantificagao é
possivel estimar a quantidade de celulas, seu gasto energético e seu metabolismo
(ALBERTS et al., 2010a).

O ensaio de bioluminescéncia € um ensaio onde a luz emitida € oriunda de
uma fonte biologica. Baseia-se em uma reagdo quimica onde uma enzima externa
ao sistema se liga a um composto marcador de atividade celular. Para avaliagao da
proliferacdo celular, o ensaio quantifica ATP livre, produzido somente por células
vivas durante a respiracdo celular. O ATP reage com a enzima luciferase, na
presenga de luciferina e ions magnésio, formando um complexo que na presenga de
oxigénio ira produzir luminescéncia, conforme representado na Figura 10. Quanto
maior a quantidade de células que se proliferam, a quantidade de ATP disponivel
aumenta, resultando em maior luminescéncia a ser observada e quantificada em um
lumindbmetro, fluorimetro ou espectrofotbmetro (CROUCH et al, 1993;
KUDRYASHEVA, 2006).
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Figura 10. Representacdo da reagao da luciferase para quantificagdo de ATP através da formacéo de
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adaptado de (HELD, 2004).

Entretanto, o ensaio apresenta algumas limitacbes ja mencionadas para o
ensaio de MTT: a quantificagdo da poténcia € estimada de forma indireta, através da
quantificacdo de ATP celular, que pode estar alterado em diversos casos, até
mesmo na apoptose, ou ainda, no caso de aumento do estresse celular, ha um
aumento drastico na producdo de ATP podendo produzir um resultado falso-positivo

(ZAMARAEVA et al., 2005), produzindo assim uma erronea estimativa da poténcia.

1.4.3.3. Analise estatistica realizada em ensaios de poténcia preconizados nos

compéndios internacionais

Para a estimativa da poténcia farmacologica relativa deste farmaco é
considerada uma pré-condicdo em que que as curvas do padrao e das amostras
sejam paralelas, esta pré-condigdo € conhecida como teste de linhas paralelas ou

teste de paralelismo, conforme demonstrado na Figura 11.

Figura 11. Representagdo de curvas paralelas e curvas ndo-pararelas.
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No grafico A é representado duas curvas paralelas, de um padrdo e de uma amostra, que podem ser
comparadas pelo teste de paralelismo, esta condicdo € melhor avaliada quando a concentragédo ou
dose das substancias é expresso em Ln. No grafico B é representado duas curvas que nao
apresentam uma relagdo paralela e por este motivo ndo podem ser comparadas. Adaptado de
(PHARMACORPEIA, 2008).
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Neste teste € necessario que haja uma curva de concentragido-resposta
contendo um fator de diluicdo constante e a mesma apresente uma relagao entre
eixos no formato de poténcia ou logaritimica, onde a concentragao € calculada como
logaritmico, sendo assim, ambos os modelos de regressao logaritmo e poténcia
podem ser utilizados para o ensaio de paralelismo (HAUCK et al., 2005), conforme

mostrado no Quadro 3.

Quadro 3. Tipos de equagdes e suas transformagdes em regresséo linear.

Tipo Equagéo Transformagéo Variavel X Variavel Y
Linear y=a+bx y=a+bx X y
Exponencial y=a.eb Lny=Lna+bx X Lny
Logaritmica y=a+b.Lnx y=a+b.Lnx Ln x y
Poténcia y=a.xb Lny=Lna+b.Lnx Ln x Lny

Adaptado de (SALAS, 2016)

O padrao e a amostra devem ser analisados no formato de curva na faixa
linear de doses e comparados se ambas sdo pararelas, sendo o0 mecanismo chave
deste ensaio a similaridade entre as curvas. Para avaliagcdo do desvio vertical, é
utilizado o valor de F, e entdo calculado a poténcia relativa do medicamento a ser
testado baseado na poténcia do padrdao (FLEETWOOD; BURSA; YELLOWLEES,
2015; GUARDABASSO; RODBARD; MUNSON, 1986; PHARMACOPEIA, 2008).

Porém, o ensaio de paralelismo utilizado como método estatistico para avaliar
o ensaio de MTT e o ensaio da luciferase ndo é adequado para ensaios altamente
seletivos, sendo assim, além do ensaio de MTT possuir problemas intrinsecos, a
analise estatistica deste ensaio também é descrita como falha, sendo usada
tipicamente em ensaios com baixa seletividade (HAUCK et al., 2005; LIAO; TIAN;
CAPEN, 2011).

1.4.3.4. Ensaios alternativos para estimativa da poténcia do Filgrastim
Sendo o Filgrastim um medicamento que possui como principal mecanismo

de acdo a proliferagdo celular, diversos outros ensaios para avaliacdo da

proliferacdo celular podem ser utilizados, como: Resarsurina, Timidina, BrdU
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(Bromodesoxiuridina, um analogo da Timidina), MTS, Calceina, WST-8, entre

diversos outros ensaios (LU; BERGELSON, 2014), exemplificados na figura 12.

Figura 12. Ensaios utilizados para quantificagdo de células viaveis.
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Os ensaios representados na figura mostram técnicas que podem ser utilizadas para estimativa da
proliferagédo celular. Em 1 é representado o ensaio com calceina em que esta substancia entra no
citoplasma celular e por agdo de estearases se torna fluorescente, sendo possivel de mensuragao por
fluorimetria. Em 2 e 3 s&o representados os ensaios de WST-8 e MTT, ambos sdo baseados na
transformagao do sal tetrazélico pelo metabolismo celular e mensurados pela cor. Em 4 ¢é
apresentado o ensaio de bioluminescéncia em que é avaliada a respiragao celular pela quantificagao
de ATP por luciferase. Em 5 é representado o ensaio com timidina tritiada, um intercalante de DNA
incorporado somente em momentos de divisdo celular, sendo assim, possivel detectar as células que
entraram em divisdo pela radioatividade da timidina a elas incorporada. adaptado de (HELD, 2004).

Dentre as diversas técnicas citadas, nenhuma delas € capaz de estimar o
numero de divisdes realizadas pela célula, ou ainda o numero de células totais finais
apos o estimulo de proliferagao. Outros ensaios também podem ser utilizados para
estimativa da poténcia farmacolégica de um biofarmaco baseando-se na acgéo
farmacoldgica.

No caso do Filgrastim, o objetivo do ensaio é avaliar a proliferagao celular,
seu principal mecanismo de acdo (PORAT et al., 2015). Sendo assim, poderia ser
utilizado um ensaio por citometria de fluxo conhecido como ensaio de proliferacéo
com CFSE (LYONS, 2000), este ensaio estima a quantificagcdo da proliferagéo
celular pelo método da diluigdo de corantes (LYONS; PARISH, 1994).
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A técnica de citometria de fluxo permite a avaliacdo de caracteristicas
celulares como tamanho, granulosidade/complexidade e fluorescéncia, esta ultima,
pode marcar a célula através de fluoréforos seletivos e assim diferenciar um perfil
celular e/ou de resposta (WOO; BAUMANN; ARGUELLO, 2013).

O CFSE (carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester), um marcador
intracelular direto de fluorescéncia verde, com excitacdo em 488 nm e emissao no
canal FL1 (530/30), é um corante capaz de atravessar a membrana celular
passivamente, e neste ambiente por acdo de esterases presentes no citoplasma, se
tornar fluorescente através da ligacdo a proteinas citoplasmaticas. Esta molécula
pode ser utilizada para a avaliagdo da proliferagdo celular em diversas linhagens,
sendo detectado em até 10 geragbes de células filhas por citometria de fluxo,
conforme exemplificado na Figura 13. Além de ser um marcador direto da
proliferagdo celular, 0 mesmo nao invibializa as células, ou seja, sdo quantificadas
ainda viaveis (LYONS, 2000).

Figura 13. Representacdo do funcionamento da técnica de diluicao de corantes, na figura
representado pelo CFSE.
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Na figura é representado a marcacdo de CFSE na célula como momento zero (0), com a divisdo da
célula, o corante também se divide, ficando mais diluido nas células geradas, a cada divisédo cellular,
o corante se dilui mais, sendo assim, quanto maior o numero de divisdes, maior sera o decaimento da
fluorescéncia. adaptado de (SCHOOL OF LIFE SCIENCE, [s.d.]).

Assim como qualquer ensaio, o CFSE possui algumas questdes que podem
induzir ao erro na analise do resultado, como: excesso do corante pode levar a

morte das células ou inviabilizar a analise no citometro pelo limite da fluorescéncia
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observada; excassez do corante pode resultar nas células geradas perderem
completamente a fluorescéncia e ser impossivel determinar as geragdes nesta faixa
com precisao; o CFSE decai naturalmente 24 — 36 h apds a marcacido, podendo
perder a precisdo do ensaio, entre outros problemas, mas que podem ser
contornados com controles e titulagdo adequada, além disso as respostas ofertadas
pelo uso deste corante apresentam diversas vantagens ja relatadas (BUSHNELL,
2014).

Além do CFSE, outra marcacao fluorescente também pode ser utilizada por
citometria de fluxo para avaliagao da proliferagao celular, o lodeto de propidio (Pl —
propidium iodide). O iodeto de propidio € uma substancia de fluorescéncia
laranja/vemelha capaz de intercalar com DNA e RNA quando a célula esta
permeabilizada, e por este motivo tem sido utilizado na citometria de fluxo para
quantificagbes relacionadas diretamente com a quantidade de material genético.
Sendo assim, pode ser utilizado para determinacdo do ciclo celular, diretamente
relacionado com a proliferagcdo celular, quantificacdo da apoptose, entre outros
fatores (DEITCH; LAW; WHITE, 1982; NICOLETTI et al.,, 1991; NUNEZ, 2001;
ORMEROD, 2002).

O ciclo celular de uma célula eucariotica é dividido em 4 fases: G1, S, G2 e M,
sendo S a fase de sintese de DNA e a fase M a fase de mitose. O Pl como
intercalante de DNA é capaz de diferenciar estas fases na citometria de fluxo,
indicando em que etapa da replicacdo do DNA estdo as células, conforme
exemplificado na Figura 14 (ALBERTS et al., 2010b).

Em Go/G1 sdo as células que apresentam DNA nao replicado, em S
encontram-se as células que apresentam uma quantidade de DNA intermediario, ou
seja, em fase de replicagao, e finalmente em G2/M estao as células que possuem um
complemento de DNA completamente replicado, e por isto, as células nessa fase
possuem maior intensidade de fluorescéncia do que as células nas fases anteriores,
Figura 14 (ALBERTS et al., 2010b).
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Figura 14. Representagdo da marcagao do lodeto de propidio e a visualizagéo do ciclo celular.
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Adaptado de (SZE et al., 2013) e autoria propria.
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As limitagbes da macagédo com Pl incluem o erro de interpretagdo e analise,
pois é descrito que a populacido sub-G1 seria reconhecida como apoptoética e muitas
vezes podem ser células em outros estagios celulares, dependendo da linhagem
celular utilizada que nado a apoptose. Além disso, a exclusdo de células que foram
quantificadas como apenas uma (doublets) é essencial para uma analise correta dos
resultados, caso contrario, seria um falso-positivo para células em fase G2 (MATTES,
2007; SHAPIRO, 2003). Como o Pl & um intercalante de DNA e RNA, o uso de
RNAses para eliminar interferentes de RNA é necessario. A marcacao incorreta de
RNA pode resultar em falso-positivo quase que em todas as fases (RIEGER et al.,
2011). Um correto estudo do protocolo da utilizagao e interpretacdo deste marcador
podem minimizar e até eliminar estes tipos de erros.

Também por citometria de fluxo € possivel avaliar a ativacdo do receptor
farmacoldégico do Filgrastim, o receptor de G-CSF. Quando a ligagado do biofarmaco
acontece com o receptor, 0 mesmo é ativado e gera uma cascata de sinalizagéo
intracelular especifica, ja descrita anteriormente (item 1.4.2).

Existem anticorpos capazes de marcar diferentes moléculas da via de
ativacao deste receptor, e como descrito, a via preferencial € das Janus-cinases,
desta forma a marcacido de STAT3 fosforilada e STATS fosforilada poderia ser
utilizada para determinar a poténcia através da ativagado do receptor, onde quanto

maior o numero de ligagdes ao receptor de G-CSF, maior seria o numero de STATs
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fosforiladas e com a marcagao especifica com anticorpos fluorescentes, maior seria

a intensidade de fluorescéncia, representados na figura 15.

Figura 15. Representacdo da marcagao com anticorpos especificos para STATs e a visualizagdo da
marcacao por citometria de fluxo pela sua intensidade de fluorescéncia.
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Autoria prépria.

Método similar ja foi descrito pelo nosso grupo anteriormente para outro
biofarmaco, o Interferon, onde pela ativacdo do receptor, foi possivel estabelecer
uma curva concentragdo-resposta pela marcagcdo de STAT1 fosforilada (DE
OLIVEIRA et al., 2012). Ademais, a citometria de fluxo € uma técnica mais refinada e
especifica quando comparada com o ensaio de MTT, atualmente padronizado por

compéndios internacionais.
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1.4.3.5. O uso de linhagens celulares para estimativa da poténcia

Diversas linhagens celulares sdo responsivas ao G-CSF. Exemplos de tais
linhagens sado: M-NFS-60, GNFS-60, AML-193, WEHI-3B, HL-60 e Kasumi-1. Dentre
as linhagens descritas, a linhagem sugerida mais empregada nos ensaios de
poténcia vem sendo a M-NFS-60 (ATCC No. CRL-1838).

A linhagem M-NFS60 € de origem murina com caracteristicas de linfoblasto e
seu tipo celular € virus induzida, se apresenta na cultura em suspensao e é
conhecida pela sua responsividade ao G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IFN e IL-3 (NOVAK
et al.,, 1996). No entanto, uma desvantagem observada no uso desta linhagem é a
necessidade da suplementacdo de um meio condicionado a 10% de soro fetal
bovino associado a citocinas, como M-CSF (Macrophage - colony-stimulating factor)
na cultura de manutencao. Esta necessidade de suplementacdo com M-CSF pode
gerar um interferente no ensaio de poténcia do G-CSF, pois esta citocina adicionada
também tem potencial de estimular a proliferacdo celular, levando a variagbes no
padrao de resposta proliferativo de acordo com o numero de passagens (ASOU et
al., 1991; DEFREES et al., 2006; HONG et al., 2006), além disso, 0 uso de uma
citocina como esta eleva os custos de manutencao da cultura desta linhagem.

A linhagem Kasumi-1(ATCC No. CRL-2724), isolada de uma leucemia
mieldide aguda humana, com caracteristicas e tipo celular de mieloblasto, apresenta
resposta proliferativa frente diversas citocinas: IL-3, IL-6, GM-CSF e G-CSF.
Diferentemente do que € observado com as linhagens derivadas da M-NFS-60, a
Kasumi-1 apresenta algumas vantagens a serem destacadas como: a
responsividade ao G-CSF; ndo requer a presenca de nenhuma citocina adicionada
ao meio para seu crescimento/manutencdo; requer condi¢des minimas de
manutengado celular; € de origem humana (ASOU et al., 1991). Chandavarkar e
colaboradores (2009) validaram o uso desta linhagem como uma alternativa segura
para realizagdo do bioensaio in vitro de poténcia do G-CSF pela técnica do MTT,
Alamar Blue e ensaio da lactato desidrogenase (CHANDAVARKAR et al., 2009).

Ainda, nos ultimos anos foram recebidas denuncias no INCQS a cerca da
qualidade de 2 biomedicamentos que contém o principio ativo do Filgrastim, sendo
um deles recolhido e suspenso pela ANVISA por desvios na qualidade do produto de
acordo com a Resolugdo n° 2063 de 2016. A falta de documentagdo comprobatoria

de qualidade também suspendeu a importagdo da empresa Shandong Kexing Bio-
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Products Co. Ltda. A falta de métodos para controle de qualidade deste produto
inviabiliza agdes de controle e acgdes fiscais a cerca deste produto no Brasil
(BRASIL, 2016).

Considerando a miss&o institucional do INCQS na vigilancia sanitaria e diante
dos fatos expostos, o estabelecimento do método oficial para controle de qualidade
bioldgico do Filgrastim no Instituto € de extrema relevancia. O desenvolvimento de
meétodos alternativos ao ensaio preconizado pelos compéndios oficiais utilizando a
citometria de fluxo, podera fornecer resultados mais precisos do que o0s ensaios
utilizados atualmente. Além disso, o uso de uma linhagem celular humana
mimetizaria melhor o efeito farmacolégico do farmaco no organismo humano, além
de possuir uma manuten¢gdo menos onerosa por ndo requerer uso de citocina (M-

CSF) da mesma classe que o biofarmaco estudado.
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2. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e padronizar uma metodologia in vitro alternativa aos meétodos ja
descritos na literatura, para avaliagcdo da poténcia do medicamento Filgrastim

através da proliferagao celular e ativagao do receptor.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer, padronizar e otimizar o ensaio de poténcia por MTT para o
medicamento Filgrastim seguindo a Farmacopeia Européia em linhagem celular
murina (M-NFS-60). Desenvolver o mesmo teste utilizando a linhagem celular

humana (Kasumi-1).

Desenvolver e estabelecer ensaio de proliferagdo celular por CFSE para
células M-NFS- 60 e Kasumi-1 para avaliagdo de forma direta, a proliferagao celular

em resposta ao medicamento Filgrastim.

Desenvolver e estabelecer ensaio de ciclo celular com iodeto de propidio por
citometria de fluxo para células M-NFS- 60 e Kasumi-1 para avaliagdao de forma

direta a proliferagédo celular em resposta ao medicamento Filgrastim;

Desenvolver e estabelecer ensaio de ativagdo do receptor farmacoldgico (G-
CSFR) para o Filgrastim através da avaliagdo da sinalizagao do receptor celular em
células M-NFS-60 e Kasumi-1, avaliando a fosforilagdo de STAT3 e STATS5;

Comparar os diferentes ensaios e linhagens a fim de avaliar as melhores
respostas para triagem de possiveis ensaios candidatos a quantificagcdo da poténcia

farmacoldgica do biofarmaco Filgrastim;
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3. METODOLOGIA

3.1. FILGRASTIM UTILIZADO E MEIOS DE CULTURA

No Brasil, o medicamento Granulokine® fabricado pela Roche (AMGEN
internacional) & considerado o medicamento de referéncia contendo o biofarmaco
Filgrastim, e por este motivo, foi utilizado como padrao nesta dissertagcado devido a
auséncia de um padrao internacional, sendo assim possivel a realizagdo da
padroniza¢ao dos ensaios descritos a seguir.

O Granulokine® utilizado neste trabalho veio no formato de seringa contendo
30 milhdes de unidades internacionais ou 300 microgramas de Filgrastim. Os
excipientes descritos pelo fabricante foram: hidroxido de sodio, acido acético glacial
sorbitol, polissorbato 80 e agua para injecao.

A solugao contendo Filgrastim pode ser expressa em unidades internacionais
(Ul) ou em unidades de peso (como micrograma ou nanograma), visto que a cada
100.000 Ul se tem 1 ug de Filgrastim e que o medicamento referéncia e biossimilar
sao rotulados na forma de unidades em peso, foi optado nesta dissertacdo o uso das
unidades em unidades internacionais (Ul) e em nanogramas (ng), sendo 800 Ul/mL
correspondente a 8 ng/mL (AMGEN, 2016).

Durante todos os ensaios foi utilizado o medicamento de referéncia, este, foi
obtido através da compra com verba propria em farmacia especializada em
bioprodutos através da apresentacdo de documento oficial do INCQS solicitando a
autorizacdo de compra para o estudo.

Para ambas as linhagens o meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (R6505
Sigma-Aldrich, Alemanha) (pH 7,2 — pH 7,4) suplementado com 100 mg/mL de
penicilina e 100 Ul/mL de estreptomicina (Gibco, Estados Unidos), 2,5 g/L de glicose
(G7021 Sigma-Aldrich, Alemanha), 1,5 g/L de bicarbonato de sédio (58875 Sigma-
Aldrich, Alemanha), 2,383 g/L de HEPES (H3375 Sigma-Aldrich, Alemanha) e 0,11
g/L de piruvato de sodio. Este meio foi considerado como “meio RPMI base”, visto
que cada linhagem necessita de uma suplementacdo adicional diferente da outra

linhagem.
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3.2. CULTIVO E MANUTENCAO DAS LINHAGENS CELULARES

As linhagens utilizadas foram: M-NFS-60 (ATCC CRL-1838), de origem
murina e preconizada pela Farmacopeia Europeia para o ensaio de poténcia do
medicamento Filgrastim. A linhagem Kasumi-1 (ATCC CRL-2724), de origem
humana responsiva a esta citocina, sendo assim uma célula promissora para
utilizacado neste ensaio. Ambas as linhagens foram utilizadas até a 15° passagem,
apods este periodo ndo foram realizados ensaios e por este motivo se desconhece a
responsividade destas linhagens.

Ambas as linhagens certificadas foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ), com teste para micoplasma negativo. Para padronizagao do cultivo
das linhagens, uma avaliagdo da viabilidade e percentual de células mortas foi
realizada através da contagem microscopica das células em campo claro no
aumento de 400x em camara de Neubauer e o corante de viabilidade celular azul de
tripan na concentracédo 1:1 em PBS estéril no decorrer dos dias considerados ideais
para repique celular de cada linhagem e extrapolando para dias seguintes apos o
cultivo (STROBER, 2001).

3.2.1. Linhagem M-NFS-60

A linhagem M-NFS-60 certificada, obtida através BCRJ, foi mantida em cultivo
através de passagens em meio RPMI base suplementado com 10% SFB (Soro Fetal
Bovino) (Gibco, Estados Unidos), 0,05 mM de B-mercaptoetanol e 60 ng/mL de M-
CSF (Macrophage- Colony Stimulating Factor) (Sigma-Aldrich, Alemanha) em estufa
a 37°C com 5% de CO2 com densidade inicial de 2,5 x 10* células/mL e mantidas até
obtencao da concentragao celular ideal para os ensaios (PHARMACOPEIA, 2014),
sendo recomendado pelo fornecedor de 3 a 4 dias o repique.

Para fins de controle, foram realizadas contagens nos dias posteriores ao
repique celular, ou seja, dias que as células estiveram em cultura: Dia 1 (D1), Dia 2
(D2), Dia 3 (D3), Dia 4 (D4) e Dia 6 (D6).

Para a contagem das células e posterior realizacdo dos experimentos, a
suspensao celular foi centrifugada a 160 x g. O sobrenadante foi descartado e o
pellet celular foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI base.
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3.2.2. Linhagem Kasumi-1

A linhagem Kasumi-1 certificada, obtida através do BCRJ, foi mantida em
cultivo através de passagens em meio RPMI base suplementado com 20% de SFB
(Gibco, Estados Unidos) e 0,3 g/L de L-glutamina (Sigma-Aldrich, Alemanha) em
estufa a 37°C com 5% de CO2 com concentragdo inicial de 1 x 10° células/mL e
mantidas até obtengdo da concentragdo celular ideal para os ensaios (ASOU et al.,
1991; KLIMENKO; SHTILMAN, 2013), sendo recomendado de 5 a 7 dias o
repique, mantendo a densidade entre 1 x 10° células/mL e 1 x 108 células/mL e a
cada 2 dias a adigdo de 1 mL de meio de cultura na garrafa.

Para fins de controle, foram realizadas contagens nos dias posterior ao
repique celular, ou seja, dias que as células estiveram em cultura: Dia 1 (D1), Dia 2
(D2), Dia 3 (D3), Dia 4 (D4) e Dia 7 (D7).

Para a contagem das células e posterior realizacdo dos experimentos, a
suspensao celular foi centrifugada a 250 x g. O sobrenadante foi descartado e o

pellet celular foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultura.

3.3. OTIMIZAGAO DA CULTURA CELULAR

Ambas as linhagens utilizadas neste estudo necessitam de suplementacao
excepcional para seu cultivo e manutencdo, por este motivo, foram realizados
ensaios com ajustes na forma de cultivo e avaliacdo da viabilidade e resposta ao
ensaio de poténcia em comparagdo com as condicdes recomendadas. As
comparagdes com as condicdes estabelecidas pelo fornecedor foram feitas através

da avaliacéo da viabilidade.

3.3.1. Linhagem M-NFS-60

Nesta linhagem, foram utilizadas 2 condigbes teste: a linhagem suplementada
com 12 ng/mL de M-CSF e como controle, um outro grupo cultivado apenas com
meio de cultura, ou seja, sem M-CSF (Meio RPMI base suplementado com 10% SFB
e 0,05 mM de B-mercaptoetanol). Os demais procedimentos para cultivo desta

linhagem foram mantidos como descritos no item 3.2.1.
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Ainda, se a sobrevivéncia se apresentou superior a 80%, as células com as
condicdes alteradas foram avaliadas se estas condicdes alterariam a resposta das

células no ensaio de poténcia com Filgrastim.

3.3.2. Linhagem Kasumi-1

Na linhagem Kasumi-1, foram utilizadas 3 condi¢des teste: cultivada com 10%
de SFB, cultivada com 5% de SFB e como controle, um outro grupo cultivado
apenas com meio de cultura, ou seja, 0% de SFB (Meio RPMI 1640 base) foi
utilizado. Os demais procedimentos para cultivo desta linhagem foram mantidos
como descritos no item 3.2.2.

Ainda, se a sobrevivéncia se apresentou superior a 70%, as células com as
condigdes alteradas foram avaliadas se estas condigbes alterariam a resposta das

células no ensaio de poténcia com Filgrastim.

3.4. ENSAIO DE MTT

O ensaio de MTT foi baseado no ensaio que faz parte do controle de
qualidade bioloégico validado que consta na monografia do Filgrastim da
Farmacopéia Européia (PHARMACOPEIA, 2014). Para cada linhagem celular, foram
utilizadas diferentes condi¢cdes experimentais, descritas abaixo.

3.4.1. Condigbes experimentais com a linhagem M-NFS-60

A densidade de células para este ensaio segundo a Farmacopéia Européia é
de 3,5 x 10° células/ mL. Para realizacdo do ensaio, foram testadas duas condigdes:
as células utilizadas foram retiradas diretamente da cultura, ou seja, mantidas em
cultivo com a suplementagédo de M-CSF de forma continua; e as células retiradas do
contato com a citocina M-CSF por 48 h e mantidas em meio sem citocinas por 24 h,
ou seja, privadas de M-CSF por 24 h, conforme apresentado na Figura 16. A
influéncia da retirada da citocina foi avaliada através do coeficiente de determinacéao
(R?) e ANOVA da regressao. A concentracao de citocina M-CSF (12 ng/mL) utilizada
no cultivo na da linhagem também foi avaliada e comparada com a concentragao
recomendada (60 ng/mL de M-CSF).
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Figura 16. Representacdo esquematica da avaliagao da influéncia da citocina M-CSF no ensaio de
MTT.
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3.4.2. Condigbes experimentais com a linhagem Kasumi-1

A concentragdo de células para este ensaio foi determinada através de
ensaios pilotos. Foram testadas as densidades: 1 x 10* células/ mL (103
células/pogo); 1 x 10° células/ mL (10* células/pogo); 5 x 10° células/ mL ( 5 x 10*
células/pogo) e 1 x 108 células/ mL (10% células/pogo). A avaliagdo da melhor
densidade foi avaliada através do coeficiente de determinacao (R?).

Neste ensaio descrito no compéndio, células devem ser adicionada a placa de
cultivo de 96 pocgos (area de 0,33 cm? por pogo) em um volume de 100 uL e
expostas ao Filgrastim (Granulokine®) para construgdo de uma curva concentragéo-
resposta com concentragao inicial em 800 Ul/mL ou 8 ng/mL e 9 diluigbes
subsequentes com fator de diluicdo de 1:2 através de uma diluicdo seriada,
completando o volume de 200 uL por poco.

Apos a adicdo das células e do medicamento, a placa de 96 pogos de fundo
chato deve ser colocada em estufa a 37°C com 5% de CO:2 por 48 h. Os pogos
presentes na borda da placa foram preenchidos com 200 puL de PBS estéril.

Apés 48 horas de ensaio, foi adicionado a placa 20 uL da solugcao de MTT
(Sigma-Aldrich, Alemanha) na concentracédo de 5 mg/mL em PBS estéril, volume
equivalente a 10% do volume total do pogo.
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Depois de 4 h em contato com a solugdo de MTT a 37°C com 5% de COz, as
células metabolizaram o sal em cristais insoluveis roxos. A placa foi lavada 2x com
150 pyL de PBS para retirada do sobrenadante, e posteriormente os cristais foram
solubilizados com 200 pL de uma solugdo acida-alcodlica (0,05 M HCI em
Isopropanol) (DE OLIVEIRA, 2010) e mensurados em espectrofotdbmetro Versa max
da Molecular devices no comprimento de onda de 570 nm, sendo o resultado
expresso em densidade otica (D.O.).

A placa utilizada no ensaio foi de 96 pocos estéril com tampa para cultura de
células, em fundo chato sem nenhum tratamento. Todas as amostras foram
analisadas em quatro réplicas, sendo necessario para o ensaio descrito na

farmacopéia apenas em trés réplicas.

3.5. QUANTIFICACAO DA PROLIFERACAO CELULAR POR CITOMETRIA DE
FLUXO ATRAVES DO ENSAIO COM CFSE

Este ensaio foi baseado no trabalho de Lyons (2000). O ensaio foi realizado
com apenas 5 pontos da curva estipulada na Farmacopéia Européia, sendo os
pontos 800 Ul/mL, 200 Ul/mL, 50 Ul/mL, 12,5 Ul/mL e 3,125 Ul/mL, além disso,
foram utilizados como controle: células sem marcacdo e células marcadas com
CFSE sem estimulo afim de verificar a proliferagcao natural da linhagem.

Apdés a contagem celular (realizada conforme item 3.2), foi calculado a
quantidade de células necessarias para o experimento. A quantidade de células
necessaria de cada linhagem foi a mesma utilizada no ensaio de MTT, sendo 3,5 x
105 células/ mL para a linhagem M-NFS-60 e 1 x 108 células/ mL para a linhagem
Kasumi-1.

As células foram lavadas com PBS na propor¢ao de 10x o volume de pellet e
ressuspensas em uma solugao contendo CFSE (Molecular Probes, Estados Unidos)
e incubadas a 37°C durante 30 minutos (min) ao abrigo da luz.

ApOs este periodo de incubacdo (30 min), as células foram centrifugadas a
160 x g e lavadas com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB na
proporcao de 10x o volume de pellet para interrupgao da marcacédo do CFSE.

O sobrenadante foi descartado e as células foram novamente ressuspensas
em meio RPMI de acordo com as necessidades de cada linhagem e adicionadas a

placa de 96 pocgos junto ao medicamento em diferentes concentragbes (LYONS,
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2000), além disso, foram realizados controles da proliferagdo natural da linhagem,
ou seja, sem adigao do medicamento.

A avaliagdo da proliferacdo celular foi realizada em 24 e 48 horas apos
incubagédo das células com Filgrastim. Apds o periodo de incubagdo, as células
foram retiradas dos pogos e colocadas em tubos apropriados para o citdmetro. A
aquisicdo dos dados foi realizada no equipamento de citometria de fluxo
FACScalibur em 530/30 nm.

3.6. AVALIACAO DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO ATRAVES
DO ENSAIO COM IODETO DE PROPIDIO

Este ensaio foi baseado no trabalho de De Oliveira (2013). Para a analise da
proliferagdo celular foi realizado o ensaio com a marcagdo com iodeto de propidio
(PI) (Sigma-Aldrich, Alemanha).

O ensaio em forma de curva foi realizado utilizando as seguintes
concentragdes de Filgrastim: 800 Ul/mL, 200 Ul/mL, 50 Ul/mL, 12,5 Ul/mL e 3,125
Ul/mL, além disso, foram utilizados como controle: células sem marcacao e células
marcadas com Pl sem estimulo afim de verificar o ciclo celular normal de cada
linhagem. As células foram incubadas por 48 h com o medicamento em estufa a
37°C com 5% de COz2. A concentragao celular utilizada foi a mesma nos ensaios de
MTT para cada linhagem celular, sendo 3,5 x 10° células/ mL para a linhagem M-
NFS-60 e 1 x 10° células/ mL para a linhagem Kasumi-1.

Em seguida, as células foram lavadas com 400 uL de PBS e ressuspensas
em 200 pL de etanol 70° gelado (de 0°C a 7°C) por 1 h em geladeira (de 0°C a 7°C),
para permeabilizacdo das células.

Em seguida, as células foram lavadas 2x com 400 uL de PBS, o
sobrenadante foi descartado e a ele foram adicionados 100 puL de Ribonuclease a
100 pg/mL sem DNAse por 10 min a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Para marcagdo do DNA, 400 yL de iodeto de propidio a 50 pg/mL em PBS
foram adicionados as amostras 30 min antes da aquisicdo (DE OLIVEIRA et al.,
2013).

As células foram retiradas dos tubos tipo eppendorf e colocadas em tubos
apropriados para o citbmetro. A aquisicao dos dados foi realizada no equipamento
de citometria de fluxo FACScalibur em 630/22 nm.
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3.7. ENSAIO DE ATIVAGAO DO RECEPTOR COM MARCAGCAO DOS FATORES
DE TRANSCRIGAO STAT3 E STAT5 FOSFORILADAS

Este ensaio foi baseado no trabalho de De Oliveira (2013). Os anticorpos
utilizados nesta dissertacdo possuem fluorescéncia PE da marca BD e por isso
foram utilizados em amostras separadas. Os anticorpos utilizados foram Anti-STAT3
fosforilada pY705 mouse IgG2a e Anti-STATS5 fosforilada pY694 mouse 1gG1.

Ainda, para avaliacao da efetividade do bloqueio de marcacgdes inespecificas,
foi utilizado um anticorpo PE isotipo controle IgG1 frente a cada uma das
marcacoes.

Para a analise de ativagao do receptor em cada linhagem celular, as células
foram inicialmente estimuladas com apenas 800 Ul/mL de Filgrastim para
determinacdo do tempo de ativagcdo de cada fator de transcricdo. Os tempos
observados de contato com o medicamento foram: 5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h
em estufa a 37°C com 5% de CO2. A concentracido de células utilizadas foi de 7 x
10° células/ mL para ambas linhagens.

Apos a determinacao do tempo ideal para cada linhagem, foi realizado o
ensaio em forma de curva com 5 pontos: 800 Ul/mL, 200 Ul/mL, 50 Ul/mL, 12,5
Ul/mL e 3,125 Ul/mL.

Além disso, foram utilizados como controle: células sem marcagao e células
marcadas com os anticorpos anti-STAT3 e anti-STATS fosforiladas (anti-STAT3p e
anti-STAT5p) sem estimulo, afim de verificar o status da ativagao basal de cada
linhagem e a partir destas foi criado o gate para verificagdo de positividade das
amostras em curva. O ponto de “corte” para o estabelecimento das células positivas
para STATs foi com base na expressédo basal destas nas linhagens celulares nao
estimuladas com Filgrastim.

Apoés a incubacdo com o medicamento, as células foram lavadas com 200 uL
de PBS e fixadas com 200 pL de uma solugao de 2% de paraformoldeido por 10
min. Novamente as células foram lavadas com 200 uL de PBS e ressuspensas em
200 pyL de metanol 100% gelado (de -20°C a 0°C), para permeabilizacédo de
membrana por 10 min em banho de gelo.

Em seguida, foram adicionados 600 yL da solu¢do bloqueadora (0,3% de
BSA, 0,02% de azida sdédica em PBS) para bloqueio de marcagdes inespecificas e

incubadas por 10 min a temperatura ambiente.
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As células foram lavadas e ressuspensas nos respectivos anticorpos, uma
amostra para cada marcacgao (Anti- pSTAT3 e Anti-pSTATS), utilizando 5 uL de cada
anticorpo (segundo bula do fabricante) e incubadas por 30 min a temperatura
ambiente ao abrigo da luz (DE OLIVEIRA et al., 2013).

Apo6s o periodo de incubacgédo, as células foram retiradas dos tubos tipo
eppendorf e colocadas em tubos apropriados para o citbmetro. A aquisicdo dos
dados foi realizada no equipamento de citometria de fluxo FACScalibur em 585/42

nm.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Inicialmente, todos os dados foram submetidos a um teste para verificacéo de
valores discrepantes (outliers), quando a propabilidade maxima & de 99,7% os
valores estardo a 3 desvios-padrdo da média dos resultados, logo, foram
considerados valores discrepantes os que alteravam a meédia significativamente,
com variagao de Z (residuo estudentizado) +/- 3. Quando era observado a existéncia
de valores discrepantes, estes eram retirados, sendo considerados como um desvio
de qualidade na realizagdo do ensaio. Se em um mesmo ensaio apresentasse mais
de 30% das amostras com valores discrepantes, o ensaio era considerado invalido.

Além disso, foi avaliado se os dados apresentavam tendéncia a normalidade,
através do teste estatistico de Shapiro-Wilk, quando o p-valor € superior a 0,05 a
normalidade nao é rejeitada, sendo assim, os dados seriam analisados como dados
paramétricos (LOPES; CASTELO-BRANCO; SOARES, 2013). Caso apresentassem
p-valor inferior a 0,05, os dados eram considerados nao-normais e seriam
analisados como dados n&o-paramétricos. As analises de citometria por
apresentarem dados na forma de histograma, foram considerados como dados
normais.

De acordo com cada desenho experimental, os ensaios possuiram uma
analise estatistica diferenciada de acordo com a sua metodologia e descritos nos

itens a seguir.

3.8.1. Padronizagao e otimizagao do cultivo das linhagens celulares
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Os resultados da viabilidade celular foram calculados e apresentados em
células viaveis ou mortas em: 10* por mL. Foi calculada a taxa de multiplicagéo
celular (r), que consiste em uma constante 3,32 multiplicada pelo logaritmico (log) do
numero de células no tempo determinado (Nh) subtraido pelo log do numero de
células iniciais, estes sao divididos pelo tempo N menos o tempo inicial, com

Equacao 1 abaixo.

Equacao 1. Equacéo da taxa de multiplicagcéo celular (r).

(log Nh —log Ni)

r= 3,32« AT

(PERES; CURI, 2005)
O tempo de dobramento (PDT — population doubling time) também foi
calculado para cada linhagem, que consiste em 1 sobre a taxa de multiplicagéo

celular, calculado conforme apresentado na Equagao 2.

Equacao 2. Equacédo do tempo de dobramento (PDT).

1
PDT = —
r

(PERES; CURI, 2005)

A taxa de multiplicagao celular e o tempo de dobramento foram baseados em
Peres e Curi (2005). Ainda, foram calculadas as razdes entre 0 numero de células
vivas pelo numero de células mortas e as razdes entre os dias, calculados conforme

a Equacao 3.

Equacgédo 3. Equacgdes de razao.

N@ céls vivas
N2 céls mortas

Razao =

N2 céls vivas ou mortas Dx
N? céls vivas ou mortas D1

Razao =
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Os sotfwares utilizados para analise estatistica e esbogo dos graficos foram
Microsoft Excel versao 2016 e GraphPad Prism versao 5.

A comparacgao entre grupos de interesse, o efeito da variagdo do tratamento e
da variagdo dos dias, foi analisada através do teste estatistico Two-way ANOVA
medidas repetidas, para verificar a existéncia de uma interagao significativa entre as
variaveis tempo e tratamento da linhagem (12 ng/mL ou 60 ng/mL de M-CSF para a
linhagem M-NFS-60 e 5% de SFB, 10% de SFB e 20% de SFB para a linhagem
Kasumi-1).

Se os dados apresentassem correlagao significativa (p < 0,05) de que alguma
das variaveis (tempo ou tratamento ou ambas) tem influéncia nos dados obtidos, um
teste One-Way ANOVA medidas repetidas deve ser realizado para verificar a
diferenca entre os grupos observando apenas uma variavel, como o tempo, ou seja,
seria comparada a diferenga entre os grupos apenas em um dos dias. As analises
foram realizadas tanto entre as células vivas quanto entre as células mortas de
todos os grupos, conforme Equagao 3.

Os sotfwares utilizados para analise estatistica e esbogo dos graficos aqui
apresentados foram Microsoft Excel versdo 2016, IBM SPSS Statistics versao 22 e

GraphPad Prism verséo 5.

3.8.2. Ensaiode MTT

O ensaio deve ser padronizado atendendo aos critérios da Farmacopeia
Européia e estabelecidos pela autora, sendo eles: desvio-padrao inferior a 0,2 entre
as replicatas e R? superior a 0,6. Além disso, a ANOVA da regressdo deve ser
significativa e o coeficiente de variagdo entre os diferentes experimentos deve ser

inferior a 50% (WHO, 1997) para o ensaio ser considerado valido.

3.8.2.1. Padronizagdo do ensaio de MTT

Para cada linhagem utilizada, foi necessaria a padronizagdo do ensaio, como:
numero de células, utilizacdo da citocina M-CSF e concentracao da citocina M-CSF.

Foram avaliados os seguintes critérios para o estabelecimento da melhor
relagdo na regressao entre a resposta e a concentragdo: maior coeficiente de

determinacédo (R?®) e ANOVA da regressdao significativa (p-valor<0,05). A
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padronizagao que atendesse a estes critérios, seguiria adiante nos experimentos
seguintes. Os graficos foram apresentados pela razdo entre a densidade ética (D.O.)
das amostras em curva pela D.O. do controle negativo, apresentado na Equagao 4
abaixo.

Equacgao 4. Equacbes de razdo de D.O.

média da D.0.amostra
média da D. 0. controle negativo

Razao =

3.8.2.2. Realizacédo do ensaio de MTT

Os ensaios de MTT foram realizados em forma de curva com diluigao 1:2
iniciando a curva em 800 Ul/mL, com 10 pontos de diluicido em quadriplicata. Além
dos critérios anteriormente estabelecidos como maior coeficiente de determinagao
(R?) em modelos de regressao validos (como poténcia ou logaritimico) e ANOVA da
regressao significativa (p-valor<0,05), foram realizadas analises do desvio-padrao
(inferior a 0,2), se as inclinagbes das retas eram semelhantes, desvio de linearidade
que deve se apresentar ndo significativo entre os experimentos e coeficiente de
variagdo entre os experimentos independentes (CV%) inferior a 50%. Esta analise
foi feita com no minimo 3 experimentos independentes para determinar a relagao a
ser escolhida.

A inclinagédo da reta de cada curva foi analisada num grafico de controle de
ensaio, onde foi calculada a média e os limites superiores e inferiores, apresentados
na Equagao 5, sendo necessario previamente o calculo da média das inclinagbes
das retas e o desvio-padréo (o) entre elas.

Equacgao 5. Equacgdes de limites superiores e inferiores para o grafico de controle

LCS = Média + 3 x o,
LCI = Média — 3 * o¢

(MONTGOMERY, 2009)
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A apresentacido dos resultados foi através da razédo entre a D.O. observada
na curva pela D.O. observada no controle (célula sem estimulo com o
medicamento). O eixo X dos graficos, foram apresentados na forma de Ln da
concentracdo do medicamento em Ul/mL.

Os sotfwares utilizados para andlise estatistica e esbogo dos graficos aqui
apresentados foram Microsoft Excel versdo 2016, IBM SPSS Statistics versao 22 e

GraphPad Prism verséao 5.

3.8.3. Ensaio de proliferagdo com CFSE

Foram adquiridos no citdbmetro 5000 eventos de cada amostra para analise
estatistica. Em cada analise, as amostras ndo estimuladas e marcadas com CFSE
foram consideradas como controles, tanto no primeiro dia de marcagao (D0), para
avaliar o decaimento da fluorescéncia, quanto no dia do ensaio para avaliagao da
proliferagdo normal celular (D24 h e D48 h). As células sem marcagao de CFSE
foram utilizadas como controle de fluorescéncia basal celular.

A avaliagdo do melhor dia para o ensaio foi realizada utilizando como critério
a maior e melhor diferenga observada entre os grupos avaliados.

Sendo uma linhagem celular, a divisdo das células ocorre de forma
homogénea e por este motivo n&do é possivel a estimagcdo da proliferagdo por
medicao dos picos de divisdo. A avaliagao da concentragao-resposta da proliferagcéao
foi avaliada através da média geométrica de fluorescéncia (MG).

Para comparagdo entre os grupos foi calculada a razdo entre a Média
geométrica da fluorescéncia do controle do DO pela média geométrica da
fluorescéncia das amostras de D24 h e D48 h, conforme apresentado na Equagao
6.

Equacgao 6. Equacao da razao entre as médias geométricas de fluorescéncia

M.G.amostra 24h ou 48h
M.G.controle DO

Razado =

A comparagdo entre os grupos foi realizada utilizando o teste One-way
ANOVA, onde p-valor igual ou inferior a 0,05 € uma diferenga estatistica significativa.
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A representacdo grafica e anadlise estatistica foi realizada através dos

programas GraphPad Prism versao 5 e Kaluza Analysis 1.5a.

3.8.4. Ensaio de ciclo celular com lodeto de propidio

Foram adquiridos no citdbmetro 3500 eventos de cada amostra para analise
estatistica. Em cada analise, as amostras ndo estimuladas e marcadas com lodeto
de propidio foram consideradas como controles do ciclo celular regular da linhagem.

Como critério de comparagao entre os grupos foi utilizado o percentual de
células em cada gate das fases do ciclo celular. A comparagao entre os grupos foi
realizada utilizando o teste Two-way ANOVA medidas repetidas, quando este é
significativo se faz necessario a comparacdo entre as fases do ciclo com o teste
One-way ANOVA medidas repetidas.

A representagdo grafica e analise estatistica foi realizada através dos

programas GraphPad Prism versao 5 e Kaluza Analysis 1.5a.

3.8.5. Ensaio de ativagado do receptor com marcacao dos fatores de transcrigao
STAT3 e STATS5 fosforiladas

Foram adquiridos no citdbmetro 2500 eventos de cada amostra para analise
estatistica. Em cada analise, as amostras ndo estimuladas e marcadas com os
anticorpos foram consideradas como controles de fosforilagdo basal da linhagem e a
intensidade de fluorescéncia foi considerada positiva a partir desta.

O melhor tempo de ativacédo do receptor foi considerado no qual houve maior
percentual de células positivas no histograma.

Como critério de comparacgao foram utilizados os parametros: percentuais de
células positivas para marcacdo e média de intensidade de fluorescéncia global
(média geométrica da fluorescéncia). A visualizagdo da concentragao-resposta foi
realizada através de uma analise da regressdo de duas formas: em funcdo das
células positivas para marcagao e, em fungdo da média geométrica, seguindo os
critérios de uma regressao estabelecidos no item 3.7.3.

A representagdo grafica e analise estatistica foi realizada através dos
programas GraphPad Prism versdo 5, IBM SPSS Statistics versao 22, Kaluza

Analysis 1.5a e FlowdJo versao 10.
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4. RESULTADOS

4.1. PADRONIZACAO E OTIMIZACAO DO CULTIVO DAS LINHAGENS
CELULARES

4.1.1. Linhagem celular M-NFS-60

Com a finalidade de determinar o tempo ideal para sub-cultivo e realizacéo de
experimentos, além de avaliar a influéncia da citocina M-CSF na viabilidade e
rendimento desta linhagem na cultura, a linhagem M-NFS-60 foi observada por 5
dias (D1, D2, D3, D4 e D6) apos o estabelecimento da cultura e foi realizada a
contagem celular para avaliar sua proliferagdo e o numero de células mortas, com o
auxilio de camara de Neubauer e o corante azul de tripan, estes resultados se

apresentam a seguir, na Figura 17.

Figura 17. Curva de crescimento da linhagem M-NFS-60 cultivada com 60 ng/mL de M-CSF, 12
ng/mL e sem citocina M-CSF.
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No grafico A, foram apresentadas o numero de células viaveis x 104 por mL no eixo Y, e no eixo X os
dias de observagao destas condi¢des. No grafico B, foram apresentadas o nimero de células mortas
x 10* por mL no eixo Y, e no eixo X os dias de observagdo destas condigdes. No eixo X sdo
apresentados os dias em que foram realizadas as contagens do ndmero de células em triplicada,
apresentado dos dados em média com desvio. As culturas foram observadas e contadas no decorrer
de 6 dias, mas somente avaliada no total de 5 dias. As células M-NFS-60 deste experimento foram
cultivadas com o padrdo de 60 ng/mL de M-CSF, também com 12 ng/mL de M-CSF e sem o uso da
citocina M-CSF e foram sub-cultivadas com a concentragdo inicial de 2,5 x 10* células por mL. *
representa diferenga estatistica significativa (p-valor = 0,006) no teste One-way ANOVA medidas
repetidas no D6 entre os grupos com pos-teste de Bonferroni. 3 réplicas por amostra.
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Inicialmente as células foram inseridas em uma nova cultura com a
concentragéo de 2,5 x 10* células/mL e com o decorrer dos dias foi notada uma taxa
de multiplicagdo celular (r) entre os dias de aproximadamente 2,5 e o tempo de
dobramento (PDT — population doubling time) foi em média 0,52 dias para a
linhagem M-NFS-60 cultivada com 60 ng/mL de M-CSF (em azul no grafico A),
sendo esta a concentracdo recomendada e utilizada como parametro comparativo.

As células cultivadas com 60 ng/mL de M-CSF apresentaram o maior numero
de células viaveis no D4 conforme observado no grafico A apresentado na Figura
17. A razdo entre o dia com maior rendimento (4° dia) e o dia zero (dia do inicio da
cultura) foi de 85,7. O 6° dia apresentou uma diminuicdo no numero de células
viaveis com razao e numero de células equivalente ao 2° dia de cultivo, mostrando
assim, que posteriormente ao 4° dia ha uma diminuicdo do numero de células
viaveis.

As células cultivadas sem o uso de citocina M-CSF (em cinza no grafico A)
apresentaram uma curva de crescimento semelhante a curva das células cultivadas
com 60 ng/mL de M-CSF em todos os dias em que a cultura foi observada. Ja as
células cultivadas com 12 ng/mL de M-CSF (em verde no grafico A) apresentaram
um perfil diferente de crescimento quando comparado com os outros grupos, onde
no 6° dia de cultivo é observado um aumento do numero de células viaveis, diferente
dos outros grupos em que neste dia € observado um decaimento no numero de
células viaveis.

Quando os dados do Grafico A (figura 16) foram submetidos ao teste Two-
Way ANOVA medidas repetidas para verificar a existéncia de uma interagéo
significativa entre as variaveis tempo e tratamento, o resultado do teste indicou uma
interacdo significativa tanto para o tempo (p-valor = 0,0035) quanto para o
tratamento (p-valor < 0,0001), indicando que ambos os fatores sdo capazes de
influenciar no numero de células viaveis observadas.

Visando um melhor entendimento desta interacao, foi realizado um teste One-
way ANOVA medidas repetidas nos dias considerados criticos para a cultura, 4° dia
e 6° dia, para verificagao se a diferenga entre os grupos era significativa em cada um
dos dias.

Os resultados deste teste demonstraram que ndo ha diferenga significativa
entre os grupos no 4° dia de cultivo (p-valor = 0,8656), indicando que a citocina M-

CSF nao é capaz de influenciar no numero de células viaveis até este dia. Porém,
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quando o teste foi realizado entre os grupos no 6° dia de cultivo, houve uma
diferenga significativa entre os grupos (p-valor = 0,006), onde a reducgao da citocina
M-CSF de 60 ng/mL para 12 ng/mL parece influenciar no numero de células deste
dia, prolongando a sobrevivéncia celular.

O numero de células mortas (grafico B - figura 17) no decorrer dos dias D1 e
D4 se manteve entre 7,4 x 10* células/mL e 12,57 x 10* células/mL, néo
apresentando variagao significativa entre os dias. Os dias 3 e 4 apresentaram os
menores percentuais € menores numeros de ceélulas mortas (inferiores a 12%), ao
mesmo tempo estes dias apresentaram o maior numero de células viaveis
suplementadas com 60 ng/mL de M-CSF, conforme observado no grafico A (figura
17), evidenciando que os dias ideais para repique e realizagdo de experimentos
estaria entre esses dias. A razao entre o numero de células viaveis pelo numero de
células mortas do 4° dia foi de 17 para as células cultivadas com 60 ng/mL de M-
CSF e de 11, 4 para as células cultivadas com 12 ng/mL de M-CSF.

No 6° dia de cultivo, onde foi observado uma diminuigdo no numero de células
viaveis, houve um aumento significativo do numero de células mortas, alcangando o
numero de 764 x 10* células/mL com um alto percentual de células mortas (proximo
a 90%). Quando realizado o teste Two-Way ANOVA medidas repetidas para verificar
a existéncia de uma interacao significativa entre as variaveis tempo e tratamento, o
resultado do teste indicou uma interagao significativa somente para o tempo (p-valor
= 0,0001) indicando que apenas o tempo influencia no numero de células mortas
observadas.

A fim de confirmar esta observagao, foi realizado o teste One-way ANOVA
medidas repetidas nos dias considerados criticos para a cultura, 4° dia e 6° dia, onde
os resultados indicaram que nao ha diferenga significativa entre os grupos,
demonstrando que independente do tratamento o numero de células mortas
observado néo foi diferente entre os grupos.

Se o percentual de células mortas for levado em consideragdo, o grupo
cultivado com 12 ng/mL de M-CSF apresentou o menor percentual, em torno de 68%
contra percentuais do grupo cultivado com 60 ng/mL e o grupo sem citocina
superiores a 80%, sendo por esta avaliagdo o grupo cultivado com 12 ng/mL
significativamente diferente dos outros grupos. Logo, apesar do alto percentual de
mortalidade nas células cultivadas com 12 ng/mL de M-CSF a menor concentragao

de citocina parece ter prologando a sobrevivéncia celular.
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Desta maneira, o 4° dia de cultivo parece ser o ideal para repique de cultura e
experimentos seguintes e de acordo com o método de avaliagédo, a concentragao da
citocina M-CSF parece nao influenciar no numero de células viaveis e no percentual
de células mortas até este dia, sendo possivel a redu¢do da citocina de 60ng/mL
para 12ng/mL a fim de reduzir os custos do cultivo.

Para uma avaliagcdo se esta redugdo da concentragao da citocina de cultivo
M-CSF afetaria a resposta celular, as células cultivadas com 60ng/mL de M-CSF e
as ceélulas cultivadas com 12ng/mL foram comparadas nos ensaios de concentragao-

resposta com o Filgrastim por MTT apresentados posteriormente no item (4.2.1.3).

4.1.2. Linhagem celular Kasumi-1

Com a finalidade de determinar o tempo ideal para sub-cultivo e realizagdo de
experimentos, além de avaliar a influéncia da concentragdo de soro fetal bovino
(SFB) na viabilidade e rendimento desta linhagem, a linhagem Kasumi-1 foi
observada por 5 dias (D1, D2, D3, D4 e D7) apos o estabelecimento da cultura e foi
realizada a contagem celular para avaliar sua proliferagdo e o numero de células
mortas, com o auxilio de camara de Neubauer e o corante azul de tripan, estes
resultados se apresentam na figura 18.

Inicialmente as células foram inseridas em uma nova cultura com a
concentragédo de 1 x 10° células/mL e com o decorrer dos dias foi notada uma taxa
de multiplicagao celular (r) entre os dias de aproximadamente 0,87 e o tempo de
dobramento (PDT — population doubling time) foi em média 1,27 dias para a
linhagem Kasumi-1 cultivada com 20% SFB (em preto no grafico A, figura 18),
sendo esta a concentragdo recomendada utilizada como parametro comparativo,
visto que é a concentragao recomendada pelo fabricante.

Apresentando um diferente perfil de crescimento quando comparado a
linhagem M-NFS-60, padronizada para ensaios farmacopeico com o Filgrastim, a

linhagem Kasumi-1 apresenta um crescimento mais lento.
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Figura 18. Curva de crescimento da linhagem Kasumi-1 cultivada com 20% SFB, 10% SFB, 5% SFB
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No grafico A, foram apresentadas o numero de células viaveis x 104 por mL no eixo Y, e no eixo X os
dias de observagao destas condi¢des. No grafico B, foram apresentadas o nimero de células mortas
x 10* por mL no eixo Y, e no eixo X os dias de observagdo destas condigdes. No eixo X sado
apresentados os dias em que foram realizadas as contagens do numero de células em triplicada,
apresentado dos dados em média com desvio. As culturas foram observadas e contadas no decorrer
de 7 dias, mas somente avaliada no total de 5 dias. As células Kasumi-1 deste experimento foram
cultivadas com o padrao de 20% de SFB, também com 10% de SFB, 5% de SFB e sem o uso de
soro. Foram sub-cultivadas com a concentragdo inicial de 10 x 10* células por mL. * representa
diferenga estatistica significativa (p-valor < 0,05) no teste One-way ANOVA medidas repetidas para
os dias em questdo entre os grupos com pds-teste de Bonferroni. # representa diferenga estatistica
significativa (p-valor < 0,05) no teste T-student entre os dias 4 e 7 das células cultivadas com
20%SFB. 3 réplicas por amostra.

O maior numero de células viaveis para as duas maiores concentracdes de
soro (20% e 10% de SFB) foi obtido no 7° dia de cultivo (D7) conforme observado no
grafico A apresentado na Figura 18. O crescimento desta linhagem parece ser de
forma linear ja que a razéo entre o numero de células viaveis do grupo cultivado com
20% de SFB em relacdo ao numero de células inicial segue uma tendéncia linear
(D1 -1,34; D2 — 2,5; D3 — 3,3; D4 — 4,9; D7 — 8,7) onde a maior raz&o foi obtida no
ultimo dia de cultivo (D7) de 8,7.

As células cultivadas sem soro (em cinza na figura 18 A) apresentam um
padrao de curva de crescimento e mortalidade quase que linear, onde o crescimento
e a mortalidade se mostram proximas e baixo rendimento celular, mostrando que o
soro é essencial para a proliferacao desta linhagem. As células cultivadas com uma
menor concentragdo de soro que a recomendada (5 e 10% SFB) apresentam um
perfil também diferente da curva de crescimento da linhagem com 20%SFB, onde as
células cultivadas com 5%SFB (verde na figura 18 A) se mostram semelhantes a

cultivada sem soro.
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As células cultivadas com 10%SFB (azul na figura 18 A) se apresentam com
um perfil similar as cultivadas com 20%SFB (em preto na figura 18 A), porém com
um menor rendimento no numero de células viaveis.

Quando os dados do grafico A (figura 18) foram submetidos ao teste Two-
Way ANOVA medidas repetidas para verificar a existéncia de uma interagéo
significativa entre as variaveis tempo e tratamento, o resultado do teste indicou uma
interacdo significativa tanto para o tempo (p-valor < 0,0001) quanto para o
tratamento (p-valor < 0,0001), indicando que ambos os fatores s&o capazes de
influenciar no numero de células viaveis observadas.

Visando um melhor entendimento desta interacao, foi realizado um teste One-
way ANOVA medidas repetidas nos dias considerados criticos para a cultura, 4° dia
e 7° dia, para verificagao se a diferenga entre os grupos era significativa em cada um
dos dias. Os resultados deste teste demonstraram que ha diferenga significativa
entre todos os grupos no 4° dia de cultivo (p-valor < 0,0001), indicando que a
concentragao de soro influencia diretamente na obteng&o de células viaveis, o unico
grupo que nao apresentou diferenga estatistica no pos-teste de Bonferroni foi entre o
grupo sem soro e o grupo suplementado apenas com 5% de SFB. O mesmo
resultado foi visualizado no 7° dia de cultivo, demonstrando a importancia de
suplementacéao para esta cultura para viabilidade celular.

O numero de células mortas (grafico B figura 18) no decorrer dos dias D1 e
D4 aumenta numericamente, porém, a razdo do dia posterior pelo dia anterior vai
diminuindo, sendo menor que 1 no dia 7, com razdo de 0,52 em relagdo ao dia 4
para as células suplementadas com a quantidade recomendada, 20% de SFB.

Os dados do numero de células mortas foram submetidos ao teste Two-Way
ANOVA medidas repetidas para verificar a existéncia de uma interacdo significativa
entre as variaveis tempo e tratamento, o resultado do teste indicou uma interagcéo
significativa tanto para o tempo (p-valor < 0,0001) quanto para o tratamento
(quantidade de soro) (p-valor < 0,0001), indicando que ambos os fatores sao
capazes de influenciar no numero de células mortas observadas.

O dia 7 de cultivo apresentou o menor percentual e menor numero de células
mortas (inferiores a 18%) e que ao mesmo tempo este dia apresentou o maior
numero de células viaveis, evidenciando que o dia ideal para repique e realizacao de

experimentos seria o 7°dia de cultura, visto que a razado entre o numero de células
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viaveis pelo numero de células mortas destes dias foi de 4,66 para as células
mantidas em 20% de SFB.

No grafico B (figura 18) a comparagc&o do numero de células mortas entre os
grupos com diferentes concentragdes de soro, € observado que as células cultivadas
com 10% de SFB também apresentam um pico de mortalidade (D3), porém anterior
ao pico de mortalidade observado nas células cultivadas com 20% SFB (D4).

Quando submetido ao teste One-way ANOVA medidas repetidas no dia 7 de
cultivo, os resultados mostraram uma diferenga significativa entre as células
cultivadas com 20% de SFB e os demais grupos, que apesar de apresentar uma
reducdo do numero de células mortas em relacdo ao 4° dia, ainda ¢é
significativamente diferente dos outros grupos. A fim de verificar se a diferenga entre
os dias D7 e D4 do grupo cultivado com 20% de SFB era significativa, foi realizado
um teste T-student, onde o resultado demonstrou que ha uma redugdo no numero
de células mortas significativa.

Sendo assim, foi definido para os experimentos seguintes que o repique da
linhagem Kasumi-1 fosse realizado no dia 7 pos-cultivo, justamente pelo maior
numero de células viaveis e os menores percentuais de mortalidade. Além disso, a
tentativa de reducdo de soro nao foi positiva, demonstrando a necessidade da
linhagem ser mantida com 20% de SFB.

Para realizacdo dos ensaios seguintes com esta linhagem, foi considerado
ideal um percentual de células mortas inferior a 20%, conforme observado no dia de

cultivo D7, e o mesmo foi atendido durante os ensaios a seguir.

4.2. AVALIACAO DA ATIVAGCAO DAS DIFERENTES LINHAGENS CELULARES
FRENTE AO ESTIMULO DE FILGRASTIM PELO ENSAIO DE MTT

4.2.1. Linhagem celular M-NFS-60

4.2.1.1. Padronizagdo do ensaio de MTT farmacopeico: influéncia da citocina M-CSF

no ensaio

Com o objetivo de avaliar a influéncia da citocina M-CSF utilizada no cultivo
celular da linhagem M-NFS-60 na resposta destas células ao estimulo com

Filgrastim, foram realizados ensaios de MTT de duas formas: Realizados com as
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células mantidas em cultivo de forma continua com a citocina; e, realizados com as
células que foram retiradas da citocina por 24 h antes da realizacdo do ensaio,
sendo mantidas apenas em meio RPMI suplementado conforme descrito na
metodologia.

Para a escolha da melhor forma de manutengao da linhagem M-NFS-60 para
realizacdo deste ensaio, os resultados das curvas foram comparados através do
calculo da significancia da ANOVA da regressdo e avaliagdo do R? em diversos
modelos de regressao. Os melhores modelos de regressdo quanto a ANOVA da
regressao e ao R? foram logaritmico e em poténcia, estando de acordo com o
estabelecido para modelos de linhas paralelas. Abaixo foi apresentado a

comparagao das curvas com o uso de citocina no modelo logaritmico na figura 19.

Figura 19. Metabolizagdo de MTT na linhagem M-NFS-60 cultivada com 60ng/mL para
visualizagao da influéncia da citocina M-CSF.
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Ensaio de MTT realizado com curva das diluigbes do Filgrastim frente a linhagem M-NFS-60
cultivadas com 60ng/mL de M-CSF. M-CSF (quadrado preenchido) - as células com citocina até o
ensaio foram mantidas de forma continua no meio de cultivo com a citocina M-CSF. M-CSF (-) 24 h -
foram mantidas com citocina até 48 h antecedente ao ensaio, nas 24 h anteriores ao ensaio as
células foram mantidas em meio RPMI sem citocina. Apds este procedimento as células
permaneceram em contato com o Filgrastim por 48 h. O eixo X é apresentado no formato de Ln da
concentracao por mL, apresentados 2 experimentos independentes (realizados em 3 réplicas).

As células que foram mantidas com a citocina M-CSF até o momento do
ensaio apresentaram uma curva com um R? de 0,152 e uma ANOVA da regresséao
de 0,2667, ndao apresentando uma resposta dependente da concentracdo de
Filgrastim.

Ja as células mantidas com a citocina até 48 h antecedente ao experimento e

nas 24 h anteriores ao experimento foram mantidas sem a citocina, somente em
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meio RPMI suplementado, apresentaram uma curva com R? de 0,8743 com uma
ANOVA da regressdo altamente significativa (0,000), apresentando uma boa
correlagao entre concentragéo-resposta.

O R? mostra que manter as células em cultivo com a citocina até o momento
do experimento pode influenciar diretamente na resposta das células ao estimulo
com o Filgrastim, além disso, os dados apresentaram grande desvio entre as
replicatas.

Diante do observado, a auséncia da citocina por 24 h no cultivo da linhagem
M-NFS-60 demostra beneficiar a resposta das células aos estimulos com Filgrastim
pela observacdo da ANOVA da regressao ser altamente significativa e por
apresentar coeficientes de determinacédo para os modelos aceitos de logaritmica e
poténcia superiores a 0,6 conforme estabelecido pela autora, ja que no compéndio
internacional nada é abordado sobre R2.

Desta forma, nos experimentos descritos a seguir, 24 h antes da realizagao
do ensaio, as células foram retiradas do contato com a citocina, sendo mantidas

somente em meio RPMI suplementado.

4.2.1.2. Padronizagdo do ensaio de MTT farmacopeico: preciséo intra e inter ensaios

Com o intuito de reproduzir o ensaio farmacopeico, foi realizado o cultivo da
linhagem M-NFS-60 até 48h com a citocina M-CSF antecedente ao ensaio de MTT.
Nas 24h anteriores ao ensaio, foi mantida em cultivo apenas com o meio RPMI
suplementado sem a adigédo da citocina. Nao foi verificada aumento do percentual de
morte com a retirada da citocina.

Foram realizados um total de 5 ensaios independentes de MTT. Para
verificagdo da preciséo intra ensaio foram avaliados o coeficiente de determinagéo
(R?), a ANOVA da regresséao e desvio padrao entre as replicatas.

Para verificacdo da precisao inter ensaio foram avaliados a inclinagao da reta
e o coeficiente de variagdo (CV%) entre os ensaios. Para os ensaios serem
considerados precisos nao devem apresentar diferenca estatistica entre as
replicatas e entre a inclinagc&o da reta.

Abaixo na Figura 20 foram apresentadas as curvas iniciando em 800 Ul/mL
com 9 réplicas de Filgrastim com uma linha de tendéncia para melhor observacao da

tendéncia da curva.
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Figura 20. Ensaio de MTT com a linhagem M-NFS-60 cultivada em 60 ng/mL de citocina
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Ensaio de MTT realizado com curva das diluigbes do Filgrastim frente a linhagem M-NFS-60
cultivadas com 60 ng/mL de M-CSF. Nas 24 h anterior a realizagdo do ensaio, a linhagem foi retirada
do contato com a citocina, apdés este procedimento as células permaneceram em contato com o
Filgrastim por 48 h. O eixo X é apresentado no formato de Ln da concentragdo por mL de Filgrastim,
e o eixo Y é apresentado em forma de razdo da densidade o6tica (D.O.) da curva dividida pela D.O. do
controle (célula sem Filgrastim) apresentados 5 experimentos independentes (realizados em 4
réplicas).

Nota-se visualmente que as curvas apresentam uma tendéncia a linhas
paralelas com uma regressao com correlagao positiva. Os resultados estatisticos

desta comparacao intra e entre experimentos foram apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultado dos parametros avaliados para cada ensaio realizado.

Ensaio ANOVA da R? Desvio-padrao entre as
regressao replicatas

Exp.1 0,0002 0,8466 0,11681 £ 0,0527

Exp.2 0,0001 0,8743 0,09969 + 0,0578

Exp.3 0,0004 0,8097 0,1299 + 0,10539

Exp.4 0,0002 0,8447 0,11571 £ 0,03773

Exp.5 0,0001 0,9042 0,17599 + 0,08599

Todos os experimentos apresentaram um R? suficiente de acordo com os
critérios estabelecidos nesta dissertacao, sendo superiores a 0,6. Além disso, todas
as regressdes apresentaram ANOVA da regressao significativa e desvios-padréao

inferiores a 0,2. O coeficiente de variacdo da inclinagao da reta entre os ensaios foi
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de 21%, sendo considerado dentro dos valores estabelecidos pela OMS para
ensaios bioldgicos (WHO, 1997).

As inclinagdes das curvas se apresentaram proximas e nédo sao
significativamente diferentes entre si, demostrando que todos os experimentos
realizados apresentam inclinagdes da reta semelhantes. As inclinagbes também

foram analisadas em um grafico de controle de ensaio, apresentado na figura 21.

Figura 21. Gréfico de controle de ensaio: Inclinagdes das curvas dos 5 experimentos de MTT com a
linhagem M-NFS-60 cultivada em 60 ng/mL de citocina
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Valores da inclinagao das curvas plotados em um grafico de controle de ensaio, onde no eixo X séo
apresentados os experimentos, com valores respectivos das inclinagées no eixo Y. Os limites
superiores e inferiores foram calculados baseados na média e no desvio-padrdo dos valores de
inclinagao obtidos.

Diante destes resultados, os 5 experimentos realizados com a linhagem M-
NFS-60 em dias diferentes se apresentam semelhantes, com R? variando de 0,80 a
0,90, através da ANOVA da regressao significativa, coeficiente de variagdo dentro
do estabelecido por normas internacionais (WHO, 1997) e além disso, a inclinagéo
das curvas sao semelhantes estatisticamente, mostrando que ha uma precisao tanto
intra ensaio como inter ensaio, sendo assim, os resultados apresentados sugerem

que a padronizacao do ensaio farmacopeico teve sucesso.

4.2.1.3. Padronizagcdo do ensaio de MTT farmacopeico: teste com diferentes

concentragbes da citocina M-CSF no cultivo da linhagem

A fim de avaliar se a reducédo da quantidade de citocina M-CSF no cultivo da

linhagem M-NFS-60 seria capaz de alterar a sua resposta ao Filgrastim no ensaio de
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MTT, os ensaios com o cultivo de 60 ng/mL de M-CSF foram considerados como
padrées e foram entdo comparados a 3 ensaios com o cultivo de 12 ng/mL de M-
CSF.

Neste ensaio, as células também foram retiradas do cultivo com a citocina M-
CSF por 24 h que antecedem ao ensaio. Todos os 3 ensaios com o cultivo de 12

ng/mL da citocina M-CSF foram expostos juntos na Figura 22.

Figura 22. Ensaio de MTT com a linhagem M-NFS-60 cultivada em 12 ng/mL de citocina contra a
linhagem M-NFS-60 cultivada em 60 ng/mL.
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Ensaio de MTT realizado com curva das diluigbes do Filgrastim frente a linhagem M-NFS-60
cultivadas com 12 ng/mL de M-CSF em cinza e 60 ng/mL em preto. Nas 24 h anterior a realizagdo do
ensaio, a linhagem foi retirada do contato com a citocina, apds este procedimento as células
permaneceram em contato com o Filgrastim por 48 h. O eixo X é apresentado no formato de Ln da
concentracdo por mL, apresentados 3 experimentos independentes de cada (realizados em 4
réplicas).

Apesar dos experimentos realizados com células mantidas em cultivo com 12
ng/mL apresentar certa relagdo concentragdo-resposta, a mesma ¢€ visivelmente
diferente das células cultivadas com 60 ng/mL. Os resultados estatisticos desta
comparacgao intra e inter experimentos foi apresentada na Tabela 2.

Apenas um experimento apresentou o R? inferior ao estabelecido pela autora
de 0,6, sendo o 3° experimento com células cultivadas com 12 ng/mL de M-CSF.
Todas as regressdes apresentaram através da ANOVA da regressao significativa e
desvios-padrao inferiores a 0,2. O coeficiente de variacdo entre os ensaios foi de
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60,8%, sendo considerado fora dos valores estabelecidos pela OMS para ensaios

bioldgicos (WHO, 1997).

Tabela 2. Resultado dos pardmetros avaliados para cada ensaio realizado com 12 ng/mL de M-CSF
contra ensaios com 60 ng/mL de M-CSF.

Ensaio ANOVA da R? Desvio-padrao entre
regressao as replicatas
Exp.1 12ng/mL 0,0011 0,7575 0,11007 £ 0,06002
Exp.2 12ng/mL 0,0001 0,9042 0,08169 + 0,03991
Exp.3 12ng/mL 0,0108 0,5767 0,06692 + 0,02613
Exp.2 60ng/mL 0,0001 0,8743 0,09969 + 0,0578
Exp.3 60ng/mL 0,0004 0,8097 0,1299 + 0,10539
Exp.4 60ng/mL 0,0002 0,8447 0,11571 £ 0,03773

Apesar de as inclinagdes das curvas se apresentaram proximas e ndo sao

significativamente diferentes entre si, as inclinacdes referentes as curvas com

12ng/mL estdo fora limites inferiores do controle estabelecidos pelo ensaio com

60ng/mL de M-CSF. As inclinagdes também foram analisadas em um grafico de

controle de ensaio, apresentado abaixo na Figura 23.

Figura 23. Grafico de controle de ensaio: Inclinagdes das curvas dos 6 experimentos de MTT com a
linhagem M-NFS-60 cultivada em 60 ng/mL de citocina e comparados com a linhagem cultivada com

Experimento

12 ng/mL.
0.3+ .
inclinagéo
60ng/mL
inclinagéo
0 4 12ng/mL
o 0.2 g g
10
o .
£ y
© 01-
£ 0.1
w u
n
0.0 T T T T T 1
1 2 3 4 5 6

Valores da inclinagao das curvas plotados em um gréafico de controle de ensaio, onde no eixo X séo
apresentados os experimentos, com valores respectivos das inclinagdes no eixo Y. Os limites
superiores e inferiores foram calculados baseados na média e no desvio-padrao dos valores de
inclinagcéo obtidos dos experimentos representativos com células cultivadas com 60 ng/mL de M-CSF,
as inclinagdes das curvas das células cultivadas com 12 ng/mL foram adicionadas ao grafico como

comparativo.
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Desta forma, o cultivo da linhagem M-NFS-60 com 12 ng/mL de M-CSF
parece influenciar de forma negativa sua resposta ao ensaio de MTT para controle
de qualidade do medicamento Filgrastim, pois apresentou desvios na inclinagdo das
curvas e o coeficiente de variagdo foi superior a 50%, sendo superior a variagao
aceita pela OMS (WHO, 1997).

4.2.2. Linhagem celular Kasumi-1

4.2.2.1. Padronizagéo do ensaio de MTT farmacopeico: determinagdo do numero de

células utilizadas

Com o intuito de padronizar o ensaio de MTT para avaliagao da resposta ao
Filgrastim com a linhagem Kasumi-1, foi necessario a realizagdo da padronizacéo da
densidade celular a ser utilizada nestes ensaios. As células em diferentes
densidades foram inseridas na placa em réplicas de trés, e foram colocadas em
contato com o Filgrastim em curva, iniciando em 800 Ul/mL, seguindo uma diluicdo
seriada de mais 6 pontos. Foram realizados testes com 4 concentragdes de célula
por pogo: 1 x 10° células; 1 x 10* células; 5 x 10* células e 1 x 10% células,

apresentados na Figura 24 a seguir.

Figura 24. Ensaio de MTT com a linhagem Kasumi-1 em diferentes concentragbes celulares.
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Curva das diluigdes do Filgrastim frente a linhagem Kasumi-1 apds 48 h em diferentes concentragdes
celulares. O eixo X & apresentado no formato de Ln da concentragao por mL. Sdo apresentados em
linha de tendéncia.
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A forma de avaliacdo destas curvas foi através dos R? mais proximos a 1 e
significancia da ANOVA da regressao, os dados foram apresentados na Tabela 3
abaixo.

Tabela 3. Curvas de estimagao entre experimentos com diferentes concentragbes celulares.

Conc. 10° Conc. 104 Conc. 5x10* Conc. 10°

Modelos ANOVA R? ANOVA R? ANOVA R? ANOVA R?

Logaritimico 0,412 0,138 0,570 0,069 0,095 0,458 0,000 0,893

Poténcia 0,469 0,109 0,555 0,074 0,098 0,453 0,000 0,883

Conforme observado na tabela acima, somente a densidade celular de 10°
células por pogo da linhagem Kasumi-1 foi capaz de apresentar modelos de
regressao com nivel de significancia da ANOVA préximos ou inferiores a 0,05 e em
ambos os modelos aceitos para linhas paralelas o R? foi superior a 0,8 indicando
uma boa correlagdao concentracdo-resposta nesta densidade de células por poco.

Sendo assim, a densidade celular de 10° células por pogo da linhagem
Kasumi-1 foi capaz de apresentar uma relagdo concentragdo-resposta em alguns
modelos de regressédo e apresentou significancia da mesma em quase todos os
modelos. Por este motivo, esta foi a densidade celular de escolha para os ensaios

seguintes de MTT com a linhagem Kasumi-1.

4.2.2.2. Padronizagdo do ensaio de MTT farmacopeico: precisdo intra e inter ensaios

Com o intuito de padronizar o ensaio farmacopeico de MTT para o biofarmaco
Filgrastim para a linhagem Kasumi-1, foram realizados um total de 4 ensaios
independentes de MTT. Para verificacdo da preciséo intra ensaio foram avaliados o
coeficiente de determinacédo (R?), a ANOVA da regressao e desvio padrao entre as
replicatas. Para verificagdo da precisao inter ensaio foram avaliados a inclinacéo da
reta e o coeficiente de variagdo (CV%) entre os ensaios. Para os ensaios serem
considerados precisos ndo devem apresentar diferenga estatistica entre as
replicatas e entre a inclinagdo da reta.
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Na Figura 25 foram apresentadas as curvas iniciando em 800 Ul/mL com

diluicbes seriadas com uma linha de tendéncia para melhor observacdo da

tendéncia da curva.

Figura 25. Ensaio de MTT com a linhagem Kasumi-1 cultivada com 20%SFB.

Razéo da D.O. curva/controle

3.0+

2.54

2.04

1.5

i

exp.1
exp.2
exp.3
exp.4

R

0 2

Concentracao do Filgrastim (Ln X Ul/mL)

6

Ensaio de MTT realizado com curva das diluicdes do Filgrastim frente a linhagem Kasumi-1 cultivadas
com 20%SFB. As células permaneceram em contato com o Filgrastim por 48h. O eixo X é
apresentado no formato de Ln da concentragdo por mL de Filgrastim, e o eixo Y é apresentado em
forma de razdo da densidade dtica (D.O.) da curva dividida pela D.O. do controle (célula sem
Filgrastim) apresentados 4 experimentos independentes (realizados em réplicas de 3).

Nota-se visualmente que as curvas apresentam uma tendéncia ao paralelismo

com uma regressao com correlagdo positiva. Os resultados estatisticos desta

comparacao intra e inter experimentos foram apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultado dos parametros avaliados para cada ensaio realizado.

. ANOVA da Desvio-padrao entre as
Ensaio ~ R? .
regressao replicatas
Exp.1 0,0025 0,8376 0,09006 + 0,06481
Exp.2 0,0015 0,8570 0,09578 + 0,06244
Exp.3 0,0001 0,9401 0,10931 + 0,10232
Exp.4 0,0029 0,8315 0,20867 + 0,11379

Todos os experimentos apresentaram um R? suficiente de acordo com os

critérios estabelecidos nesta dissertacao, sendo superiores a 0,8. Além disso, todas
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as regressdes apresentaram ANOVA da regressao significativa e desvios-padréao
inferiores a 0,2. O coeficiente de variacdo da inclinagao da reta entre os ensaios foi
de 44,3%, sendo considerado dentro dos valores estabelecidos pela OMS para
ensaios biologicos (WHO, 1997).

As inclinagbes das curvas se apresentaram préximas e nao sao
significativamente diferentes entre si, demostrando que todos os experimentos
realizados apresentam inclinagdes da reta semelhantes. As inclinagcdes também
foram analisadas em um grafico de controle de ensaio, apresentado na Figura 26.

Figura 26. Grafico de controle de ensaio: Inclinagdes das curvas dos 4 experimentos de MTT com a
linhagem Kasumi-1 cultivada com 20%SFB
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Valores da inclinagao das curvas plotados em um gréafico de controle de ensaio, onde no eixo X séo
apresentados os experimentos e suas inclinagdes, com valores respectivos no eixo Y. Os limites
superiores e inferiores foram calculados baseados na média e no desvio-padrao dos valores de
inclinagao obtidos.

Diante destes resultados, os 4 experimentos realizados com a linhagem
Kasumi-1 em dias diferentes se apresentam semelhantes, com R? variando de 0,80
a 0,90, ANOVA da regressao significativa, coeficiente de variagcdo dentro do
estabelecido por normas internacionais e além disso, a inclinagdo das curvas sao
semelhantes estatisticamente, mostrando que ha uma precisdo tanto intra ensaio

como inter ensaio.
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4.3. QUANTIFICAGAO DA PROFILERACAO CELULAR NAS DIFERENTES
LINHAGENS POR CITOMETRIA DE FLUXO ATRAVES DO ENSAIO COM CFSE

4.3.1. Curva do Filgrastim com a linhagem celular M-NFS-60

Com o intuito de reproduzir a visualizacdo concentracido-resposta observada
no ensaio de MTT da linhagem M-NFS-60 frente a diferentes concentragdes de
Filgrastim, o ensaio de CFSE foi realizado nos tempos de 24 h e 48 h das células
marcadas e em contato com o Filgrastim. Os histogramas das células sem CFSE
(autofluorescéncia), células sem estimulo (marcadas com CFSE), células marcadas
com CFSE DO e células estimuladas com Filgrastim em diferentes doses, para cada
tempo (24 h e 48 h) foram apresentadas na Figura 27.

Foi observada proliferacao, tanto em células sem estimulo e marcadas com
CFSE, quanto em células que foram estimuladas com Filgrastim em diferentes
concentragdes. Nos histogramas apresentados na Figura 27, foi observado que a
proliferagdo nao foi dependente do estimulo, visto que as médias geométricas de
fluorescéncia foram semelhantes entre os estimulos e as células sem estimulo

marcada com CFSE.
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Foi estabelecido que a média geométrica de fluorescéncia da célula marcada
DO seria dividida pela média geométrica de fluorescéncia obtida apds o ensaio para
cada dose, assim, seria possivel obter uma razdo e esta seria analisada e

comparada graficamente, apresentados na Figura 28.

Figura 28. Razdo das médias geométricas das células em proliferagdo no ensaio de CFSE com a
linhagem M-NFS-60 em contato 24h e 48h com o Filgrastim.

33 Controle
3 3,125U1mL
B 12,5Ul/mL
B 50UImL
— Wl 200UI/mL
] Wl 800UI/mL

- - N »n
< b o b

Razao Controle/amostras
o

Razao entre a média geométrica de fluorescéncia inicial e a média geométrica de fluorescéncia das
amostras 24h e 48h ap6s o contato com o Filgrastim.

Foi observado que em 24 h nado houve diferencas visiveis entre as diversas
doses de Filgrastim, ndo sendo observada uma relagdo concentragdo-resposta
(Linear R?=0,662 com ANOVA da regressdo n&o significativa =0,263). Além disso,
no histograma é possivel visualizar que a diferenga entre as células negativas
(autofluorescentes) e células positivas (marcadas com CFSE) no primeiro dia é
muito pequena, e conforme o passar de 24 h de ensaio o controle, ou seja, células
sem estimulo, apresenta cerca de 16,68% destas se sobrepondo as células
autofluorescentes, este fato pode resultar em uma interpretacéo erronea do numero
de células que se multiplicaram ou células que nado foram marcadas por CFSE.

Em 48 h de ensaio, as células marcadas sem estimulo ja apresentaram uma
proliferacdo tao alta que mais de 80% das células encontram-se se sobrepondo as
células autofluorescentes. As demais células com diferentes concentragdes de
Filgrastim também apresentaram um percentual superior a 30% sobrepondo as
células autofluorescentes, por este motivo € complicado estimar a real proliferagao
das células em funcdo do decaimento do CFSE. Nao foi observado uma relagao

concentracao-resposta nos experimentos de 48 h tanto dos percentuais quanto da
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razao, que parecem em determinada dose atingir um plator, sugerindo que o
aumento de dose poderia estar inibindo a proliferacdo ou ainda aumentando a
apoptose devido a alta concentracéo de Filgrastim.

N&o ha diferenga significativa entre as amostras quando submetidas ao teste
One-way ANOVA, tanto em relagdo aos percentuais quanto em relagdo a razdo em
ambos os ensaios de 24h e 48h. Nao é observado em ambos os ensaio de 24h e
48h uma proliferagao lenta, com picos sequenciais. Como se trata de uma linhagem
padronizada que apresenta uma taxa de proliferacdo constante, € possivel notar um
deslocamento continuo de todo o pico das células marcadas.

As células estimuladas com Filgrastim também foram contadas manualmente
com o auxilio da camara de Neubauer e o corante azul de tripan para fins de
controle de ensaio, e novamente nao ficou claro uma relagdo concentragao-
resposta, apresentando R? inferior a 0,5, sendo contrario ao observado no ensaio de
MTT. Estes resultados sugerem que a concentragao-resposta visualizados no ensaio
de MTT com esta linhagem frente ao medicamento Filgrastim poderiam estar
relacionados com outros mecanismos celulares, como sua ativagao.

Sendo assim, apesar do ensaio de CFSE ser considerado um ensaio
sensivel, a visualizagdo da proliferagdo com esta linhagem celular frente ao
medicamento Filgrastim ndo foi efetiva para estimagcdo de uma concentragéo-

resposta.

4.3.2. Curva do Filgrastim com a linhagem celular Kasumi-1

Com o intuito de reproduzir a visualizacdo concentracdo-resposta observada
no ensaio de MTT da linhagem Kasumi-1 frente a diferentes concentragbes de
Filgrastim, o ensaio de CFSE foi realizado nos tempos de 24 h e 48 h das células
marcadas e em contato com o Filgrastim. Os histogramas das células sem CFSE
(autofluorescéncia), células sem estimulo (marcadas com CFSE), células marcadas
com CFSE DO e células estimuladas com Filgrastim em diferentes doses, para cada
tempo (24 h e 48 h), os histogramas da curva foram apresentados a seguir na

Figura 29.
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Ao observar a proliferagado celular apds 24 h de contato com o Filgrastim,
pode se notar que com o aumento da dose, houve uma diminuicdo na média
geometrica de fluorescéncia até a dose de 50 Ul/mL, aumentando assim a raz&o
entre o controle DO e as amostras. Apds esta concentragao, parece que houve uma
estabilizacao da proliferagdo. Ja apos 48 h de contato com o Filgrastim, foi possivel
observar que com o aumento da dose, houve um aumento no deslocamento do pico
de proliferacdo para a esquerda do grafico, possivelmente demonstrando uma
concentragao-resposta. Para confirmagcdo da mesma, foi realizado uma razdo das

células controles pelas amostras e apresentadas no grafico na Figura 30 abaixo.

Figura 30. Razdo das médias geométricas das células em proliferagdo no ensaio de CFSE com a
linhagem Kasumi-1 em contato 24 h e 48 h com o Filgrastim.

254 3 Controle
O 3,12501mL
B2 12,5U1/mL
B 50UI/mL
B8 200Ul/mL
BB 3800Ul/mL

20+ L
154 1
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Razédo Controle/amostras

Razao entre a média geométrica de fluorescéncia inicial e a média geométrica de fluorescéncia das
amostras 24 h e 48 h apds o contato com o Filgrastim.

Os resultados das razdes apresentadas acima, quando submetidos ao teste
One-way ANOVA demonstraram diferenga significativa em ambos os tempos entre
os grupos. Porém, quando analisados na forma de regresséo, 24 h de contato com o
Filgrastim resultou em uma regresséao logaritmica com R?= 0,6, porém com ANOVA
da regressdo nao significativa. Ja a razdo de 48 h de contato apresentou uma
regresséo logaritmica com R?= 0,972 e com ANOVA da regressé&o significativa (p-
valor =0,002), sendo possivel a observacdo de uma tendéncia a uma curva
concentracao-resposta conforme observado no ensaio de MTT.

Diferentemente dos resultados apresentados com a linhagem M-NFS-60, a
linhagem Kasumi-1 apresenta uma discreta proliferacdo possivel de quantificagcao
em relag&o a linhagem padronizada, e esta observagédo € mais acentuada apos 48 h
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de contato com o Filgrastim, com a observacdo de uma relagdo concentragéo-
resposta.

As células estimuladas com Filgrastim também foram contadas manualmente
com o auxilio da camara de Neubauer e o corante azul de tripan para fins de
controle de ensaio, e novamente ndo ficou claro uma relagdo concentragao-
resposta, apresentando R? inferior a 0,5. Levantando novamente a hipétese de que
os resultados de concentragao-resposta visualizados no ensaio de MTT se devem a
outros fatores de estimulagdo celular, como ativagao.

Sendo assim, apesar do ensaio de CFSE ser considerado um ensaio
sensivel, a visualizagdo da proliferagdo com esta linhagem celular frente ao
medicamento Filgrastim ndo foi efetiva para estimacdo de uma concentragéo-
resposta no tempo de 24 h de contato, porém, o tempo de 48 h de contato

apresentou uma relagao concentragao-resposta em logaritimico consideravel.

4.4. AVALIACAO DO CICLO CELULAR DAS DIFERENTES LINHAGENS POR
CITOMETRIA DE FLUXO ATRAVES DO ENSAIO COM IODETO DE PROPIDIO

4.4.1. Ensaio de ciclo celular com a linhagem M-NFS-60

Objetivando mimetizar as observagdes vistas no ensaio de MTT e para
comparagdo com os resultados do ensaio de CFSE frente ao estimulo com
Filgrastim, foi realizado o ensaio com o iodeto de propidio, um intercalante de DNA,
no tempo de 48h com a linhagem M-NFS-60. Os histogramas representativos foram

apresentados na proxima Figura 31.
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Figura 31. Resultado grafico do ensaio de lodeto de propidio (Pl) da linhagem M-NFS-60 em contato
48 h com o Filgrastim.
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Curva das diluicdes do Filgrastim em 48 h de contato com a linhagem M-NFS-60. Células controle
indica as células marcadas sem estimulo, sendo este o ciclo celular normal da linhagem. Em seguida,
as células marcadas em contato com o Filgrastim por 48h da menor dose para maior dose. Os gates
foram marcados a partir do controle.

Para melhor observagao do comportamento das fases do ciclo celular frente a

diferentes concentragdes do estimulo com Filgrastim, as fases foram apresentadas

na Figura 32.
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Figura 32. Ensaio de Ciclo celular com a linhagem M-NFS-60 ap6s 48 h de contato com o Filgrastim
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60 (= =

40+

204
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Percentual de células em cada fase do ciclo celular apés 48 h de contato com diferentes doses de
Filgrastim.

Os dados apresentados na Figura 32, quando submetidos ao teste Two-way
ANOVA medidas repetidas ndo demostrou diferenga significativa apenas entre as
fases. A fim de estudar melhor este resultado, foi realizado o teste One-way ANOVA
medidas repetidas entre os grupos em cada fase, e novamente em nenhuma das
fases foi observada diferenga estatistica entre as doses de Filgrastim. Além disso,
quando aplicado aos modelos de regressdo, nenhum dos modelos foi considerado
adequado (R? inferior a 0,5).

Apesar disso, € possivel uma observacao visual de uma tendéncia discreta na
diminuicdo da fase G1 e fase S com o tratamento; e um aumento na fase G2 com o
aumento das doses. Este dado sugere que a visualizagado da proliferagdo com o
tratamento pode ser lenta e seria necessario um tempo maior que 48 h.

Sendo assim, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo de concentragéo-
resposta com as diferentes concentragdes de Filgrastim e as fases do ciclo celular,
indicando que talvez o ensaio com iodeto de propidio ndo seja adequado para esta

observagao na linhagem M-NFS-60.

4.4.2. Ensaio de ciclo celular com a linhagem Kasumi-1

A fim de comparar os resultados visualizados no ensaio de proliferacdo com

CFSE e de MTT, foi realizado o ensaio com o PIl, com diferentes concentra¢des de
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Filgrastim com 48 h de contato com a linhagem Kasumi-1. Os histogramas

representativos foram apresentados na proxima Figura 33.

Figura 33. Resultado grafico do ensaio de lodeto de propidio (PI) da linhagem Kasumi-1 em contato
48 h com o Filgrastim.
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Curva das diluigdes do Filgrastim em 48 h de contato com a linhagem Kasumi-1. Células controle
indica as células marcadas sem estimulo, sendo este o ciclo celular normal da linhagem. Em seguida,
as células marcadas em contato com o Filgrastim por 48 h da menor dose para maior dose. Os gates

foram marcados a partir do controle.
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Para melhor observagao do comportamento das fases do ciclo celular frente a
diferentes concentragdes do estimulo com Filgrastim, as fases foram apresentadas

na Figura 34.

Figura 34. Ensaio de Ciclo celular com a linhagem Kasumi-1 apds 48 h de contato com Filgrastim
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Percentual de células em cada fase do ciclo celular apés 48 h de contato com diferentes doses de
Filgrastim.

Os dados apresentados na Figura 34, quando submetidos ao teste Two-way
ANOVA medidas repetidas ndo demostrou diferenca significativa entre os grupos,
tanto em razao do tratamento como em razao das diferentes fases. Oque se pode
notar é que o ciclo celular da Kasumi-1 normal apresenta a maioria das células em
fase G1 e poucas células nas fases seguintes, independente do tratamento. Quando
aplicado aos modelos de regressao, nenhum dos modelos foi considerado adequado
(R? inferior a 0,5) para ambas as fases.

Novamente, pode-se se fazer uma observagcdo de uma possivel tendéncia a
diminuicdo da fase G1 com o tratamento e o aumento da fase S/G2, sugerindo que a
visualizacdo da proliferacdo com o tratamento pode ser lenta e seria necessario um
tempo maior que 48h de contato com o Filgrastim para visualizar mudancgas
significativas nos percentuais dentro de cada fase.

Nao foi possivel estabelecer uma relacdo de concentragcido-resposta com as
diferentes concentragbes de Filgrastim e as fases do ciclo celular, indicando que
talvez o ensaio com iodeto de propidio ndo seja adequado para esta observagao na

linhagem Kasumi-1.
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4.5. ENSAIO DE ATIVACAO DO RECEPTOR COM MARCACAO DOS FATORES
DE TRANSCRIGAO STAT3 E STAT5 FOSFORILADAS

4.5.1. Cinética de ativagao dos fatores de transcrigcao

4.5.1.1. Linhagem M-NFS-60

A fim de determinar o melhor tempo de contato da linhagem com o Filgrastim
para visualizagao da ativagdo de dois fatores de transcricdo envolvidos na via das
Janus quinase do receptor farmacoldgico de G-CSF (STAT3 e STATS5 fosforiladas),
foi realizada uma cinética com os tempos de contato da linhagem com o Filgrastim
de 5 min, 15 min, 30 min, 60 min e 120 min. O melhor tempo foi determinado pelo
maior percentual de células positivas, os graficos da cinética de ativacdo das STATs
para linhagem M-NFS-60 encontram-se nas Figura 35.

Em ambos os ensaios € possivel notar que com o passar do tempo, houve um
aumento do numero de células positivas, sendo o pico no tempo de 30 min. Apds o
periodo de 30 min é possivel observar que ha um decaimento no niumero de células
positivas. Como o tempo de 30 min apresentou maior percentual de células
positivas, tanto para STAT3 (56%) quanto para STATS (73%), esse foi o tempo de

escolha para os ensaios posteriores.
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Figura 35. Ensaio de Cinética de ativacao do fator de transcricao pSTAT3 e pSTATS5 com a linhagem
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Cinética com doses fixas de Filgrastim (4ng/mL) para avaliagdo do melhor tempo de exposicéo e
ativacdo do receptor. Cél. Sem marcagao indica células sem estimulo e sem marcagdo com
anticorpos; Marcada com Isotipo PE indica a efetividade do bloqueio para marcagdes inespecificas;
Estimulada com M-CSF indica células marcadas com anti-STAT3 e anti-STAT5 e que foram
estimuladas com M-CSF; Cél. Marcada sem estimulo indica as células que ndo foram estimuladas
mas sdo marcadas com anti-STAT3 e anti-STAT5, demonstrando a ativagido basal; Demais, indicam
os tempos avaliados. Os gates foram marcados a partir do controle.
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4.5.1.2. Linhagem Kasumi-1

A fim de determinar o melhor tempo de contato da linhagem Kasumi-1 com o
Filgrastim para visualizagdo da ativagao de dois fatores de transcricdo envolvidos na
via das Janus quinase do receptor farmacolégico de G-CSF (STAT3 e STATS
fosforiladas), visto que como se trata de uma linhagem humana o perfil de ativagéo
possa ser diferente, foi realizada uma cinética com os tempos de contato da
linhagem com o Filgrastim de 5 min, 15 min, 30 min, 60 min e 120 min. O melhor
tempo foi determinado pelo maior percentual de células positivas, os graficos da
cinética de ativagao das STATs para linhagem Kasumi-1 encontram-se nas Figura
36.

Ao observar a marcagao para anti-STAT3 foi possivel notar que em 5 minutos
de contato com o medicamento ja ha uma forte sinalizagao, onde cerca de mais de
70% das células estimuladas sdo positivas para a marcagdo. Esta expressao
permanece até o tempo de 15 minutos de estimulo. Apds 15 minutos, foi observado
um decaimento no percentual de células marcadas, indicando que com o passar do
tempo ha uma diminuicdo da expressao deste fator de transcricdo STAT3 na
linhagem Kasumi-1.

Ja com a marcacéao para anti-STATS foi possivel observar que apés 5 minutos
21% das células foram positivas para marcagao, este percentual € aumentado até o
tempo de 15 minutos, onde observou-se um percentual de aproximadamente 72%
de células positivas.

Também no tempo de 15 minutos, o fator de transcricdo STATS parece atingir
0 seu maior percentual de células positivas, e posteriormente a esse tempo ha uma
diminuicdo tempo-dependente da ativagdo até atingir novamente os niveis basais
apo6s 2 horas de estimulo.

Diante destes resultados, foram considerados os melhores tempos que
apresentaram maior percentual de células positivas para a marcagdo com o0s

anticorpos, sendo para ambos o tempo de 15 min de contato com Filgrastim.
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Figura 36. Ensaio de Cinética de ativagao do fator de transcricdo pSTAT3 e pSTAT5 com a linhagem
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Cinética com doses fixas de Filgrastim (4ng/mL) para avaliagdo do melhor tempo de exposicéo e
ativacdo do receptor. Cél. Sem marcacado indica células sem estimulo e sem marcagdo com
anticorpos; Marcada com Isotipo PE indica a efetividade do bloqueio para marcagdes inespecificas;
Cél. Marcada sem estimulo indica as células que nao foram estimuladas mas sdo marcadas com anti-
STAT3 e anti-STATS5, demonstrando a ativagdo basal; Demais, indicam os tempos avaliados. Os
gates foram marcados a partir do controle de células da linhagem Kasumi-1.
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4.5.2. Curva de ativacdo dos fatores de transcricdo com diferentes doses de

Filgrastim

Com o proposito de verificar se existe uma correlagao entre concentragéo-
resposta do estimulo com Filgrastim e a ativagao dos fatores de transcricdo pSTAT3
e pSTATS, foi realizada uma curva com 5 concentragdes baseadas no tempo de

contato estabelecido no item anterior.
4.5.2.1. Linhagem M-NFS-60

Para a linhagem M-NFS-60 foi estabelecido o tempo de contato da célula com
o Filgrastim de 30 minutos. Os graficos representativos da curva de ativagao para

ambas as STATs foram apresentados na Figura 37.

Figura 37. Ensaio de STAT3 e STAT5 em curva com o Filgrastim com a linhagem M-NFS-60.
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Curva de diluigdo com o Filgrastim em diferentes concentragdes em contato com o medicamento por
30min. Os gates foram marcados a partir do controle de células da linhagem M-NFS-60.
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Nos resultados apresentados para a fosforilagado da STAT3 foi visualizado um
efeito concentragcédo-resposta bastante significativo. Com a maior dose de 4ng/mL
mais de 50% das células se mostraram positivas para a marcagdo com STAT3.
Quando as concentragbes sao submetidas aos modelos de regressdo, o modelo
logaritmico foi adequado com R2 de 0,89 e ANOVA da regresséo significativa. E
observado, porém, que entre as doses mais altas estas alcacam um platd na
expressao da STAT fosforilada.

Da mesma forma, com a marcagdao para STAT5 também é possivel a
observagao de um efeito concentragao-resposta com o aumento da concentragao de
Filgrastim. O modelo de regressao logaritmico apresentou-se adequado com R? de
0,968 e ANOVA da regressao altamente significativa (0,002).

Novamente é observado que ndo ha grandes diferengas entre as maiores
doses. A menor dose parece nao responder ao Filgrastim, ja que se compara a
ativacao basal da célula. A curva mostrou efeito positivo a partir da concentragao de
0,062ng/mL de Filgrastim e de forma bem definida até 1ng/mL.

Além disso, a relagao resposta de células positivas marcadas para a STATS
apresenta uma relagdo concentragdo-resposta de forma linear no modelo
logaritmico, diferente da marcagdo para STAT3 que se apresenta com uma
tendéncia sigimoide.

Ambas as STATs apresentaram-se adequadas para avaliacdo da ativagao do
receptor em células da linhagem M-NFS-60, tanto na rapidez de realizagdo do

ensaio, como na observagao de uma concentragao-resposta mais evidente.
4.5.2.2. Linhagem Kasumi-1
Para a linhagem Kasumi-1 foi estabelecido o tempo de contato da célula com

o Filgrastim de 15 minutos. Os graficos representativos da curva de ativagao para
ambas as STATs foram apresentados na Figura 38.
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Figura 38. Ensaio de STAT3 e STAT5 em curva com o Filgrastim com a linhagem Kasumi-1.
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Curva de diluicdo com o Filgrastim em diferentes concentragbes em contato com o medicamento por
15min. Os gates foram marcados a partir do controle de células da linhagem Kasumi-1.

Nos resultados apresentados para a fosforilagcdo da STAT3, apesar de possuir
uma ativacdo basal alta, a visualizagdo de um efeito concentragao-resposta é
bastante significativo, exceto o ponto de 0,25 ng/mL que destoou dos resultados.
Com a maior dose de 4 ng/mL cerca de 65% se mostram positivas para a marcagéo
com STAT3. Quando os resultados foram submetidos ao teste de modelos de
regressao, diferentemente dos outros resultados, a STAT3 para Kasumi-1 se
adequou melhor a curva linear com R? de 0,872 e ANOVA da regressao significativa,
porém, o modelo logaritmico, adequado as STATs da linhagem anteriormente
descrita também apresentou bons resultados com R? de cerca 0,7 e ANOVA da
regressao significativa.

Na marcagdo para STATS é possivel observar um efeito concentragao-
resposta com o aumento da concentragédo do Filgrastim. Novamente a concentragao
de 0,25 ng/mL apresenta-se levemente superior a concentragdo de 1 ng/mL, sendo
a unica destoante dos resultados. Apesar disso, apresentou modelo de regresséo

logaritmico com R? de 0,845 e ANOVA da regresséo significativa.
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Ambas as STATs apresentaram-se adequadas para avaliacdo da ativacao do
receptor. Em especial a correlagdo da concentracido-resposta exibida pela STATS foi
superior a STAT3.

4.6. COMPARACAO DOS ENSAIOS E LINHAGENS

A fim de comparar o perfil de respostas entre os ensaios que apresentaram
uma correlagdo significativa, foram realizadas comparagbes entre os mesmos
apresentados a seguir. Por fim, foram realizadas comparagdes entre as linhagens
nos ensaios com correlagdo significativa. A comparagcao foi realizada somente
comparando inclinagdes da reta, R? da regressdo e ANOVA da regresséo, a analise
estatistica ndo foi possivel pois seria necessario a utilizacdo de um padrdo de

referéncia para uma comparacgao adequada dos métodos.

4.6.1. Comparagao de ensaios com a linhagem M-NFS-60

A comparacéo foi realizada através das razbes entre os controles e amostras
de 5 pontos da curva frente ao Filgrastim, sendo as concentragdes comparadas:
3,125 Ul/mL, 12,5 Ul/mL, 50 Ul/mL, 200 Ul/mL e 800 Ul/mL de Filgrastim. Foram
utilizados para comparagao os experimentos que apresentaram melhor R? e ANOVA
da regressao significativa.

Para a linhagem M-NFS-60 foram realizadas comparagdes entre os ensaios
de MTT com cultivo em 60 ng/mL de citocina M-CSF com retirada da linhagem em
contato com a citocina por 24 h e os ensaios de citometria para STATs fosforiladas,
ja que os ensaios de CFSE e Pl ndo apresentaram uma correlagao significativa entre
concentragao-resposta. A comparacgao grafica foi apresentada na Figura 39.

Considerando a avaliagcdo de todos como uma curva de regressao em
logaritmico, os R? foram de 0,9811 para MTT, 0,8888 para STAT3 e 0,9978 para
STATS. As inclinagdes da reta foram de 0,1460, 0,3868 e 0,2049, respectivamente.

Todas as ANOVAS da regressao foram significativas.
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Figura 39. Comparagao entre o ensaio de MTT e STATs em forma de curva com Filgrastim para
linhagem M-NFS-60.
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Comparagdo da média do experimento 2 de MTT com o experimento 2 de STAT3 e com o
experimento 1 de STATS da linhagem M-NFS-60.

Conforme observado na Figura 39, o ensaio de marcagdo da STAT3
fosforilada apresentou maior inclinagdo, porém com a menor correlacdo. O ensaio
de marcagao com a STAT5 por outro lado, apresentou a segunda maior inclinagéo
da reta com o melhor coeficiente de determinagdo, sendo visualmente comparado

ao ensaio de MTT pela dire¢cao das linhas quase paralelas.

4.6.2. Comparagao de ensaios com a linhagem Kasumi-1

Da mesma forma que o item anterior, a comparacgao foi realizada através das
razdes entre os controles e amostras de 5 pontos da curva frente ao Filgrastim,
sendo as concentracbes comparadas: 3,125 Ul/mL, 12,5 Ul/mL, 50 Ul/mL, 200
Ul/mL e 800 Ul/mL de Filgrastim. Foram utilizados para comparagdo os
experimentos que apresentaram melhor R* e ANOVA da regresséo significativa.

Para a linhagem Kasumi-1 foram realizadas comparagdes entre os ensaios de
MTT com cultivo com 20% SFB, o ensaio de CFSE 48 h e os ensaios de citometria
para STATs fosforiladas. Os ensaios de CFSE 24 h e Pl ndo foram considerados por
nao apresentarem uma correlagdo significativa entre concentragao-resposta. A

comparagao grafica foi apresentada na Figura 40.
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Figura 40. Comparacgao entre o ensaio de MTT, CFSE 48 h e STATs em forma de curva com
Filgrastim para linhagem Kasumi-1.
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Comparacao da média do experimento 3 de MTT com o experimento 2 CFSE, experimento 1 de
STAT3 e com o experimento 1 de STAT5 da linhagem Kasumi-1.

Na avaliacdo da regressdo, os experimentos apresentaram os seguintes R?
para curva em logaritmico: 0,9263 para MTT, 0,9717 para CFSE 48 h, 0,7592 para
STAT3 e 0,8445 para STAT5. As inclinacbes da reta foram de 0,1117, 0,0306,
0,3306 e 0,8516, respectivamente. Todas as ANOVAS da regressdo foram
significativas. Conforme se pode observar, o ensaio de marcagdo da STATS
fosforilada apresentou maior inclinagdo com uma boa correlagdo entre os eixos,
sendo um dos ensaios mais promissores para visualizagdo de uma concentragao-

resposta.

4.6.3. Comparacgao entre as linhagens no ensaio de MTT

No intuito de comparar a reposta do mesmo ensaio nas duas linhagens
utilizadas neste trabalho, foram analisados os trés melhores ensaios de MTT nas
duas linhagens, utilizando como critério os experimentos que apresentaram
melhores coeficientes de determinacao (R?). Estes foram comparados graficamente
entre si. A apresentacao dos resultados foi através da média de cada ponto da curva

para cada experimento e em seguida as médias de cada ponto foram divididas pelo
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valor da densidade Optica da média do controle (célula sem Filgrastim),

apresentados na Figura 41.

Figura 41. Comparacao da raz&o das linhagens no ensaio de MTT.
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Comparacao de 3 experimentos de cada linhagem. No eixo Y apresentada a razdo da densidade
Otica da curva pela densidade 6tica do controle (célula sem estimulo). Cada ponto da curva apenas
apresentado em média. Eixo X a concentragio de Filgrastim em Ln em Ul/mL.

Cada curva na forma de razao foi submetida ao teste de estimagao de modelo
da regresséo e todos os experimentos foram adequados ao modelo de regresséo
logaritmico, com R? superior a 0,7 e ANOVA da regressao significativa. As curvas
apresentam uma similaridade dos perfis entre si, porém, ao que parece as células
possuem uma intensidade de resposta diferente, quando comparada as inclinagdes
das curvas, os experimentos com a Kasumi-1 apresentaram inclinagcdes menores
que a linhagem M-NFS-60, sendo diferente significativamente uma linhagem da

outra.

4.6.4. Comparacgao entre as linhagens no perfil de ativagado das pSTAT3 e pSTATS

Os ensaios representativos de cada linhagem para cada marcagdo das
STATs fosforiladas foram comparados graficamente e apresentados a seguir em
relagdo ao percentual de células positivas para cada marcacdo, a comparagao foi

apresentada na figura 42.
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Figura 42. Comparacao do percentual de células positivas para cada STATs em cada linhagem
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Apresentacdo da razdo entre controle e amostra para as STATs fosforiladas. Eixo Y razédo entre
controle e amostra. Eixo X Ln da concentragdo de Filgrastim em Ul/mL. Apenas um experimento
representativo de cada linhagem e para cada marcagao para esta representagéo grafica. No grafico
esquerda, as células Kasumi-1 e células M-NFS-60 marcadas para pSTAT3. No grafico a direita, as
células Kasumi-1 e M-NFS-60 marcadas para pSTATS5.

Conforme descrito nos resultados de cada linhagem, a marcagao para
pSTAT3 (grafico A), ambas as linhagens apresentam um perfil de resposta similar,
onde ambas demonstraram regressdes significativas, sendo para pSTAT3 o melhor
resultado da linhagem M-NFS-60 com R? de 0,879 contra a linhagem Kasumi-1 com
R? de 0,789 no modelo de regressao logaritmica e com ANOVA da regressao
significativa em ambas. As inclinagdes das retas foram para as linhagens M-NFS-60
e Kasumi-1 0,3868 e 0,3306, respectivamente, sendo consideradas estatisticamente
iguais.

Ja no grafico B foram comparadas as marcagdes para pSTATS, onde ambas
as linhagens demonstram regressdes em forma de logaritmico. Para pSTATS a
linhagem M-NFS-60 apresentou R?* de 0,973 contra R? de 0,850 da linhagem
Kasumi-1, que apesar de apresentar um coeficiente de determinacio inferior a
linhagem M-NFS-60, a mesma apresentou um maior numero de células positivas.
Além disso, as inclinagdes das retas foram: 0,8516 para a Kasumi-1 e 0,2049 para
M-NFS-60, indicando que a linhagem Kasumi-1 possui uma resposta mais
acentuada, e que apesar de diferentes numericamente, ndo apresentaram diferenca

significativa entre elas.



110

5. DISCUSSAO

Neste trabalho foram realizados o estabelecimento e a padronizacdo do
cultivo de duas linhagens: M-NFS-60 e Kasumi-1 no INCQS. Além disso, foi
padronizado o ensaio de MTT com estas linhagens frente ao medicamento
Filgrastim em forma de curva. Também foram realizados 3 métodos por citometria de
fluxo para avaliagdo da atividade de Filgrastim nas linhagens estabelecidas, onde
foram avaliados proliferagao celular, ciclo celular e ativacdo do receptor de G-CSF.
Dos métodos estabelecidos, os ensaios de proliferagdo celular por citometria de
fluxo se mostrou adequado apenas para linhagem Kasumi-1 em 48 h de contato com
o medicamento. Ja os ensaios de ativagcdo do receptor de G-CSF se mostraram
adequados para ambas as linhagens.

A linhagem M-NFS-60 teve seu cultivo padronizado no laboratério com
sucesso de acordo com as especificagdes da ATCC e do fornecedor (BCRJ), onde
seu meio de cultivo € composto de RPMI 1640 com 10% SFB e recomendado o uso
da citocina M-CSF na concentragdo de 60 ng/mL. Em relagdo a sua curva de
crescimento, apresentou baixa mortalidade nos dias 3 e 4 de cultivo, sendo assim
considerados ideais para experimentos e sub-cultivo, apds este tempo, as células
apresentaram um grande percentual de mortalidade. Este fato pode ser explicado
devido ao aumento da confluéncia com o passar dos dias, ha uma redugédo na
mortalidade, observada pela maior razdo entre células vivas e mortas, este dado ja é
bem descrito na literatura, onde em cultura de células de linhagens tumorais a
confluéncia da cultura influencia diretamente na proliferacdo celular e sua
sobrevivéncia (PERES; CURI, 2005).

Nesta linhagem, visando a economia e redugédo de possiveis interferéncias
nos ensaios, a quantidade de citocina utilizada para o cultivo foi reduzida cerca de 5
vezes da concentragao usual, sendo tratada em vez de 60ng/mL de M-CSF apenas
com 12 ng/mL de M-CSF. Os ensaios de otimizacao da cultura celular da linhagem
M-NFS-60 mostraram que independente da concentracdo da citocina M-CSF, ha
proliferagdo e o percentual de morte ndo apresenta diferenca significativa entre os
grupos, este fato pode ser resultado ja era esperado, visto que com o passar do
tempo linhagens imortalizadas possuem uma alta capacidade de multiplicacdo, onde
o tratamento seria capaz de influenciar apenas no rendimento do numero de células
(VUNJAK-NOVAKOVIC; FRESHNEY, 2005).
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Para a linhagem M-NFS-60, o recomendado pela ATCC é um cultivo com 60 ng/mL
de M-CSF, sendo assim, o esperado era que com a reducdo da concentragdo da
citocina, a mesma influenciasse diretamente na proliferagdo, porém este fato néo foi
observado. Esta redugao foi baseada em um breve resumo da literatura em que foi
possivel obter uma grande quantidade de células e baixo percentual de morte com a
reducdo da citocina de cultivo (M-CSF), semelhantes aos observados nesta
dissertacao (MIRANDA et al., 2008).

Surpreendentemente, quando houve a extrapolagédo dos dias de cultivo para 6
dias, as células cultivadas com 12 ng/mL de M-CSF apresentaram diferenca
significativa tanto entre o grupo controle (célula apenas com meio), quanto com o
grupo tratado com 60 ng/mL de M-CSF em relacdo ao numero de células viaveis.
Este fato pode ser explicado porque altas doses de citocina podem saturar os
receptores rapidamente e ativar uma proliferagcdo exagerada, resultando em um
rapido decaimento da proliferagdo pelo alto consumo do meio ou ainda a alta
concentragdo de M-CSF possa ser toxica por um periodo longo de exposi¢cdo. A
senescéncia natural da célula juntamente com um estimulo de proliferagdo, como o
M-CSF, em altas concentragdes podem contribuir para diminuicdo da proliferagcao
celular (MARTINEZ SALAZAR, 2009; MUNN; ARMSTRONG, 1993). Além disso, o
M-CSF parece inibir a caspase-9, um dos indutores de apoptose, sendo assim a
concentragdgo de M-CSF ndo poderia influenciar na proliferagdo, e sim na
sobrevivéncia (KELLEY et al., 1999).

Dados da literatura indicam que altas concentragdes de M-CSF podem
estimular a protedlise celular e suprimir a resposta imune, o que poderia justificar a
menor taxa de multiplicagdo celular no 6° dia (D6) para as células tratadas com
60ng/mL (HELD et al., 1996; HUME; MACDONALD, 2012). Outra hipétese é que
com a maior quantidade de citocina disponivel, a linhagem autorregularia a
proliferagcdo através da internalizagdo do receptor de M-CSF e o mesmo seria
destruido, sendo assim, o grupo com maior quantidade de citocina sofreria mais
esse efeito, reduzindo a quantidade de células nos dias subsequentes (HUME;
MACDONALD, 2012). Entretanto, estudos sobre o receptor farmacoldgico do
Filgrastim, o G-CSF receptor, sao interessantes para confirmagao destas hipéteses,
sendo necessarias investigagdes sobre a quantificacdo deste receptor na superficie
das linhagens estudadas, bem como sua presenga ou internalizagdo frente a

diferentes concentracdes da citocina de cultivo, o M-CSF.
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A linhagem Kasumi-1 teve seu cultivo padronizado de acordo com as
especificacbes da ATCC, com o meio RPMI 1640 com 20%SFB. A curva de
crescimento desta linhagem apresentou um aumento no numero de células mortas
até o 4° dia de cultivo e somente apos este dia ha uma redugdo do numero de
células mortas e um aumento no numero de células viaveis, demonstrando que com
o aumento da confluéncia ha uma reducao na mortalidade.

Foi observado que esta linhagem possui altas exigéncias nutricionais e a
confluéncia € um ponto crucial para o sucesso da cultura (ASOU et al., 1991). Na
literatura é relatado que linhagens tumorais podem exigir um alto percentual de soro
fetal bovino e que a redugdo do mesmo pode influenciar no rendimento da cultura
(LANGDON, 2004).

Também visando a economia e reducdo de possiveis interferencias nos
ensaios, a quantidade de soro fetal bovino utilizada para o cultivo foi reduzida 50%
da concentragéo usual, sendo cultivada em vez de 20% de SFB apenas com 10% de
SFB, além de uma terceira condicdo com 5% de SFB Esta reducgao foi proposta pela
grande quantidade de soro aumentar o custo do ensaio e a possibilidade de
interferéncia no ensaio, ja que o soro contem naturalmente fatores de crescimento e
outras citocinas que podem influenciar na proliferagao celular, consequentemente no
ensaio de poténcia para este biofarmaco. Os ensaios demonstraram que a redugao
de soro reduziu o numero de células viaveis de forma significativa, e, portanto, n&o
foi possivel a otimizagdo da cultura da linhagem Kasumi-1 com redugéo do SFB,
pois esta influenciou diretamente no numero de células, bem como no percentual de
células mortas.

A fim de evitar os “efeitos de borda” ou “edge effects” descrito em diversos
trabalhos, caracterizados como a diferenca de temperatura nas bordas e maior taxa
de evaporacado (BURT; CARTER; KRICKA, 1979; LAU et al., 2015), os pocgos de
toda a borda das placas de 96 pogos nado foram utilizados nos ensaios e neles foi
adicionado 200uL de PBS estéril.

Para realizagdo da estimativa da poténcia farmacologica do Filgrastim, deve
ser feita a comparagdo dos valores da curva de uma padrdo contra a curva da
amostra e a anadlise através do teste estatistico de paralelismo (FLEETWOOD;
BURSA; YELLOWLEES, 2015; HAUCK et al., 2005; LIAO; TIAN; CAPEN, 2011;
USP PHARMACOPOEIA, 2015), porém, nesta dissertagdo n&o foi possivel utilizar o
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padrao de referéncia internacional, sendo utilizado como padrdo o medicamento de
referéncia nacional e internacional Granulokine®.

No ensaio de MTT com a linhagem M-NFS-60, a linhagem recomendada pela
farmacopeia europeia (PHARMACOPEIA, 2014), ndo consta nenhum dado sobre o
uso da citocina M-CSF durante o ensaio com o Filgrastim. Ja que ambas as citocinas
sdao da mesma classe, foi realizado experimentos para verificar a influéncia desta
citocina na resposta da linhagem M-NFS-60 ao Filgrastim (G-CSF recombinante).
Foi observado que as células cultivadas continuamente com M-CSF até o momento
do ensaio (identificadas graficamente como “M-CSF”) apresentaram uma resposta
inferior e com R? muito baixo. Ja as células cultivadas com a citocina M-CSF até 48
h anterior ao ensaio (identificadas graficamente como “M-CSF(-) 24 h”), e mantidas
em meio de cultura sem citocina por 24h anterior ao ensaio apresentaram uma
resposta superior.

Este fato pode ser explicado devido a citocina M-CSF e o Filgrastim (G-CSF
recombinante) serem citocinas da mesma classe (fatores de crescimento de coldnia)
e por este motivo possuem pontos em comum na cascata de sinalizagdo dos seus
receptores, como ativagao de tirosinas cinases (COREY; ANDERSON, 1999) e pela
idéntica sequéncia de proteinas ativadas (Ras / Raf / MEK / ERK), que culminam na
proliferagdo celular em linhagens progenitoras (JACK; ZHANG; FRIEDMAN, 2009).

Também ¢é descrito que em células mieloides ambas as citocinas atuam na
diferenciagao e proliferacdo celular (BARBOSA et al., 2014), sugerindo que apesar
de possuirem receptores diferentes e atuarem especificamente em células com
diferentes perfis, como mondcitos e granulécitos, ambas as citocinas podem agir em
células ainda n&o amadurecidas, como é o caso da linhagem M-NFS-60, e
desencadearem o mesmo efeito, a ativacdo e proliferagdo celular. Sendo assim, o
cultivo com a citocina M-CSF poderia estar reduzindo a resposta ao Filgrastim
devido a esta interagdo com a sinalizagao para proliferacao celular.

Quanto a preciséo do ensaio de MTT com a linhagem M-NFS-60, a mesma foi
alcangada, pois os desvio-padréo intra ensaio e os coeficientes de determinacao se
adequaram aos estabelecidos como critérios nesta dissertacdo, ja que na
monografia deste medicamento estes critérios ndo sdo abordados. O coeficiente de
variagao encontra-se abaixo dos 50%, considerados como ideais de acordo com os
critérios da OMS para ensaios biologicos in vitro (WHO, 1997). As demais variagdes

observadas estdo dentro dos padrdes ja que ensaios biolégicos estdo sujeitos a
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grande variagao de valores e por este motivo o ensaio de paralelismo é utilizado,
pois nao leva em consideragao os valores e sim a similaridade entre a angulagao e
tendéncia entre as curvas (GEIGERT, 2004; LIAO; TIAN; CAPEN, 2011).

Conforme reportado, a quantidade de citocina M-CSF parece nao influenciar
no rendimento celular e no percentual de mortalidade. Para avaliar se a
concentragdo de cultivo M-CSF seria capaz de influenciar na resposta celular ao
Filgrastim, as células cultivadas com 12ng/mL de M-CSF e cultivadas com 60ng/mL
de M-CSF foram submetidas ao ensaio de MTT na forma de curva. Os experimentos
realizados com as células cultivadas com 12ng/mL de M-CSF apresentaram uma
resposta inferior estatisticamente as células cultivadas com 60ng/mL de M-CSF, isto
porque a inclinagdo da reta ficou proximo aos limites de aceitagdo, onde alguns
experimentos ficaram fora dos limites de controle do ensaio. Por este motivo, o
ensaio de MTT com células cultivadas com 12ng/mL de M-CSF nao foi considerado
valido, sendo assim, ndo é recomendado a utilizacdo destas células para este tipo
de ensaio.

O motivo desta observagao é desconhecido, pois a reducédo da citocina nao
influenciou na proliferagdo celular. Teoricamente, a redugdo de M-CSF nao
influenciaria na resposta ao G-CSF por se tratar de citocinas que se ligam a
diferentes receptores. Uma hipotese é de que a diminuicdo de M-CSF, apesar de
nao influenciar na proliferacdo basal da célula, poderia influenciar na sua resposta a
um estimulo proliferativo, pois com a redugdo da citocina M-CSF, haveria uma
diminuicdo nos receptores de membrana de proliferagdo e uma menor sinalizagéo
de C/EBP-B, sendo assim, este poderia ser superado por C/EBP-q, ja que ambos
estdo presentes ao final da cascata de sinalizacdo de ambos os receptores para
proliferacdo M-CSFR e G-CSFR (BOURETTE; ROHRSCHNEIDER, 2000; JACK;
ZHANG; FRIEDMAN, 2009; STANLEY; CHITU, 2014; TOUW; PALANDE;
BEEKMAN, 2013).

A linhagem Kasumi-1 foi descrita e validada para o ensaio de poténcia com o
medicamento Filgrastim por Chandavarkar e colaboradores(2009). Neste trabalho foi
visto que a resposta a linhagem Kasumi-1 foi estatisticamente semelhante a
linhagem M-NFS-60, considerada padrao para o ensaio de poténcia do Filgrastim
(CHANDAVARKAR et al., 2009). Pela falta de dados na literatura sobre este uso da
Kasumi-1, foi necessario a padronizagdo da densidade celular a ser utilizada no

ensaio, ja que esta linhagem responde melhor com uma confluéncia alta. Os
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resultados demonstraram que com a maior concentracdo ha uma melhor observacao
da linearidade. Também foi atendida a precisdo intra e inter ensaios de acordo com
a OMS (WHO, 1997).

Vale lembrar que para o ensaio de paralelismo para controle de qualidade, ou
seja, a comparacao de um padrao com amostras, os critérios que devem ser levados
em conta além da ANOVA da regressao, R?, teste de paralelismo com a comparagéao
de valores F e F critico, € importante avaliar a poténcia calculada e o intervalo de
confianga, pois ambos sao critérios estabelecidos nos compéndios internacionais
para qualquer farmaco e biofarmaco, sendo no caso do Filgrastim a poténcia
estimada ndo deve ser inferior a 80% e ndo deve ser maior que 125% da poténcia
declarada, ainda, o limite de confianga (95%) n&o deve ser menor que 74% e néo
mais que 136% da poténcia estimada (PHARMACOPEIA, 2014).

No caso do ensaio de paralelismo, estes ultimos critérios podem ser avaliados
previamente através do calculo de uma terceira variavel dummie em que se é
avaliado a angulagéo das retas e sua distancia, onde o resultado pode mostrar que
além de paralelas as retas s&o colineares, onde ndo s&o significativamente
diferentes, podendo ser mais uma variavel a ser analisada, visto que é descrito erros
no ensaio de paralelismo (FLEETWOOD; BURSA; YELLOWLEES, 2015; HAUCK et
al., 2005).

A linhagem M-NFS-60 quando submetida ao ensaio de proliferagdo celular
por CFSE ndo demonstrou diferenga significativa entre as médias geométricas de
fluorescéncia das células estimuladas com Filgrastim, tanto em 24h de contato
quanto em 48h de contado, mostrando que a linhagem M-NFS-60 n&o responde de
forma proliferativa de forma quantificavel ao Filgrastim por CFSE, diferindo dos
resultados observados no ensaio de MTT, em que se € observado uma relagéo
concentragao-resposta significativa.

Conforme descrito na introdugédo, o ensaio de MTT é capaz de avaliar a
proliferagdo de forma indireta através do metabolismo mitocondrial do sal de MTT,
em relagdo a esses resultados, pode-se dizer que o que esta sendo mensurado no
ensaio de MTT néao é a proliferacéo celular e sim sua ativagao, que apresenta uma
relagdo concentragao-resposta que € visualizada neste ensaio.

Além disso, a célula M-NFS-60 é de origem linféide e possivelmente teria um
perfil diferente de resposta ao G-CSF quando comparado a uma linhagem mieldides,

ja que é descrito o efeito do G-CSF em linfécitos em uma resposta inflamatoria
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atuando como potencial ativador, mas nao estimulando a proliferagdo (EYLES et al.,
2006). Como se trata de uma linhagem linféide, a baixa proliferagdo em 24h e 48h
pode ser explicada pela linhagem utilizada responder desta maneira.

Ja a linhagem Kasumi-1, diferentemente dos resultados apresentados com a
linhagem M-NFS-60, apresenta uma relagdo concentragao-resposta discreta por
proliferagdo em relacdo a linhagem padronizada em 48h de contato. Este fato pode
ser explicado pois a Kasumi-1 se trata de uma linhagem mieldide, que responderia
ao G-CSF como estimulo proliferativo (BENDALL; BRADSTOCK, 2014b; LORD;
WOOLFORD; MOLINEUX, 2001; TOUW; PALANDE; BEEKMAN, 2013).

Novamente, existe uma diferenga de resposta ao Filgrastim na linhagem
Kasumi-1 quando a curva é avaliada entre o ensaio de MTT e CFSE, onde o ensaio
de MTT apresenta uma relagdo concentragcéo-resposta superior ao ensaio de CFSE,
sugerindo que a proliferagcdo pode nédo ser a melhor forma de avaliagdo do
biofarmaco Filgrastim, ja que no MTT sabe-se que é estimado varios fatores entre
eles a proliferacdo celular, o metabolismo mitocondrial, a ativagao celular, entre
outros (WANG; HENNING; HEBER, 2010). Sendo assim, um ensaio sensivel como
citometria e verificagdo do decaimento da fluorescéncia para estimagdo da
proliferagdo talvez ndo seja a melhor forma de avaliar a poténcia farmacoldgica
deste biofarmaco.

No ensaio de ciclo celular com iodeto de propidio, em ambas a linhagens nao
foi visualizada diferenga estatistica com o estimulo de Filgrastim nas fases do ciclo
celular, sendo observado apenas tendéncias, estando de acordo com os resultados
observados no CFSE. Sendo assim, foram realizados 2 ensaios diferentes para
avaliagao da proliferagao celular que nio foi observada, desta forma, pode se dizer
que a proliferacdo celular parece ndo ser a melhor forma de avaliar a poténcia
farmacologica do biofarmaco Filgrastim.

No ensaio de MTT em ambas as linhagens foi observada uma relagao
concentragao-resposta significativa, sendo assim, foi levantada a hipotese de que os
resultados observados no ensaio de MTT (padronizado pela farmacopéia) ndo sao
devidos a proliferagdo celular frente ao Filgrastim, mas sim a ativacdo celular em
decorréncia da ativacdo do receptor especifico de G-CSF consequentemente
levando a ativacdo celular e ndo a uma proliferagdo com caracteristica

concentracdo-resposta. A fim de confirmar esta teoria, foi realizado experimentos
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com a marcacao de fatores da cascata de sinalizagdo do receptor de G-CSF,
especifico ao Filgrastim.

Para uma avaliagao da influéncia da citocina de cultivo M-CSF na ativagcao do
receptor de Filgrastim (G-CSF recombinante), as células foram estimuladas com M-
CSF e marcadas com anticorpos anti-STAT3 fosforilada e anti-STATS fosforilada na
linhagem M-NFS-60. Em ambos os ensaios € possivel notar que a estimulagdo com
M-CSF n&o demonstra ativacdo de nenhuma das STATSs, este fato ja era esperado
visto que a cascata de sinalizagado do receptor de M-CSF, citocina utilizada para o
crescimento da linhagem, parece ter como ativagdo preferencialmente outras vias
que nao das Janus-cinases. Além do mais, a ativagcdo de STAT3 na cascata de
sinalizagdo deste receptor €& prevalente apenas em linhagens mieldides
(BOURETTE; ROHRSCHNEIDER, 2000; STANLEY; CHITU, 2014), sendo assim,
este foi utilizado como controle.

Para ambas a linhagens, M-NFS-60 e Kasumi-1, tanto na marcacgédo anti-
STAT3 quanto na marcagao anti-STATS fosforiladas foi possivel notar uma ativagéo
basal das linhagens, justificado pelas fun¢gdes desempenhadas por estes fatores em
outras fungdes celulares, porém, a STATS apresentou menor nivel de ativagao,
quase comparado ao controle sem marcacdo. Na literatura é descrito que a STATS
seria mais especifica e sensivel a ativagdo do receptor de G-CSF devido a sua
proximidade com a parte inicial do mesmo, ja a STAT3 apresenta uma ativagao
basal mais alta pois esta relacionada com o final da cascata de ativagado e poderia
ter outros receptores em comum (FUTOSI; FODOR; MOCSAI, 2013; KENDRICK;
BOGOYEVITCH, 2007; PANOPOULOS; WATOWICH, 2008). Dados da literatura
sugerem tempos diferentes para ativagdo destes fatores de transcricdo, mas o
mesmo varia para cada linhagem celular (HERMANS et al., 1999; ZHANG et al.,
2010).

Nas maiores doses de Filgrastim, tanto na média geométrica quanto no
percentual de células positivas ha pouca diferenca. Este fato pode ser explicado
porque em doses mais altas pode haver a saturagdo dos receptores de G-CSF e a
resposta ser similar em doses que atinjam esse limiar de saturagao quando se trata
do STATS3, ja que o mesmo esta relacionado a outras vias de sinalizagdo (REBE et
al., 2013; ZHANG et al., 2010).

Ja ativagdo de STATS é proximal e esta relacionada com a ligagédo especifica

do receptor de G-CSF, além disso, a ativagdo de STATS esta relacionada com
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outras vias do receptor de G-CSF e por este motivo, esta ativacdo apresenta-se
mais fortemente quando observado em western-blot quando comparado a outras
STATs, como a STAT3 (DONG et al., 1998; TIAN et al., 1996).

Particularmente a linhagem Kasumi-1 parece ter uma ativagdo do receptor
mais rapidamente que a linhagem M-NFS-60, tanto para STAT3 quanto para STATS.
Segundo Agarwal e colaboradores (2015), a STAT3 em linhagens mieldides e
neutréfilos € um dos primeiros fatores ativados apds a ligagédo com o receptor de G-
CSF, por este motivo, com 5 minutos ja € possivel notar um percentual alto de
células positivas (AGARWAL et al., 2015). A cinetica de ativacdo para a STATS
apresenta-se diferente para cada linhagem, ja foi descrito que dependendo do tipo
de célula utilizado, a ativagdo da STATS pode ser detectada até horas depois, por
este motivo o estudo cinético em cada linhagem é importante (DONG et al., 1998).

Para ambas as linhagens a marcagao de STATSs fosforiladas apresentou uma
relagdo concentragao-resposta em logaritmico com boa correlagao.

Para melhor comparacdo de métodos seria necessario a utilizagdo de um
padrao de referéncia internacional. Porém, de acordo com os resultados observados
nessa dissertacdo, € necessario um estudo mais aprofundado da relacdo da
proliferagdo com a resposta ao Filgrastim.

Os ensaios de MTT foram padronizados, mas € necessaria a realizagao de
uma validagao do ensaio para ambas as linhagens. O ensaio é de facil execugédo e
consegue estimar uma concentragdo-resposta com o medicamento Filgrastim.
Porém, como ja descrito, este ensaio possui grande variabilidade e é passivel de
erros (TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987; WANG; HENNING; HEBER, 2010). Ja o
ensaio de ativacao do receptor de G-CSF pela marcagao de fatores de transcrigao
STAT3 e STATS fosforiladas mostrou uma boa relagdo concentragao-resposta e tem
a necessidade de ser realizados mais estudos, juntamente com o padrao, para
confirmacgéao dos resultados e validagdo do mesmo. A determinagédo da poténcia por
citometria de fluxo por fatores de transcricdo ja foi relatada na literatura (DE
OLIVEIRA et al., 2012), sendo uma forma mais rapida de estimativa da poténcia,
onde o resultado poderia ser observado em menos de 24h, diferente do ensaio de
MTT que demora 48h.

A linhagem Kasumi-1 parece ser promissora para realizagdo de ensaios de
poténcia farmacologica com o medicamento Filgrastim, visto que & de linhagem

mieldide e humana conforme ja relatado.
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6. PERSPECTIVAS

A linhagem Kasumi-1 se mostrou promissora para realizagdo dos ensaios de
poténcia do medicamento Filgrastim e que apresenta custos de manutengao
inferiores a da linhagem atualmente sugerida pela farmacopéia, M-NFS-60, porém,
s30 necessarios mais ensaios para validagao desta linhagem para que a Kasumi-1
possa ser sugerida como linhagem alternativa para o ensaio de poténcia. Além
disso, é visualizado que apo6s o dia 7 de cultivo ha uma melhora no rendimento da
cultura, sendo necessario entdo um prolongamento do estudo da sua curva de
crescimento.

E necessario um estudo mais aprofundado das respostas celulares frente ao
Filgrastim por MTT, pois mesmo com a recomendagéo da farmacopéia europeia de
10 dilui¢gdes 1:2, a curva utilizada nao esgota a resposta celular ao Filgrastim, visto
que o menor ponto da curva ainda apresenta resposta quando comparado ao
controle negativo (sem estimulo).

Nos ensaios de CFSE e Pl apds a realizacdo da padronizacdo apresentada
nesta dissertacdo, seria interessante a realizagcdo de testes envolvendo o uso do
padrdao USPC de referéncia .

Os ensaios relatados nesta dissertacdo foram realizados com o medicamento
de referéncia nacional e internacional (Granulokine®). No entanto, visando uma
validagao dos métodos descritos, desenvolvidos e padronizados neste trabalho, faz-
se necessaria a utilizagdo do padrao de referéncia USPC, mas que devido ao seu
alto custo nédo foi utilizado nos ensaios de desenvolvimento e padronizagao desta

dissertagao.
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7. CONCLUSAO

A linhagem M-NFS-60 teve seu cultivo estabelecido e padronizado com
sucesso no INCQS. Apesar do cultivo com 12ng/mL de citocina M-CSF n&o afetar o
numero de células totais obtidas na cultura, o mesmo parece influenciar na resposta
ao ensaio de poténcia por MTT e por este motivo ndo deve ser utilizado.

A linhagem Kasumi-1 teve seu cultivo estabelecido e padronizado no INCQS.
A melhor condigdo de cultivo permanece com a concentracdo de soro fetal bovino
em 20%, conforme recomendado

O ensaio de MTT foi padronizado para ambas as linhagens se apresentou
reprodutivel, pois os experimentos ndo apresentaram diferenca estatisticas entre os
mesmos. Para linhagem M-NFS-60, ficou estabelecido que a linhagem deve ficar
privada da citocina M-CSF por 24 h antecedentes ao ensaio. Quanto a linhagem
Kasumi-1 o ensaio de MTT se mostrou com uma boa relagdo concentragao-
resposta, indicando que esta linhagem pode ser utilizada futuramente para ensaios
de poténcia com o Filgrastim.

Os ensaios padronizados de ciclo celular com iodeto de propidio ndo foram
adequados para ambas a linhagens, pois nao foi capaz de visualizar uma curva em
concentragdo-resposta. Ja os ensaios padronizados de proliferagdo celular com
CFSE, se mostraram eficientes apenas para a linhagem humana Kasumi-1 em 48 h,
observando uma resposta similar ao do ensaio de MTT. Para a linhagem M-NFS-60,
o CFSE nao apresentou sensibilidade adequada para visualizagédo de uma resposta
dependente da concentragao.

O ensaio de ativagéo dos fatores de transcricdo STAT3 e STATS fosforiladas
se apresentaram com fortes tendéncias a uma concentragao-resposta, confirmando
a hipdtese descrita de que o ensaio de MTT visualiza para este biofarmaco, mais a
ativagcao celular do que a proliferagéo propriamente dita. Além disso, este ensaio se
apresenta promissor para avaliagdo da qualidade biolégica do Filgrastim, tanto em
relagdo a especificidade do ensaio quanto no tempo de obtencdo do resultado,
sendo este inferior a 48 h.

Por fim, foi possivel atingir todos os objetivos deste trabalho, como
desenvolvimento, estabelecimento e padronizagao dos ensaios de MTT, CFSE, Pl e
ativacdo do receptor farmacoldgico pela cascata de sinalizagdo com os fatores

STAT3 e STATS5, ficando em pendéncia a validagcado destes ensaios com o padréo de
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referéncia. Os ensaios por citometria de fluxo com a marcacdo dos fatores de
sinalizagcdo STAT3 e STAT5 se mostraram promissores para verificacdo de poténcia
do biofarmaco Filgrastim.

Além disso, os métodos aqui padronizados podem ser aplicados a outros
biofarmacos que possuem o mesmo mecanismo de acgdo farmacoldgico, como

derivados do Filgrastim : Pedfilgrastim, Lenograstim, entre outros.
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1000 mL of water. Adjust with phosphoric acid to a pH
of 2.50 £ 0.05.

Solution B: Methanol and Solution A (2:3)

Solution C: Methanol and Solution A (7:3)

Mobile phase: See Table 10.

Table 10

Time Solution B Solution C
(min) (%) (%)

0 100 0

40 100 0

41 0 100

65 0 100

66 100 0

90 100 0

Diluent: Methanol and water (1:1)

Standard stock solution: 0.18 mg/mL of USP Benzoic
Acid RS in Diluent
Standard solution: 0.0216 mg/mL of USP Benzoic Acid
RS in Diluent, prepared from the Standard stock solution
Sensitivity solution: 1.08 ug/mL of USP Benzoic Acid
RS in Diluent, prepared from the Standard solution
Sample solution: Weigh and finely powder 9 Tablets,
and quantitatively transfer the ground powder to a
500-mL volumetric flask, with the aid of 200 mL of Dilu-
ent. Sonicate for 10 min, and add an additional 100 mL
of Diluent. Shake by mechanical means for 30 min, di-
lute with Diluent to volume, and mix. Pass a portion of
the solution throu?h a polyproplyene or polysulfone
membrane filter of 0.45-um pore size, and discard at
least the first 10 mL of the filtrate.
Chromatographic system
(See Chromatography (621), System Suitability.)
Mode: LC
Detector: UV 215 nm
Column: 4.6-mm x 25-cm; 5-um packing L1
Flow rate: 1 mL/min
Injection volume: 10 uL
System suitability
Samples: Standard solution and Sensitivity solution
Suitability requirements
Tailing factor: NMT 2.0, Standard solution
Relative standard deviation: NMT 5.0%, Standard
solution
Signal-to-noise ratio: NLT 10, Sensitivity solution
Analysis
Samples: Standard solution and Sample solution
Calculate the amount of each impurity as a percentage
of the label claim of pseudoephedrine hydrochloride in
the portion of Tablets taken:

Result = (ru/rs) x (Cs/Cy) x (1/F) x 100

ry = peak response of individual impurities from
the Sample solution

rs = peak response of benzoic acid from the
Standard solution

Cs = concentration of USP Benzoic Acid RS in the
Standard solution (mg/mL)

Cy = nominal concentration of pseudoephedrine
hydrochloride in the Sample solution
(mg/mL)

F = relative response factor for each impurity (see
Table 11)

Acceptance criteria
Individual impurities: See Table 7.
Total impurities: The combined total impurities from
Procedure 3 and Procedure 4 is NMT 0.3%.

USP 40

Table 11
Relative Relative Acceptance
Retention Response Criteria,
Name Time Factor2 NMT (%)
Benzaldehyde 0.43 0.40 0.1
Benzoic acid 0.55 1.0 0.1
Ephedroneb 0.97 — —
Pseudoephedrine 1.0 0.52 —
Individual
unspecified —
impurity 0.52¢ 0.1

a Response factors relative to benzoic acid.

b Ephedrone is not quantitated in this method. A separate method is used
for the quantitation of this impurity.

< The response factor of pseudoephedrine relative to that of benzoic acid
is used in the calculation of individual unspecified impurities.

ADDITIONAL REQUIREMENTS
o PACKAGING AND STORAGE: Preserve in well-closed contain-
ers, and store at controlled room temperature.
o LABELING: When more than one Dissolution Test is given,
the labeling states the test used only if Test T is not used.
If a test for Organic Impurities other than Procedure 1 is
used, the labeling states with which Procedures the article
complies.
o USP REFERENCE STANDARDS (11)
USP Benzoic Acid RS
USP Fexofenadine Hydrochloride RS
USP Fexofenadine Related Compound A RS
Benzeneacetic acid, 4-[1-ox -4-[4-(hydrox|ydipheny|-
methyl)-1-piperidinyl]butyl]-a,o-dimethyl.
C3:H3/NOs  499.65
USP Pseudoephedrine Hydrochloride RS

Filgrastim

MTPLGPASSL PQSFLLKCLE QVRKIQGDGA ALQEKLCATY KLCHPEELVL
LGHSLGIPWA PLSSCPSQAL QLAGCLSQLH SGLFLYQGLL QALEGISPEL
GPTLDTLQLD VADFATTIWQ QMEELGMAPA LQPTQGAMPA FASAFQRRAG
GVIVASHLQS FIFVSYRVIR HIAQP

CaasH1339N223024359 18,799 daltons

[121187-53-1].

DEFINITION

Filgrastim is a recombinant form of human granulocyte col-
ony-stimulating factor (r-metHuG-CSF). It is a single chain,
175 amino acid nonglycosylated polypeptide produced by
Escherichia coli bacteria transfected with a gene encoding
a methionyl human granulocyte colony-stimulating factor.
When prepared as a drug substance, it contains NLT
0.9 mg/mL of Filgrastim. Formulation contains one or
more suitable buffering and/or stabilizing agents. The
presence of host cell DNA and Erotein in Filgrastim is pro-
cess-specific. The capability of the process to clear host-
derived DNA and protein requires validation and is deter-
mined by validated methods. It has a biological potency
of NLT 80% and NMT 125% relative to standard on a
mass-to-mass basis.

IDENTIFICATION

e A. It meets the requirements in the Assay.

e B. The retention time of the major peak of the Sample
solution corresponds to that of the Standard solution, as
obtained as directed in the test for Organic Impurities,
Related Compounds.

¢ C. PEPTIDE MAPPING
(See Biotechnology-Derived Articles—Peptide Mapping

(1055).)
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Solution A: Water and trifluoroacetic acid (1000:1)
Solution B: Transfer 100 mL of water to a 1000-mL vol-
umetric flask, add 1 mL of trifluoroacetic acid, and di-

lute with acetonitrile to volume.
Mobile phase: See the gradient table below.

Time Solution A Solution B
(min) (%) (%)
0 98 2
2 98 2
30 70 30
75 40 60
90 2 98
100 2 98
101 98 2
120 98 2

Tris buffer: Prepare a 0.5 M solution of tris(hydrox-
ymethyl) aminomethane solution, and adjust with hy-
drochloric acid to a pH of 8.1.

Methylamine solution: Dissolve 0.27 g of methylamine
hydrochloride in 10 mL of water.

DTT solution: 30.9 mg/mL of dithiothreitol in water,
freshly prepared

Digestion solution: Dissolve 0.30 g of urea in 200 uL of
Tris buffer, 100 uL of Methylamine solution, 50 uL of DTT
solution, and 420 pL of water. Overlay with nitrogen,
and use immediately.

Endoproteinase Glu-C solution: 0.2 ug/uL of En-
doproteinase Glu-C in water. Use immediately.

TFA solution: Water and trifluoroacetic acid (100:5)

Standard solution: Prepare a solution containing 80 ug
of USP Filgrastim RS and 200 uL of Digestion solution in
a suitable tube. Add water to a final volume of 390 pL.
Add 10 uL of Endoproteinase Glu-C solution. Cap the
tube, mix well, and incubate at approximately 25° for
18 h. Add 18 uL of TFA solution.

Sample solution: Proceed as directed for the Standard
solution.

Chromatographic system
(See Chromatography (621), System Suitability.)

Mode: LC

Detector: UV 214 nm

Column: 2.1-mm x 25-cm; packing L26
Column temperature: 40°

Flow rate: 0.2 mL/min

Injection size: 70 uL

Analysis
Samples: Standard solution and Sample solution
[NoTE—Condition the Chromatographic system by run-

ning at least two blank gradient programs before in-
jecting the digests. Separately inject the Standard solu-
tion, Sample solution, and Standard solution again, and
record the responses of each peak.]

System suitability requirements: Eight major peaks
should be present in each chromatogram as illustrated
in the reference chromatogram provided with USP Fil-
grastim RS. The absolute difference in retention time of
each of the eight major peaks between the two Stan-
dard solution chromatograms must be <0.5 min. The
difference in retention time of each of the eight major
peaks between the Sample solution chromatogram and
the average of the Standard solution chromatograms
must be <0.5 min. The relative difference in peak
height of each of the eight major peaks between the
two Standard solution chromatograms must be <15%.

Acceptance criteria: The chromatographic profile of
the Sample solution is similar to that of the Standard
solution. The relative difference in peak height between
the normalized sample peak height (normalized by total
peak height versus the average total peak height of the
Standard solution chromatograms) and the average
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standard peak height of each of the eight major peaks
must be <15%.

ASSAY
¢ POTENCY

Medium A:* RPMI 1640 modified to contain 2 mM L-
glutamine, 2 g/L of sodium bicarbonate, 4.5 g/L of glu-
cose, 10 mM HEPES, 1T mM sodium pyruvate, 0.05 mM
2-mercaptoethanol, and 5% heat-inactivated fetal bo-
vine serum (FBS). The 2-mercaptoethanol is prepared
fresh and added immediately before use.

Medium B: RPMI 1640 modified to contain 2 mM L-
glutamine, 2 g/L of sodium bicarbonate, 4.5 g/L of glu-
cose, 10 mM HEPES, 1T mM sodium pyruvate, 0.05 mM
2-mercaptoethanol, and 1% heat-inactivated FBS. The
2-mercaptoethanol is prepared fresh and added imme-
diately before use.

Medium C: Prepare a mixture of Medium A with 20 ng/
mL of interleukin 3 (IL-3).

Medium D: Prepare a mixture of Medium A with 1 ng/
mL of granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF).

Substrate solution: Reconstitute the luminescence sub-
strate2 with the supplied buffer. Aliquot the solution
and store below —65° for up to 2 months.

Standard solution: 0.5 ng/mL of USP Filgrastim RS in
Medium B. [NOTE—Do not use single step dilutions of
more than 1:100 and smaller transfer volumes than
40 pL while performing serial dilutions. Mix gently and
thoroughly (do not vortex).]

Positive control solution: 10 ng/mL of USP Filgrastim
RS in Medium B

Sample solution: 0.5 ng/mL of Filgrastim in Medium B.
[NoTE—Do not use single step dilutions of more than
1:100 and smaller transfer volumes than 40 pL while
performing serial dilutions. Mix gently and thoroughly
(do not vortex).]

Cell culture preparation: Adapt M-NFS-60 cells (ATCC
CRL-1838) to growth in G-CSF. Culture the cells at 5%
CO; and 37°. Cells should be passaged two times per
week and reseeded at a density of 3 x 104 cells/mL for 3
days or 1 x 104 cells/mL for 4 days. Passage the cultures
in Medium C until passage two. Transfer the cells into
Medium D, and passage the cultures until passage 11.
After passage 11, the cells are defined as G-CSF
adapted and can be used in the Assay or can be
banked. Bank the cells at a density of approximately 1.5
x 10¢ cells/mL in banking medium (90% FBS, 10%
DMSO). Upon thawing the banked cells, culture the
cells for 2-3 passages in Medium D before using in the
Assay.

Cell suspension: Wash the cells twice with phosphate
buffered saline (PBS), and adjust the cell concentration
to 1 x 105 cells/mL in Medium B.

Preparation of cells for analysis: Use a 96-well flat-
bottomed black microtiter plate (optically clear well
bottoms) with wells arranged in eight rows (labeled A
through H) with 12 wells (numbered 1 to 12) in each
row. Place 50 uL of Cell suspension into all wells of the
96-well microtiter plate except the wells of column 1
(A1-H1, blank). Column 1 is filled with 50 uL of Me-
dium B. Incubate the plate at 37° in the incubator until
the Standard solution and the Sample solution are ready,
for a maximum of 1 h.

Preparation of diluted Standard solution and Sample
solution: Use a 96-well round-bottom microtiter plate
with wells arranged in eight rows (labeled A through H)
with 12 wells (numbered 1 to 12) in each row. Dis-
pense 100 uL of Medium B into each well of the plate
except column 12 (wells A12-H12, positive control)
and A2-A10. Pipet 200 puL of Standard solution into
wells A3, A6, and A9; and 200 uL of Sample solution

1 A suitable RPMI 1640 medium is available from ATCC (catalog no.:
30-2001), or use an equivalent formulation.

2 A suitable substrate is available from Promega (Cell Titer Glo-Luminescence
Kit, catalog no.: G7572) or equivalent.
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into wells A2, A5, and A8. Two samples can be pre-
pared on one plate. The second sample can be added
to wells A4, A7, and A10. Pipet 100 uL of Positive con-
trol solution into all wells of the last column (A12-H12).
Using a multi-channel pipet (12 channels), perform
two-fold dilutions on the plate. Aspirate 100 pL from
the first row (A2-A10), transfer to the second row, and
mix three times. Then aspirate 100 uL from the second
row, transfer to the third row, and mix three times.
Repeat this Erocedure across the entire plate until row
H. Discard the 100 pL aspirated from the last row.

Analysis: Usin? a multi-channel pipet, transfer 50 uL
from each well of the round-bottom microtiter plate
(containing the Standard solution and Sample solution
serial dilutions, blanks, and positive and negative con-
trols) into the same well of the black microtiter plate
containing the cell suspension starting with the lowest
concentration. Mix three times. Incubate the black
microtiter plate in a humidified CO; incubator for
31£2 h at 37° with 5% CO,. Add 100 uL of reconsti-
tuted Substrate solution to all wells. Incubate the plate
for 15 min at room temperature while gently agitating
the plate on a plate shaker. Incubate the plate for an
additional 15 min at room temperature without shak-
ing. Read the plate in a microtiter plate luminescence
reader.

System suitability criteria: The signal-to-noise ratio be-
tween the mean chemiluminescence signal of the posi-
tive control and the mean chemiluminescence signal of
the negative control (A11-H11) should be =3. The
number of technical outliers may not exceed four per
curve.

Calculations: For each sample, first calculate the rela-
tive potency of Filgrastim (in percent) using statistical
methods for parallel-line assays, then calculate potency
in IlU/mL. The statistical tests for linearity, slope, and
Earallelism for each sample compared to the standard

ave to be passed at the 95% level. The confidence
limit must be within 75% and 133% of the estimated
potency.

Acceptance criteria: The mean estimated potency is
NLT 80% and NMT 125% of the stated potency.

USP 40

Mode: LC
Detector: UV 215 nm
Column: 4.6-mm x 15-cm; packing L26
Column temperature: 60°
Flow rate: 0.8 mL/min
Injection size: 33 ulL
System suitability
Sample: Standard solution
Suitability requirements
Relative retention times: About 0.91 for oxidized Fil-
grastim 1, about 0.98 for oxidized Filgrastim 2, and
about 1.04 for reduced Filgrastim relative to the ma-
jor peak
Relative standard deviation: The relative standard
deviation of the total area (main peak and minor
product related peaks, excluding the void peak) and
the relative standard deviation of the retention time
of the major Filgrastim peak for replicate injections
are NMT 5%.
Analysis
Samples: Standard solution and Sample solution
Calculate the percentage of oxidized Filgrastim 1, oxi-
dized Filgrastim 2, Filgrastim, and reduced Filgrastim
in the portion of Filgrastim taken:

Result = (ry/rr) x 100

Iy = peak response for each imf)urity

rr = sum of the responses of all the peaks

Acceptance criteria
Individual impurities: NMT 1.0% of reduced Filgras-

tim is found, and NMT 2.0% of total impurities is
found.
o IMPURITIES WITH CHARGES DIFFERENT FROM FILGRASTIM

(%ee Bi())technology-Derived Articles—Isoelectric Focusing
1054).)

1 M phosphoric acid solution: Dilute 6.8 mL of 85%
phosphoric acid with water to a final volume of
100 mL.

1 M sodium hydroxide solution: Dilute 10 mL of TO0M
sodium hydroxide with water to a final volume of
100 mL.

Anolyte solution: Add 10 mL of T M phosphoric acid

solution to 90 mL of water to obtain a 0.1 M phos-
phoric acid solution.
Catholyte solution: Add 10 mL of T M sodium hydroxide

IMPURITIES
Organic Impurities
o RELATED COMPOUNDS
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Solution A: Water and trifluoroacetic acid (1000:1)
Solution B: Transfer 100 mL of water to a 1000-mL vol-
umetric flask, add 1 mL of trifluoroacetic acid, and di-

lute with acetonitrile to volume.
Mobile phase: See the gradient table below.

solution to 90 mL of water to obtain a 0.1 M sodium
hydroxide solution.

Initiator: Measure 0.072 g of potassium persulfate to
10 mL of water to obtain a 0.72% potassium persulfate
solution.

Fixing solution: Mix 35 g of sulfosalicylic acid and

Time Solution A Solution B 100 g of trichloroacetic acid in 1000 mL of water.
(min) (%) (%) Gel wash: Prepare a solution containing, in each L,
0 0 20 400 mL of absolute methanol, 100 mL of glacial acetic
acid, and water.
30 20 80 Coomassie staining solution: Measure 1.25 g of Coo-
35 20 80 massie Brilliant Blue R-250 into 1 L of Gel wash.
45 60 40 Coomassie destaining solution: Prepare a solution
55 60 40 containing, in each L, 75 mL of absolute methanol,

Standard solution: 0.75 mg/mL of USP Filgrastim RS in
water
Sample solution: 0.75 mg/mL of Filgrastim in water
Chromatographic system
(See Chromatography (621), System Suitability.)

100 mL of glacial acetic acid, and water.

Reference solution A: 1 mg/mL of USP Filgrastim RS in
water

Reference solution B: Dilute Reference solution A with
water to obtain a concentration of 20 ug/mL of USP
Filgrastim RS.

Reference solution C: 3 mg/mL of USP Filgrastim RS in
water

Reference solution D: Use an isoelectric point (pl) cali-
bration solution, in the pl range of 2.5-6.5, prepared
according to the manufacturer’s instructions.

Sample solution: 1 mg/mL of Filgrastim in water

Gel: Prepare a 6% T (total acrylamide), 0.16% C (bisa-
crylamide) gel containing 0.3 g/mL of urea, 1.5% pH
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3-10 ampholytes, 3.7% pH 5-7 ampholytes, and

0.05% Initiator.

Analysis: Gel electrophoresis is carried out on a hori-
zontal gel apparatus at 10° and a constant power set-
ting of 10 W (voltage and current are allowed to vary).
Pre-focus the gel for 20-40 min. Apply 10 uL of Sample
solution (10 ug), Reference solution A (10 ug), Reference
solution B (0.2 pg), and Reference solution C (30 ug) to
separate lanes on the gel. Apply about 10 uL of Refer-
ence solution D to each side of the gel. Focus the gel for
about 2.5 h at 10° at a constant power setting of 10 W
(voltage and current are allowed to vary). Remove the
gel from the apparatus, place in a sufficient volume of
Fixing solution to submerge the gel, and rock gently for
NLT 15 min. Decant, and repeat wash in Fixing solution
for an additional 15 min. Remove the Fixing solution,
and submerge the gel in Gel Wash with gentle mixing
for NLT 30 min. Decant the Gel Wash solution, and
immerse the gel in Coomassie staining solution with gen-
tle mixing for 15-60 min. Remove the Coomassie stain-
ing solution, rinse the gel with Coomassie destaining so-
lution, and submerge the gel in fresh Coomassie
destaining solution. Continue rocking the gel in Coomas-
sie destainin;] solution until the background is clear and
Reference solution B is still visible. Visually examine the

el.

gystem suitability requirements: The isoelectric point
markers are distributed along the entire length of the
gel; no artifacts obscure visualization of the bands; and
Reference solution B must be visible.

Acceptance criteria: The major band in the Sample
solution focuses at the same position as the major
band in Reference solution A. Minor bands present in
the Sample solution are also observed in Reference solu-
tion C and, based on visual estimates, are less intense
or equal to Reference solution B. There are no bands
observed in the Sample solution that are not present in
Reference solution C.

o IMPURITIES WITH MOLECULAR WEIGHT DIFFERENT FROM THAT

OF FILGRASTIM

(See Biotechnology-Derived Articles—Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (1056).)

4X SDS sample buffer (nonreducing conditions): Pre-
pare a solution containing, in each mL, 80 mg of so-
dium dodecyl sulfate and 30 mg of tris(hydroxymethyl-
)aminomethane. Adjust with hydrochloric acid to a pH
of 6.8. Add 0.80 mg/mL of bromophenol blue and
0.4 mL/mL of glycerol.

4X SDS sample buffer (reducing conditions): Prepare
a solution containing, in each mL, 80 mg of sodium
dodecyl sulfate, 30 mg of tris(hydroxymethyl)amino-
methane, and 38.5 mg of dithiothreitol. Adjust with hy-
drochloric acid to a pH of 6.8. Add 0.80 mg/mL of bro-
mophenol blue and 0.4 mL/mL of glycerol.

1X SDS sample buffer (nonreducing conditions): Di-
lute 1 volume of the 4X SDS sample buffer (nonreducing
conditions) with 3 volumes of water.

1X SDS samﬁle buffer (reducing conditions): Dilute 1
volume of the 4X SDS sample buffer (reducing conditions)
with 3 volumes of water.

Gel wash I: Prepare a solution containing, in each L,
400 mL of absolute methanol, 100 mL of glacial acetic
acid, and water.

Gel wash II: Prepare a solution containing, in each L,
100 mL of 95% ethanol, 50 mL of glacial acetic acid,
and water.

Reducer solution: Prepare a solution containing 2 mg
of dithiothreitol in 400 mL of water. [NOTE—Prepare this
solution immediately before use, and protect it from
Iiglhtj This amount of solution is sufficient for two slab
gels.

Silver nitrate solution: Measure 0.68 g of silver nitrate
in 400 mL of water, and mix well. [NOTE—Prepare this
solution immediately before use, and protect it from
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light. This amount of solution is sufficient for two slab
els.]
Dgeveloper: To 500 mL of water add 18.6 g of sodium
carbonate monthdrate and 0.5 mL of formaldehyde.
[NOTE— Prepare this solution fresh at the time of use.
This amount of solution is sufficient for two slab gels.]
Acetic acid solution: Prepare a solution containing, in
each L, 50 mL of glacial acetic acid and water.
Running buffer: Prepare a buffer solution containing
1 g of sodium dodecyl sulfate, 3.03 g of tris(hydroxy-
methyl)aminomethane, and 14.4 g of glycine per L.
Gel
Resolving gel: Use a 1.5-mm thick, 10%-20% polya-
crylamide gradient gel [10%-20% T, 2.6% C
(bisacrylamide)].

Stacking gel: 4% T (total acrylamide), 2.6% C
(bisacrylamide)

Reference solution A: Dilute 25 ug of USP Filgrastim RS
with 25 uL of 4X SDS sample buffer and sufficient water
to obtain 100 uL of a solution containing a 250-pug/mL
Breparation of USP Filgrastim RS in 1X SDS sample

uffer. Prepare both a reduced and a nonreduced Refer-
ence solution A using the appropriate 4X SDS sample
buffer. Heat reduced sample at approximately 65° for
5-10 min. Do not heat the nonreduced sample.

Reference solution B: Prepare both a reduced and a
nonreduced Reference solution B by diluting Reference so-
lution A (1:100) with the appropriate 1X SDS sample
buffer to obtain a 2.5-ug/mL preparation of USP Filgras-
tim RS. Heat reduced sample at approximately 65° for
5-10 min. Do not heat the nonreduced sample.

Reference solution C: Dilute 75 pg of USP Filgrastim
RS with 25 uL of 4X SDS sample buffer and sufficient
water to obtain 100 uL of a solution containing a
750-ug/mL preparation of USP Filgrastim RS in 1X SDS
sample buffer. Prepare both a reduced and a
nonreduced Reference solution C using the appropriate
4X SDS sample buffer. Heat reduced sample at approxi-
matelel 65° for 5-10 min. Do not heat the nonreduced
sample.

Reference solution D: Use a solution of molecular
weight markers suitable for calibrating SDS-polyacryl-
amide gels in the range of 14.4-94 kDa.

Sample solution: Dilute 25 ug of the sample to be
tested with 25 uL of 4X SDS sample buffer and sufficient
water to obtain 100 uL of a solution containing a
250-ug/mL preparation of the test article in 1X SDS
sample buffer. Prepare both a reduced and a
nonreduced Sample solution using the appropriate 4X
SDS sample buffer. Heat reduced sample at approxi-
matelel 65° for 5-10 min. Do not heat the nonreduced
sample.

Analysis: Separately apply 20 pL of the Sample solution,
Reference solution A, Reference solution B, and Reference
solution C into separate lanes of the gel. Apply about
20 uL of Reference solution D to each side of the gel.
[NoTE—Reduced and nonreduced samples should either
be run on separate gels or on the same gel if separated
by at least three lanes containing 1X SDS sample buffer
(nonreducing).] Perform the electrophoresis using a con-
stant voltage of 125 V. [NOTE—Current and power are
allowed to vary throughout the run.] Remove the gel
from the apparatus after the tracking dye begins to ap-
proach the anode end of the gel, place the gel in a
sufficient volume of Gel Wash I to submerge the gel,
and mix gently for NLT 1 h. Decant the Gel Wash I, and
immerse the gel in a similar volume of Gel Wash II.
After 15 min of gentle mixing, decant, and wash the
gel for an additional 15 min in Gel Wash Il. Wash the
gel twice for 15 min each with the Reducer solution fol-
lowed by two washes of 15 min each in the Silver ni-
trate solution. Rinse twice with water, and decant.
Transfer the gel to a clear container containing a suffi-
cient volume of the Developer to immerse the gel, and
rock the container changing the Developer frequently
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(10-15 s) until the molecular weight markers and Refer-

ence standard B become visible. When the gel is visibly

stained, wash immediately with the Acetic acid solution.

Rinse the gel repeatedly with Acetic acid solution to re-

move the Developer, then rock gently for approximately

30 min. Visually examine the gel.

System suitability requirements: No artifacts obscure
visualization of the bands, and Reference solution B
must be visible.

Acceptance criteria: The main band in the Sample solu-
tion migrates to the same position as the main band in
Reference solution A. Minor bands present in the Sample
solution are also observed in Reference solution C and,
based on visual estimates, are less intense or equal to
Reference solution B. There are no bands observed in the
Sample solution that are not present in Reference solution
C

e LiMiIT OF HIGH MOLECULAR WEIGHT PROTEINS

Mobile phase: Add 11.5 g of concentrated phosphoric
acid to 800 mL of water. Adjust with 10 N sodium hy-
droxide to a pH of 2.5, and dilute with water to
1000 mL. Filter, and degas.

Column conditioning solution: Dissolve 18 mg of bo-
vine serum albumin (BSA) in 9 mL of water.

Resolution solution: Dissolve about 1 mg of USP Fil-
grastim RS in 0.33 mL of 0.25 M sucrose, mix gently,
and transfer to a 1.5-mL polypropylene tube. Incubate
at 55° for 20 min. Place the sample on ice for 5 min,
then vortex at high speed for 30 s. Dilute to 0.3 mg/mL
with 0.25 M sucrose, and inject within 1 h. The dimer
can be regenerated from a previously heated 3-mg/mL
sample. Store the previousl{] heated sample overnight in
a refrigerator, vortex at high speed for 30 s, dilute to
0.3 mg/mL with 0.25 M sucrose, and inject within 1 h.

Standard solution: 0.3 mg/mL of USP Filgrastim RS in
water

Sample solution: Dilute Filgastim with water to
0.3 mg/mL.

Chromatographic system
(See Chromatography (621), System Suitability.)

Mode: LC

Detector: UV 214 nm

Column: 7.8-mm x 30-cm; packing L59
Column temperature: Ambient

Flow rate: 1 mL/min

Injection size: 40 ulL

System suitability
Samples: Column conditioning solution, Resolution solu-

tion, and Standard solution

Suitability requirements

Column solution peak response: Chromatograph
the Column conditioning solution 3-10 times. The (feak
response of the final consecutive injections should be
constant.

Relative retention times: Chromatograph the Resolu-
tion solution two times, and record the peak re-
sponses. The relative retention times are about 0.5 for
Filgrastim aggregate, 0.9 for Filgrastim dimer, and
1.0 for Filgrastim monomer.

Relative standard deviation: The relative standard
deviation of the total area (main peak and minor
product related peaks, excluding the void peak) for
replicate injections of the Standard solution is NMT
3%. The relative standard deviation of the retention
time of the major Filgrastim peak for replicate injec-
tions of the Standard solution is NMT 3%.

Analysis
Samples: Standard solution and Sample solution
Measure the areas of the main peak and of the peaks

eluting prior to the main peak, excluding the solvent

peaks.

Calculate the percentage of aggregates (peaks eluting
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before dimer), dimer, and monomer in the portion of
Filgrastim taken:

Result = (ry/rr) x 100

ry = individual peak response of aggregates, dimer,
and monomer
rr = sum of the responses of all the peaks

Acceptance criteria
Individual impurities: NMT 0.5% of ag?regate is
found, and NMT 2.0% of total high molecular weight
impurities is found.

SPECIFIC TESTS
o PROTEIN CONCENTRATION

(See Biotechnology—Derived Articles—Total Protein Assay
(1057).)

5% Sorbitol solution, pH 3.25: Prepare a 5% solution
of sorbitol in water, and adjust with hydrochloric acid
to a pH of 3.25.

Sample solution: Dilute the Filgrastim in 5% Sorbitol
solution, pH 3.25 to obtain a solution with a concentra-
tion between 0.2 and 1.7 mg/mL.

Blank: 5% Sorbitol solution, pH 3.25

Instrumental conditions
Mode: UV-Vis
Analytical wavelengths: 280, 320, and 350 nm
Cell: Quartz spectrophotometric cell of path length

1cm

Analysis
Sample: Sample solution

Calculate the sample absorbance at 320 nm as a per-
centage of the absorbance at 280 nm:

Result = (As20/Azs0) x 100

Aszo = absorbance value of the Sample solution at
320 nm

Ao = absorbance value of the Sample solution at
280 nm

If the absorbance at 320 nm is less than 5.0% of the
absorbance at 280 nm, calculate the protein
concentration of the Filgrastim sample:

Result = Azgo X DF/086

Ao = absorbance value of the Sample solution at
280 nm
DF = dilution factor of the Sample solution

If the absorbance at 320 nm is more than 5.0% of the
absorbance at 280 nm, calculate the protein
concentration of the Filgrastim sample:

Result = {Azgo - [(33435 X A320) - (23435 X A35o)]} X
DF/0.86

Az = absorbance value of the Sample solution at
280 nm

Az = absorbance value of the Sample solution at
320 nm

Asso = absorbance value of the Sample solution at
350 nm

DF = dilution factor of the Sample solution

o MICROBIAL ENUMERATION TESTS (61) AND TESTS FOR
SPECIFIED MICROORGANISMS (62): The total aerobic count
does not exceed 0 cfu/10 mL of the substance solution.

o BACTERIAL ENDOTOXINS TEST (85): It contains NMT 2 USP
Endotoxin Units per mg of drug substance.

ADDITIONAL REQUIREMENTS

o PACKAGING AND STORAGE: Preserve in tight containers.
Store between 2° and 8°. Protect from light during long-
term storage.

o LABELING: Label to indicate the content of the drug sub-
stance in g per container. The labeling states that the
material is of recombinant DNA origin.
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o USP REFERENCE STANDARDS (11)
USP Endotoxin RS
USP Filgrastim RS

Finasteride
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4-Azaandrost-1-ene-17-carboxamide, N-(1,1-dimethylethyl)-
3-oxo-, (50,17p)-.

N-tert-Butyl-3-ox0-4-aza-50-androst-1-ene-173-
carboxamide [98319-26-7].

» Finasteride contains not less than 98.5 percent
and not more than 101.0 percent of Cy3H3sN,O,,
calculated on the anhydrous basis.

Packaging and storage—Preserve in tight containers, and
store at controlled room temperature.

USP Reference standards (11)—
USP Finasteride RS
Identification—

A: Infrared Absorption (197M).

B: The retention time of the major peak in the chromato-
gram of the Assay preparation corresponds to that in the
chromatogram of the Standard preparation, as obtained in
the Assay.

Specific rotation (781S): between —56.0° and -60.0°, de-
termined at 405 nm.

Test solution: 10 mg per mL, in methanol.

Water Determination, Method | (921): not more than
0.3%.

Residue on ignition (281): not more than 0.1%.

Delete the following:

'Heavy metals, Method Il (231): 0.001%.e (official 1-jan-2018)
Chromatographic purity—

Mobile phase—Prepare a filtered and degassed mixture of
water, tetrahydrofuran, and acetonitrile (8:1:1). Make ad-
justments if necessary (see System Suitability under Chroma-
tography (621)).

Diluting solution—Prepare a solution of water and aceto-
nitrile (1:1).

Standard solution—Dissolve an accurately weighed quan-
tity of USP Finasteride RS in Diluting solution, and dilute
quantitatively, and stepwise if necessary, with Diluting solu-
tion to obtain a solution having a known concentration of
about 1.0 mg per mL.

Test solution—Transfer about 100 mg of Finasteride, accu-
rately weighed, to a 100-mL volumetric flask, dissolve in and
dilute with Diluting solution to volume, and mix.

Chromatographic system (see Chromatography (621))—The
liquid chromatograph is equipped with a 210-nm detector
and a 4.6-mm x 30-cm column that contains 4-um packing
L1. The flow rate is about 1.5 mL per minute. The column
temperature is maintained at 60°. Chromatograph the Stan-
dard solution, and record the peak responses as directed for

Official Monographs / Finasteride 4201

Procedure: the column efficiency is not less than 10,000 the-
oretical plates; and the tailing factor is not more than 1.3.

Procedure—Inject a volume (about 15 pL) of the Test solu-
tion into the chromatograph, record the chromatograms,
and measure the peak responses. Calculate the percentage
of each impurity in the portion of Finasteride taken by the
formula:

100(ri/ r5)

in which r; is the peak response for each impurity, and r; is
the sum of the responses of all peaks: not more than 0.5%
of any individual impurity is found; and not more than
1.0% of total impurities is found.

Assay—

Mobile phase—Prepare a filtered and degassed mixture of
water and tetrahydrofuran (4:1). Make adjustments if neces-
sary (see System Suitability under Chromatography (621)).

Diluting solution—Prepare a solution of water and aceto-
nitrile (1:1).

Standard preparation—Dissolve an accurately weighed
quantity of USP Finasteride RS in Diluting solution, and dilute
quantitatively, and stepwise if necessary, with Diluting solu-
tion to obtain a solution having a known concentration of
about 200 ug per mL.

Assay preparation—Transfer about 20 mg of Finasteride,
accurately weighed, to a 100-mL volumetric flask, dissolve in
and dilute with Diluting solution to volume, and mix.

Chromatographic system (see Chromatography (621))—The
liquid chromatograph is equipped with a 215-nm detector
and a 3.0-mm x 3.0-cm column that contains 3-um packing
L7. The flow rate is about 3 mL per minute. Chromatograph
the Standard preparation, and record the peak responses as
directed for Procedure: the column efficiency is not less than
1800 theoretical plates; the tailing factor is not more than
1.3; and the relative standard deviation for replicate injec-
tions is not more than 1.0%.

Procedure—Separately inject equal volumes (about 10 uL)
of the Standard preparation and the Assay preparation into
the chromatograph, record the chromato?rams, and meas-
ure the responses for the major peaks. Calculate the quan-
tity, in mg, of Cy3H36N.O; in the portion of Finasteride taken
by the formula:

100C(ry / rs)
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in which Cis the concentration, in mg per mL, of USP
Finasteride RS in the Standard preparation; and ry and rs are
the peak responses obtained from the Assay preparation and
the Standard preparation, respectively.

Finasteride Tablets

» Finasteride Tablets contain not less than
95.0 percent and not more than 105.0 percent of
finasteride (Cy3H3sN,05).

Packaging and storage—Preserve in tight, light-resistant
containers, and store at controlled room temperature.

USP Reference standards (11)—
USP Finasteride RS

Identification—The retention time of the major peak in
the chromatogram of the Assay preparation corresponds to
that in the chromatogram of the Standard preparation, as
obtained in the Assay.
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Action and use

Recombinant methionyl human granulocyte colony-stimulating factor

Ph Eur

https://www.pharmacopoeia.com/bp-2017/monographs/filgrastim-concen...

DEFINITION

Solution of a protein having the primary structure of the granulocyte colony-stimulating factor plus 1 additional amino acid, an N-terminal methionine (r-met

HU G-CSF). In contrast to its natural counterpart, the protein is not glycosylated. Human G-CSF is produced and secreted by endothelium, monocytes and

other immune cells. The protein stimulates the differentiation and proliferation of leucocyte stem cells into mature granulocytes.

Content

Minimum 0.9 mg of protein per millilitre.

Potency

Minimum 0.9 108 IU per milligram of protein.

PRODUCTION

Filgrastim concentrated solution is produced by a method based on recombinant DNA (rDNA) technology, using bacteria as host cells.

Prior to release, the following tests are carried out on each batch of the final bulk product, unless exemption has been granted by the competent authority.

Host-cell-derived proteins

The limit is approved by the competent authority.

Host-cell- or vector-derived DNA

The limit is approved by the competent authority.

CHARACTERS

Appearance

Clear, colourless or slightly yellowish liquid.

IDENTIFICATION

A. It shows the expected biological activity (see Assay).

B. Examine the electropherograms obtained in the test for impurities with charges differing from that of filgrastim.
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Results The principal band in the electropherogram obtained with the test solution is similar in position to the principal band in the electropherogram
obtained with reference solution (a).

C. Examine the chromatograms obtained in the test for impurities with molecular masses higher than that of filgrastim.
Results The principal peak in the chromatogram obtained with the test solution is similar in retention time to the principal peak in the chromatogram
obtained with the reference solution.

D. Examine the electropherograms obtained under both reducing and non-reducing conditions in the test for impurities with molecular masses differing
from that of filgrastim.

Results  The principal band in the electropherogram obtained with test solution (a) is similar in position to the principal band in the electropherogram
obtained with reference solution (b).

E. Examine the chromatograms obtained in the test for related proteins.
Results The principal peak in the chromatogram obtained with the test solution is similar in retention time and shape to the principal peak in the
chromatogram obtained with the reference solution.

F. Peptide mapping (2.2.55).
SELECTIVE CLEAVAGE OF THE PEPTIDE BONDS

Test solution Introduce a volume of the preparation to be examined corresponding to 25 g of protein into a polypropylene tube. Add 25 L of a 0.1 mg/mL
solution of glutamyl endopeptidase for peptide mapping R. Dilute to 100 L with 0.02 M sodium phosphate buffer solution pH 8.0 R, stopper the tube and

incubate at about 37 C for 17 h. Cool to 2-8 C until analysis.

Reference solution Prepare at the same time and in the same manner as for the test solution but using filgrastim CRS instead of the preparation to be
examined.

CHROMATOGRAPHIC SEPARATION. Liquid chromatography (2.2.29).

Column:

—size: =010 m, =2.1 mm;

— stationary phase: octadecylsilyl silica gel for chromatography R (5 m) with a pore size of 20 nm;

— temperature: 60 C.

Mobile phase:
— mobile phase A: dilute 0.5 mL of trifluoroacetic acid R in 950 mL of water R, add 50 mL of acetonitrile for chromatography R and mix;

— mobile phase B: dilute 0.5 mL of trifluoroacetic acid R in 50 mL of water R, add 950 mL of acetonitrile for chromatography R and mix;

Time Mobile phase A Mobile phasc B
{min) {per cent V/V) (per cent ¥/V)
0.8 97+ M ER R
B-25 94 » 66 63 34

23 - 40 66 = 10 34 5 90

40 - 45 10 a0

Flow rate 0.2 mL/min.

Detection Spectrophotometer at 215 nm.

Injection 10 L.

System suitability The chromatogram obtained with the reference solution is similar to the chromatogram of filgrastim digest supplied with filgrastim CRS.

Results The profile of the chromatogram obtained with the test solution corresponds to that of the chromatogram obtained with the reference solution.

TESTS
Impurities with molecular masses higher than that of filgrastim

Size-exclusion chromatography (2.2.30): use the normalisation procedure.

Solution A Dissolve 4.1 g of sodium acetate R in 400 mL of water R, adjust to pH 4.0 with acetic acid R and dilute to 500 mL with water R.
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Test solution Dilute the preparation to be examined with solution A to obtain a concentration of 0.4 mg/mL.
Reference solution Dilute filgrastim CRS with solution A to obtain a concentration of 0.4 mg/mL.
Resolution solution Mix a sample of the reference solution for about 30 s using a vortex mixer.

Column:

— size: 1=0.3m, =7.8 mm;

— stationary phase: hydrophilic silica gel for chromatography R (5 m) of a grade suitable for fractionation of globular proteins in the relative molecular
mass range of 10 000 to 500 000;

— temperature: 30 C.

Mobile phase Dissolve 7.9 g of ammonium hydrogen carbonate R in 1000 mL of water R and adjust to pH 7.0 with phosphoric acid R; dilute to 2000 mL

with water R.

Flow rate 0.5 mL/min.

Detection Spectrophotometer at 215 nm.
Injection 20 L.

Relative retention With reference to the filgrastim monomer (retention time = about 19 min): aggregates = about 0.60; filgrastim oligomer 1 = about 0.75;
filgrastim oligomer 2 = about 0.80; filgrastim dimer = about 0.85.

System suitability Resolution solution:
— retention time: filgrastim monomer = 17 min to 20 min;

— resolution: minimum 3 between the peaks due to the filgrastim dimer and the filgrastim monomer.
Calculate the percentage content of the dimer, oligomers and aggregates.

Limits:

— impurities with molecular masses higher than that of filgrastim, other than the dimer: maximum 0.5 per cent;
— total of impurities with molecular masses higher than that of filgrastim: maximum 2 per cent.
Impurities with molecular masses differing from that of filgrastim

Polyacrylamide gel electrophoresis (2.2.31) under both reducing and non-reducing conditions.

Gel dimensions 1 mm thick.

Resolving gel 13 per cent acrylamide.

Sample buffer (non-reducing conditions) Mix equal volumes of water R and concentrated SDS-PAGE sample buffer R.

Sample buffer (reducing conditions) Mix equal volumes of water R and concentrated SDS-PAGE sample buffer for reducing conditions R containing

2-mercaptoethanol as the reducing agent.

Test solution (a) Dilute the preparation to be examined with sample buffer to obtain a concentration of 100 g/mL.

Test solution (b) To 0.20 mL of test solution (a) add 0.20 mL of sample buffer.

Test solution (c) Dilute 0.20 mL of test solution (b) to 1 mL with sample buffer.

Test solution (d) Dilute 0.20 mL of test solution (c) to 1 mL with sample buffer.

Test solution (e) To 0.20 mL of test solution (d) add 0.20 mL of sample buffer.

Reference solution (a) Solution of molecular mass markers suitable for calibrating SDS-polyacrylamide gels in the range of 14.4-94 kDa.
Reference solution (b) Dilute filgrastim CRS with sample buffer to obtain a concentration of 100 g/mL.

Sample treatment Boil for 5 min.
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Application 20 L.
Detection By silver staining.

System suitability:

— reference solution (a): the validation criteria are met;

— a band is seen in the electropherogram obtained with test solution (e);

— a gradation of intensity of staining is seen in the electropherograms obtained with test solutions (a) to (e).
Limit: test solution (a):

— impurities with molecular masses lower or higher than that of filgrastim: no band is more intense than the principal band in the electropherogram
obtained with test solution (d) (2.0 per cent).

Impurities with charges differing from that of filgrastim
Isoelectric focusing (2.2.54).

Test solution Dilute the preparation to be examined with water R to obtain a concentration of 0.3 mg/mL.

Reference solution (a) Dilute filgrastim CRS with water R to obtain a concentration of 0.3 mg/mL.

Reference solution (b) Dilute filgrastim CRS with water R to obtain a concentration of 0.03 mg/mL.

Reference solution (c) Use an isoelectric point (pl) calibration solution, in the pl range of 2.5-6.5, prepared according to the manufacturers instructions.

Focusing:
— pH gradient: 4.5-8.0;

— catholyte: 1 M solution of sodium hydroxide R;
— anolyte: 0.04 M solution of glutamic acid R in a 0.0025 per cent V/V solution of phosphoric acid R;
— application: 20 L.

Detection As described in 2.2.54.

System suitability:
— in the electropherogram obtained with reference solution (c), the relevant isoelectric point markers are distributed along the entire length of the gel;

— in the electropherogram obtained with reference solution (a), the pl of the principal band is 5.7 to 6.3.

Limit:
— any impurity: no band is more intense than the principal band in the electropherogram obtained with reference solution (b) (10 per cent).

Related proteins

Liquid chromatography (2.2.29): use the normalisation procedure.

Test solution Dilute the preparation to be examined with water for chromatography R to obtain a concentration of 0.5 mg/mL.

Reference solution (a) Dilute the content of a vial of filgrastim CRS with water for chromatography R to obtain a concentration of 0.5 mg/mL.

Reference solution (b) To 250 L of reference solution (a), add 2.5 L of a 4.5 g/L solution of hydrogen peroxide. Mix and incubate at 25 2 C for 30 min, then
add 1.9 mg of L-methionine R.

Reference solution (c) To 250 L of reference solution (a), add 0.25 mg of dithiothreitol R. Mix and incubate at 35 2 C for 60 min.

Column:

— size: 1=0.15m, =4.6 mm;

— stationary phase: butylsilyl silica gel for chromatography R (5 m) with a pore size of 30 nm;

— temperature: 60 C.
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Mobile phase:
— mobile phase A: dilute 1 mL of trifluoroacetic acid R in 1000 mL of water for chromatography R;

— mobile phase B: dilute 1 mL of trifluoroacetic acid R in 100 mL of water for chromatography R, then add 900 mL of acetonitrile R;

Time Mobdle phage A Mobile phase B
{midi) (per cent V/¥) {per cent ¥/V)
- 30 &l =+ X A 5 B0

30 - 35 0 -1
35-45 20 + 60 Bl 3 40

Flow rate 0.8 mL/min.
Detection Spectrophotometer at 215 nm.
Injection 50 L of the test solution and reference solutions (b) and (c).

Relative retention With reference to filgrastim (retention time = about 23 min): oxidised filgrastim (form 1) = about 0.84; oxidised filgrastim (form
2) = about 0.98; reduced filgrastim = about 1.04.

System suitability: reference solution (b):
— symmetry factor: maximum 1.8 for the peak due to filgrastim;

— peak-to-valley ratio: minimum 2.0, where H, = height above the baseline of the peak due to oxidised form 2 and H, = height above the baseline of the

lowest point of the curve separating this peak from the peak due to filgrastim.

System suitability: reference solution (c):
— resolution: minimum 1.5 between the peaks due to filgrastim and reduced filgrastim;

— symmetry factor: maximum 1.8 for the peak due to filgrastim.

Limits:

— any impurity: for each impurity, maximum 1.0 per cent;
— total: maximum 2.0 per cent.
Bacterial endotoxins (2.6.714)

Less than 2 IU in the volume that contains 1.0 mg of protein.

ASSAY

Protein

Liquid chromatography (2.2.29) as described in the test for related proteins with the following modification.
Injection Test solution and reference solution (a).

Calculate the content of filgrastim (CgasH1339N2230243Sg) taking into account the assigned content of CgysH1339N2230243Sg in filgrastim CRS.

Potency

The potency of the preparation to be examined is determined by comparison of the dilutions of the test preparation with the dilutions of the International
Standard of filgrastim or with a reference preparation calibrated in International Units.

The International Unit is the activity contained in a stated amount of the appropriate International Standard. The equivalence in International Units of the
International Standard is stated by the World Health Organization.

Carry out the assay using a suitable method such as the following, which uses the conversion of a tetrazolium salt (MTS) as a staining method. Alternative
methods of quantifying cell proliferation, such as measurement of intracellular ATP by luciferase bioluminescence, have also been found suitable, and may
be used as the assay readout, subject to appropriate validation. The assay conditions (for example, cell concentration, incubation time and dilution steps)
are then adapted accordingly.

Use an established cell line responsive to filgrastim. M-NFS-60 cells (ATCC No. CRL-1838) that have been made sensitive to G-CSF have been found
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suitable. Incubate with varying dilutions of test and reference preparations of filgrastim. Then incubate with a solution of tetrazolium salt R. This
cytochemical stain is converted by cellular dehydrogenases to a coloured formazan product. The formazan is then measured spectrophotometrically.

Add 50 L of dilution medium to all wells of a 96-well microtitre plate. Add an additional 50 L of this solution to the wells designed for the blanks. Add 50 L of
each solution to be tested in triplicate (test preparation and reference preparation at a concentration of about 800 IU/mL, plus a series of 10 twofold

dilutions to obtain a standard curve). Prepare a suspension of M-NFS-60 cells containing 7 105 cells per millilitre. Immediately before use, add
2-mercaptoethanol to a final concentration of 0.1 mM, and add 50 L of the prepared cell suspension to each well, maintaining the cells in a uniform
suspension during addition.

Incubate the plate at 36.0-38.0 C for 44-48 h in a humidified incubator using 6 1 per cent CO,. Add 20 L of a 5.0 g/L sterile solution of tetrazolium salt R to

each well and reincubate for 4 h. Estimate the quantity of formazan produced using a microtitre well plate reader at 490 nm.
Calculate the potency of the preparation to be examined using a suitable statistical method, for example the parallel line assay (5.3).

The estimated potency is not less than 80 per cent and not more than 125 per cent of the stated potency. The confidence limits (P = 0.95) are not less than
74 per cent and not more than 136 per cent of the estimated potency.

LABELLING

The label states:

— the content, in milligrams of protein per millilitre;

— the potency, in International Units per milligram of protein.

Ph Eur
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