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RESUMO

Este projeto é parte integrante do Convénio para Inovagdo Tecnoldgica —
Processo n° 01342000115/2015-81 entre o IPEN-CNEN e o Laboratorio
Biosintesis P&D do Brasil Ltda.

A area de avaliagdo de estudos bioldgicos para avaliagdo de seguranga e
eficacia surge em um contexto de crescente preocupacédo internacional com a
qualidade de produtos e servigos oferecidos a populagdes nos programas
nacionais de assisténcia a saude. O presente projeto visa avaliar os possiveis
efeitos toxicos de radiofarmacos como por exemplo Ubiquicidina-99m T,
HYNIC-Octreotideo-99m Tc, PSMA-68 Ga (PSMA-11), PSMA-177 Lu (PSMA-
617), Colina — 18F (Fluor Colina) MAG3, entre outros. Serdo avaliados somente
os peptideos utilizados como matéria prima para o desenvolvimento do
radiofarmaco. Estes ensaios serdo utilizados para a montagem de dossiés
toxicologicos e de biocompatibilidade juntamente com os demais estudos in vitro
que serdo conduzidos paralelamente, a fim de registrar tais produtos junto a
ANVISA. O Laboratério de Estudos Bioldgicos in vitro instalado no CB em
parceria com a BIOSINTESIS é o primeiro e, atualmente, unico no Brasil
reconhecido para estudos in vitro em condigdes BPL pelo INMETRO (BPL 043)
e ANVISA (REBLAS 123). Este pioneirismo € de fundamental importancia no
cenario brasileiro, uma vez que estes estudos, desenvolvidos com estes
requisitos de qualidade, s6 estavam disponiveis no exterior. Apesar das
peculiaridades relacionadas a producdo e controle de qualidade de
radiofarmacos em fungdo da presengca do elemento radioativo em sua
composicao, os mesmos devem ser produzidos de acordo com as Boas Praticas
de Fabricagcdo (BPF) e qualificados de acordo com as Boas Praticas de
Laboratdrio (BPL). Assim, o impacto de internalizar estas tecnologias por meio
do projeto de inovagao proposto entre o CB/IPEN e a BIOSINTESIS a fim de
qualificar a producgao, pesquisa e desenvolvimento de radiofarmacos no Centro
de Radiofarmacia (CR) do IPEN-CNEN/SP promovera a médio e longo prazo

inestimavel diferencial competitivo para o pais.



1. INTRODUGAO

A estimativa de casos de cancer para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta
a ocorréncia de cerca de 600 mil casos novos de céancer (INCA, 2016),
mostrando a necessidade de investimento em novos medicamentos para
diagndstico e tratamento.

Radiofamarcos sao um tipo de preparacdo farmacéutica associados a
radionuclideos que sdo sabidamente uma excelente ferramenta contra o cancer.
Possuem uma finalidade diagndstica, realizada pela medicina nuclear em
exames de diagnéstico por imagem e uma finalidade terapéutica, como nos
casos de tratamento de tumores em que se utiliza a radioterapia (Tavares, 2015).
O Centro de Radiofarmacia, do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN) é a principal unidade produtora responsavel pela producdo de 38
radiofarmacos diferentes (CNEN, 2016).

Com a crescente demanda de novos radiofarmacos e a importancia de se
estabelecer o gerenciamento de risco destes medicamentos, se faz iminente a
elaboragdo de uma estratégia rapida e eficaz para o cumprimento dos requisitos
exigidos para regulamentagdo dos radiofarmacos. Visando estabelecer os
requisitos minimos para o registro de radiofarmacos no pais, bem como garantir
a qualidade, seguranca e eficacia destes medicamentos, a ANVISA publicou a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 64/2009 (RDC n° 64/2009, ANVISA;
Ferreira, 2011).

Esta RDC estabelece que sejam realizados ensaios pré-clinicos que
avaliem as propriedades toxicolégicas para regularizagao dos radiofarmacos.
Para tanto, nossa proposta visa o uso de técnicas que cumpram esse requisito
de maneira eficaz, simples e rapida. Dentre essas técnicas estdo os testes de
Citotoxicidade in vitro e o de Genotoxicidade in vitro.

Os testes de citotoxicidade e genotoxicidade in vitro sao técnicas
amplamente utilizadas e aperfeicoados para avaliagdo da seguranga de produtos
e estimativa de danos induzidos. O ensaio de citotoxicidade em células de
mamifero € um teste colorimétrico que avalia a taxa de morte celular com a
principal vantagem de ser relativamente rapido e eficiente na obten¢ao de dados
permitindo a analise de varias amostras ao mesmo tempo (Cory, 1991). O ensaio
se baseia na permeabilidade da membrana celular e na capacidade que as
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células tém de reduzir o corante MTS na presenca de um acoplador de elétrons
(PMS) em um composto soluvel (formazan). Esta reagdo ocorre gragas as
enzimas que a mitocdndria produz durante seu processo de respiragdo. O
formazan é incorporado pelas células viaveis e sua incorporagcao pode ser
mensurada por um espectrofotémetro.

O ensaio do micronucleo, na avaliagdo da genotoxicidade, por sua vez, é
um teste bastante utilizado por sua alta sensibilidade e por ser um 6étimo
indicador biolégico. A avaliagdo da frequéncia de micronucleos em linhagens
celulares se baseia na observagao de fragmentos cromossémicos ou até mesmo
de cromossomos inteiros, que sao perdidos durante o processo de anafase,
formando um pequeno nucleo isolado do nucleo principal, apresentando cerca
de 30% do tamanho de um nucleo celular. E uma técnica extensivamente
utilizada na epidemiologia molecular e citogenética para determinar a presenca
e extensao do dano cromossdmico (Fenech et al., 1999). Sua principal vantagem
quando comparado a outros testes esta na facilidade de identificacdo do dano e
no tempo de analise, varios autores continuam trabalhando no intuito de
aperfeicoar e diminuir o tempo necessario para conclusao do teste, tais como o
uso de novos corantes (laranja de acridine) (Ocampo, 2016) e a citometria de
fluxo (Fenech,2014; Bryce, 2013).

Estudos realizados pela equipe executora deste projeto no 2° Edital
interno da radiofarmacia em 2013 demonstraram o desenvolvimento de um novo
protocolo para técnica do micronucleo, com laranja de acridine (Ocampo, 2016),
que possibilitou economia de tempo e recursos, além de reduzir o volume de
rejeitos. Neste novo projeto nossa proposta de inovagao € aperfeigoar ainda mais
essa metodologia utilizando modificagdes realizadas no Laboratério de
Dosimetria Biolégica do Centro de Biotecnologia (CB) do IPEN, em conjunto com
o Laboratdrio Biosintesis P&D do Brasil, garantindo uma redugao de tempo ainda
maior na obtencao dos resultados.

Conforme recomendacdo da ANVISA esses testes precisam ser
executados em laboratérios acreditados para garantir a rastreabilidade dos
estudos. O Laborat6rio Biosintesis tornou-se em 2014 o primeiro laboratorio no
Brasil a obter o reconhecimento em Boas Praticas de Laboratério (BPL) como
Laboratdrio de Estudos in vitro - Reconhecimento 043, junto ao INMETRO. Este

reconhecimento confere competéncia para a execugao de estudos pertinentes a



qualificagao e certificacdo de estudos nao clinicos junto aos érgéos nacionais e
internacionais.

A Biosintesis P&D do Brasil Ltda € uma empresa de Bionanotecnologia. A
criacdo da Biosintesis esta fundamentada em sua atuagdo por meio de um
controle rigoroso de qualidade, segundo normas internacionais, no
desenvolvimento, inovagdo e avaliagdo de bioprodutos. A demanda principal
para o investimento caracterizou-se pela necessidade de um sistema eficiente
de P&D e Patentes, novas tecnologias e reestruturagdo do negdcio frente a um
panorama mundial, principalmente no que diz respeito as normatizagbes e
registros, com foco de impacto nacional e internacional nos setores de bio e
nanotecnologia aplicados a industria médica e de saude.

As instalacdes dos laboratérios estdo adequadas de acordo com as mais
inovadoras praticas e metodologias que envolvem tecnologias in vitro e métodos
alternativos preconizados pelas principais organizagdes internacionais como a
“European Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing” (EURL-
ECVAM), na Comunidade Europeia, e a “The Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods” (ICCVAM), nos Estados
Unidos. Atualmente a empresa conta com uma infraestrutura laboratorial e
administrativa de aproximadamente 100m? na qual funcionam suas instala¢des
com laboratério de P&D, andlises bioquimicas e bioldgicas in vitro que séo

fundamentais para realizacao desses testes.



2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Este projeto abordara inovagdo no desenvolvimento e validagdo de

estudos nao-clinicos / pré-clinicos baseados em modelos experimentais in vitro

para a avaliagado de eficacia, seguranca, P&D&I e registro de radiofarmacos,

dentro dos principios das Boas Praticas de Laboratério (BPL), com o objetivo de

se cumprir exigéncias regulatérias nacionais e internacionais, e posicionar

competitivamente o IPEN no cenario interno e externo.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a ocorréncia dos possiveis efeitos bioldgicos e/ou citotdxicos, apds a
exposi¢cao das substancias teste por meio do estudo de Citotoxicidade, de
acordo com a OECD 129, “Guidance Document on Using Cytotoxicity Tests

to Estimate Starting Doses for Acute Oral Systemic Toxicity Tests”, 2010.

Avaliar a ocorréncia dos possiveis efeitos biolégicos e/ou genotoxicos, apds
a exposicao das substancias teste por meio do estudo de Genotoxicidade,
realizado de acordo com a OECD 474, “Mammalian Erythrocyte
Micronucleus”, 2016.

Realizar testes citotdxicos e genotdxicos in vitro, em Boas Praticas de
Laboratério (BPL) para, pelo menos, 6 radiofarmacos produzidos pelo Centro
de Radiofarmacia (CR) do IPEN-CNEN/SP, identificados como: Ubiquicidina
- 99m Tc; HYNIC - Octreotideo - 99m Tc; PSMA - 68 Ga (PSMA-11); PSMA
- 177 Lu (PSMA-617); Colina - 18 F (Fluor Colina) e MAG3.

Determinar exposicao as células e doses adequadas de acordo com as

caracteristicas de cada radiofarmaco.

Desenvolver e validar novo protocolo de analise de frequéncia de
micronucleos para estudo de genotoxicidade, utilizando citometria de fluxo e

analise de imagem.

Avaliar e validar de forma comparativa os resultados obtidos pela técnica de
citometria de fluxo com a técnica atual de avaliagcdo microscopica com

coloragéo laranja de acridine, a fim de otimizar os ensaios pré-clinicos.



3. METODOLOGIA

3.1. Radiofarmacos

Serao avaliados pelo menos, 6 radiofarmacos produzidos pelo Centro de

Radiofarmacia (CR) do IPEN-CNENY/SP, identificados como:

e Ubiquicidina - 99m Tgc;

e HYNIC - Octreotideo - 99m Tc;

e PSMA - 68 Ga (PSMA-11);

e PSMA-177 Lu (PSMA-617);

e Colina - 18 F (Fluor Colina)

e MAG3

3.2. Cultura celular

Serdo utilizadas células de ovario de hamster chinés (CHO-K1; ATCC
CCL-61), mantidas rotineiramente pelo Laboratoério Biosintesis, cujo emprego em
tais experimentos € amplamente aceito por organismos internacionais. Para o
teste de genotoxicidade também sera utilizada uma linhagem celular humana
linfoblastoide, TK6, que sera adquirida a partir da Americam Type Culture
Collection (ATCC). As duas linhagens serdo cultivadas em meios de cultura
apropriados a 37° C com 5% de COs..

Os tempos de exposicdo das culturas de CHO-K1 e TK6 serao
determinados em fungdo dos tempos de meia-vida biolégica de cada um dos
compostos, previamente determinados por ensaios de outros grupos ou por

informacdes em farmacopeias de destaque internacional.

3.3. Teste de citotoxicidade in vitro (MTS/PMS)

Serdo realizados ensaios avaliando 5 concentragdes de cada
radiofarmaco. Para tanto, as células serao semeadas em placas de 96 pocos em
uma concentracdo de 100.000 cel/mL e incubadas a 37°C e 5% de COz2, apéds
aproximadamente 24 horas as células serdo expostas a substancia teste
(radiofarmacos) por um periodo pré-definido. Ao final da exposi¢gao o corante
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sera adicionado e apds um periodo de 2 horas de incubagdo sera realizada
leitura em leitor de placas em um comprimento de onda de 490 nm.
O calculo da viabilidade celular em porcentagem (VC%) é efetuado

conforme a féormula:

Média das leituras da Densidade Otica da substincia teste
VC% = * 100

Média das leituras da Densidade Otica do controle de células

Os ensaios, bem como o preparo dos radiofarmacos serao realizados de

acordo com os Procedimentos Operacionais Padrao do Laboratério Biosintesis.

3.4. Teste do micronucleo com laranja de acridine

Culturas de células CHO-K1 serao desenvolvidas de forma aderente em
laminas de aproximadamente 30x20mm. Esta modificagao da técnica implica na
eliminagdo da tripsinizagdo das células e de sucessivas etapas de lavagem e
centrifugacgao, o que pode levar a certas perdas de eventos relevantes a analise.
Além disso, o cultivo diretamente no substrato de analise permite que os eventos
(células binucleadas) se apresentem agrupados quando observados através do
microscopio optico, reduzindo o tempo de analise.

Todos os cultivos seréo realizados em meio DMEM, suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de L-glutamina e mantidos em incubadora a 37°C
e 5% de COz2. Tais condi¢gdes sdo de uso amplamente difundido para manutengao
de cultivos celulares e ensaios in vitro.

Sera feita uma suspensao celular com 20.000 células / mL, e 300 pL desta
suspensao serao depositados em laminas estéreis dispostas em placas de 6
pocos. Apds 24 horas de ambientagdo, as laminas serdo lavadas em solucao
salina-fosfato tamponada (PBS) estéril, e receberdo 2 mL de meio de cultura.
Apds mais 24 horas de incubacdo das placas, os radiofarmacos serao diluidos
em meio de cultura e as células serdo expostas a estas substancias por um
periodo de tempo pré-definido. Todo o processo de execucdo do ensaio e
preparo dos radiofarmacos serdo conduzidos conforme Procedimentos
Operacionais Padrao do Laboratério Biosintesis.

Apo6s o término da exposi¢cao as substancias teste, as laminas serao
lavadas novamente com PBS. Apds lavagem, as células aderidas seréo
expostas a uma solugdo de Citocalasina B por 24 horas, com o objetivo de

bloquear a citocinese celular, permitindo a obtencdo de células binucleadas.
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Apos esse periodo as células serdo expostas por 15 minutos a solugéo fisiologica
e fixadas por 15 minutos em formaldeido 4% preparado em PBS (temperatura
ambiente). Apds esse processo, o material sera lavado com PBS e entao deixado
para secagem ao ar ambiente.

A contagem dos eventos sera obtida por microscopia de fluorescéncia. No
momento da visualizagdo por microscopia, cada lamina recebera em torno de
100 pL de uma solugdo de laranja de acridine em PBS. Este corante emite
fluorescéncias de comprimentos de onda distintos quando encontrado no
citoplasma ou no nucleo celular. As laminas serdo observadas através de
microscopia de fluorescéncia, com filtros especificos (Ex.: 450-490nm; Em.:
515nm). Desta forma, o DNA nuclear e micronuclear aparenta cor verde
brilhante, e o citoplasma vermelho vivo, tornando inequivoca a constatagao de
corpos micronucleares em células binucleadas. Assim, a introdugao de
metodologias alternativas de fixagédo e coloragdo reduzem o tempo de analise,
além de melhorar a precisdo dos resultados.

Serao contabilizados os micronucleos existentes em células binucleadas,

ao menos 1000 eventos por lamina deverao ser contados.

3.5. Teste do micronucleo por citometria de fluxo

As células TK6 serao cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com
soro de cavalo (10%) e mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO..

Apos exposicao aos radiofarmacos as células, em uma densidade de
5x10%, serdo transferidas para um tubo de 15 mL para as etapas de
processamento em citdbmetro de fluxo. Apds processo de centrifugagédo, o
sobrenadante sera retirado e as células serdo novamente suspensas com 300
ML de solugdo de corante EMA (ethidium monoazide bromide). Os tubos seréo
imersos em gelo a uma profundidade de 2 cm e expostos a uma fonte de luz a
aproximadamente 10 cm acima do nivel das suspensodes celulares durante 30
minutos.

Apos esse periodo de foto-ativacdo, serdo adicionados 3 mL de PBS
gelado (x 4° C) mais 2% de soro fetal bovino em cada amostra. A partir desse
ponto a exposi¢cao das amostras a luz sera minimizada utilizando blindagem. As
amostras serdo centrifugadas e mantidas em temperatura ambiente e apos 30

minutos sera adicionado lentamente 500 yL de uma solucéo de lise, apds adi¢cao
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a solugdo sera homogeneizada por 5 segundos em agitador tipo vortex e
mantidas a temperatura ambiente por uma hora. Em seguida, esse procedimento
sera repetido utilizando uma segunda solucédo de lise e as amostras serao
mantidas a temperatura ambiente por 30 minutos. Ao final do processo, as
células serao armazenadas a 4° C por 24 horas até a analise em citbmetro de
fluxo.

Para analise em citbmetro as amostras serdo ressuspendidas
vagarosamente imediatamente antes da analise. A aquisi¢do dos eventos sera
realizada com um feixe de laser a 488 nm de excitagdo (Accuri C6, BD
Biosciences). A incidéncia de micronucleos sera determinada através da
aquisicao de pelo menos 20.000 eventos por amostra na regido das células

nucleadas.

4. ANALISE ESTATISTICA

Toda a analise sera feita utilizando o programa GraphPad Prism (versao 5,0)
para a elaboragao de graficos e tabelas.

Para verificar as diferencas entre valores basais e diferentes substancias,
sera utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguida de pds-testes de Dunnett
ou de Bonferroni, de acordo com a organizagao dos grupos experimentais e para
comparagao dos dados obtidos entre as médias sera utilizado o teste t de
Student, onde o valor de p < 0,05 sera considerado estatisticamente significativo.

5. PRINCIPAIS CONTRIBUIGOES

e Fortalecer a infraestrutura técnica, laboratorial € de recursos humanos para
o desenvolvimento de tecnologias e inovagdes relacionadas aos processos
de pesquisa, desenvolvimento, validacdo e registro dos radiofarmacos
produzidos pela DIRF / IPEN.

e Incorporar recursos humanos capacitados para realizar P&D&l em
Radiofarmacos e Ensaios Pré-clinicos com vista a aumentar a
competitividade do Centro de Radiofarmacia, no mercado nacional e

internacional, como Centro de Exceléncia na producdo de Radiofarmacos
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para a aplicagdo nas areas de saude em Medicina Nuclear diagnostica e
terapéutica;

Aumentar a capacidade laboratorial para certificagdo de radiofarmacos,
analise da qualidade e apoio ao desenvolvimento de novas tecnologias e
novos produtos;

Aprimorar os marcos regulatérios de biosseguranga, seguranga radiolégica,
propriedade intelectual e outros para adequacgao aos processos de inovagao
na area de radiofarmacos.

Fortalecer as acgdes e iniciativas da Biosintesis, como empresa de base
tecnoldgica do IPEN, com os Centros de Biotecnologia(CB) e Radiofarmacia
(CR). A Biosintesis mantém projetos cooperativos de inovagao tecnolégica
com o IPEN-CNEN/SP, desde 2004. O convenio IPEN-CNEN/SP e
Laboratorio Biosintesis vigente refere-se ao Projeto: “Desenvolvimento,
validacdo e acreditagdo de técnicas e metodologias in vitro, em condi¢oes
de Boas Praticas de Laboratérios (BPL) aplicados a avaliagéo de seguranga
e eficacia de radiofarmacos”, processo n° 01342000115/2015-81.

6. IDENTIFICAGAO DOS PARTICIPANTES DO PROJETO

Nome Funcao no Projeto Qualificagao

Carlos Roberto Jorge Soares

Gerente do Centro de Doutor, PhD em
Biotecnologia e Coordenador

do Projeto IPEN-CNEN-SP

Fabiana Medeiros da Silva

Pesquisadora Principal do Doutora, PhD em
Projeto junto ao Centro de

Biotecnologia IPEN-CNEN-SP

Daniel Perez Vieira

Pesquisador Colaborador do Doutor, PhD em
Projeto junto ao Centro de

Biotecnologia IPEN-CNEN-SP

Pesquisadora Colaboradora / Doutora, PhD em

Tecnologia Nuclear pelo

Tecnologia Nuclear pelo

Tecnologia Nuclear pelo

Flavia Valgbde

Convénio IPEN BIOSINTESIS

Tecnologia Nuclear pelo
IPEN-CNEN-SP

Priscila Passos

Pesquisadora Colaboradora /
Convénio IPEN BIOSINTESIS

Bacharel em Ciéncias

Biomédicas / Iniciando

Curso de Mestrado no
IPEN-CNEN-SP
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7. ORCAMENTO DETALHADO

A. Recursos Solicitados ao Edital

ITEM DESCRIGAO QUANTIDADE VALOR
Incubadora de CO, 1 R$ 50.000,00
Freezer - 80° C (médio) 1 R$ 27.000,00
Fluxo laminar 1 R$ 17.000,00
Equipamentos e Camera Fotografica com
Material permanente adaptador para 1 R$ 16.230,00
microscopio
Software de aquisicao de
imagem para contagem de 1 R$ 30.000,00
células
Material de Consumo Kits, reagentes, meios,
material plastico R$ 50.000,00
descartavel, vidraria, EPIs
Manutencao e Calibragao
de Equipamentos /
Servicos de Terceiros .Melhorlgs © Reformag para R$ 30.000,00
instalacdes de salas limpa /
Contratacao de servicos
especializados para BPL
Participacdo em
eventos cientificos
(Congressos) e Inscricao, passagens, 2-3/ano R$ 16.000,00
reunides técnicas diarias B
(ANVISA, INMETRO,
ABNT)
Valor Total: | R$ 236.230,00

B. Recursos de Contrapartida
Convenio IPEN-CNEN/SP e Laboratoério Biosintesis (Proc 01342000115/2015-81)

C. ITEM DESCRIGAO QUANTIDADE VALOR
CustoEde Pessoal e 2.3 R$ 140.000,00
ncargos
Recursos Humanos Material de Consumo |  ———mmmmemeeme R$ 15.000,00
Equipamentos e 1 R$ 40.000,00
Instalagcdes
. . Manutengao do Sistema de
Servicos de Terceiros Qualidade BPL R$ 30.000,00
Valor Total: | R$ 225.000,00
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8. CRONOGRAMA

Atividades

Plano de Trabalho / Quadrimestre

Compra de equipamentos, insumos
e adequagdes laboratoriais para
inicio do projeto

Padronizagao das amostras de
estudo, controles e sistemas testes

Padronizagao dos testes e
métodos para avaliacdo dos
radiofarmacos

1 o 20 30 40 50 60

Responsabilidades

Coordenador,
Pesquisador Principal
e Equipe

Pesquisador Principal
e Equipe

Condugéo dos Ensaios de
citotoxicidade

Pesquisador Principal
e Equipe

Conducéo dos Ensaios de
genotoxicidade

Elaboracdo de Documentacao da
Qualidade — Registros, verificagbes
e padronizagdes estatisticas e
POPs

Acompanhamento Bibliografico

Redacao de papers e/ou patentes;
apresentacao de resultados em
congressos e eventos cientificos
de interesse do projeto

Pesquisador Principal
e Equipe

Pesquisador Principal
e Equipe

Coordenador,
Pesquisador Principal
e Equipe

Pesquisador Principal
e Equipe

Relatorios

Coordenador,
Pesquisador Principal
e Equipe

Coordenador,
Pesquisador Principal
e Equipe
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