AVALIACAO DA POTENCIA BIOLOGICA DA ERITROPOETINA
HUMANA RECOMBINANTE EM PRODUTOS FARMACEUTICOS:

Estudo comparativo entre as linhagens de camundongos B6D2F1 e Swiss Webster.

MARCIA CRISTINA LOPES

Programa de Pés-Graduaciio em Vigilancia Sanitaria
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude

Fundac¢éao Oswaldo Cruz

Orientadores:
Prof. Dr. Alexandre Pinto Corrado

Prof. Dr. Luiz Gongalves Paulo

Rio de Janeiro

2004



FOLHA DE APROVACAO

Avaliagdo da Poténcia Biolodgica da Eritropoetina Humana Recombinante em

Produtos Farmacéuticos: Estudo comparativo entre as linhagens de camundongos B6D2F1 e

Swiss Webster.

Marcia Cristina Lopes

Dissertagcdo submetida a Comissdo Examinadora composta pelo corpo docente do Programa de
Pos-Graduagao em Vigilancia Sanitaria do Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saude
da Fundacdo Oswaldo Cruz e por professores convidados de outras instituicdes como parte dos

requisitos necessarios a obtengdo do grau de Mestre.

Aprovado por:

Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho —- UNICAMP

Prof? Dr.? Rita de Cassia Oliveira da Costa Mattos — FIOCRUZ

Prof.? Dr.? Paula de Novaes Sarcinelli — FIOCRUZ

Orientador Prof. Dr. Alexandre Pinto Corrado — USP

Rio de Janeiro

2004

i



FICHA CATALOGRAFICA

Lopes, Marcia Cristina

Avaliagdo da poténcia biologica da eritropoetina humana recombinante em
produtos farmacéuticos: Estudo comparativo entre as linhagens de camundongos
B6D2F1 e Swiss Webster.

xix; 73 p., Figs., quads., tabs.

Dissertagdo em Vigilancia Sanitaria, Programa de P6s-Graduagdo em Vigilancia
Sanitaria/ INCQS, 2004. Orientadores: Alexandre Pinto Corrado e Luiz
Gongalves Paulo.

1.camundongos normocitémicos 2.reticuldcitos 3. hemolise seletiva

4. andlise de retas paralelas 5.eritropoetina.

1 — Titulo

111



Dedico este trabalho a meus pais,
Francisco de Assis Lopes (7) e
Argemides Pedroza Lopes.

v



CONFIA SEMPRE

Ndo percas a tua fé entre as sombras do mundo.
Ainda que os teus pés estejam sangrando,
Segue para a frente, erguendo-a por luz celeste acima de ti mesmo.
Cré e trabalha.
Esfor¢a-te no bem e espera com paciéncia.
Tudo passa e tudo se renova na Terra,
Mas o que vem do céu permanecerad.
De todos os infelizes, os mais desditosos,
Sdo os que perderam a confianga em Deus e em si mesmos,
Porque o maior infortunio é sofrer a privag¢do da fé e prosseguir vivendo.
Eleva, pois, o teu olhar e caminha.
Luta e serve. Aprende e adianta-te.
Brilha a alvorada além da noite.
Hoje, é possivel que a tempestade te amarfanhe o coragdo
E te atormente o ideal aguilhoando-te com a afli¢do ou ameagando-te com a morte...

Nao te esquecas, porém, de que amanhd sera outro dia.
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RESUMO

A avaliagdo da poténcia bioldgica da eritropoetina humana recombinante (thEPO), presente em
sete produtos farmacéuticos, foi efetuada, comparativamente ao Padrdo biologico da Farmacopéia
Européia — F.E. (2002), em camundongos normocitémicos fémeas, de 8 semanas de idade da
linhagem Swiss Webster (SW), através da administracdo subcutinea do hormdnio, numa
seqiiéncia logaritmica de base 3 (10, 30 e 90 Ul/animal), sob o esquema de dose multipla,
subdividida em quatro sucessivas aplicagdes diarias, seguida da coleta de amostra sangiiinea 24h
apods a ultima aplicacdo da dose multipla, usando-se o método visual da hemolise seletiva, para a
contagem dos reticulocitos. Com exce¢do de uma das sete amostras em analisadas, as poténcias e
os limites de confianca (P=0,05) das demais, mantiveram- se dentro dos limites estabelecidos
pela F.E., isto €, respectivamente 80% a 125% e 64% a 156%.

Empregando o mesmo Padrdo, confirmamos dados da literatura, que demonstram que a
seqiiéncia logaritmica das doses na base 2 (20, 40 e 80 Ul/animal), aplicadas em esquema de dose
unica seguida da coleta do sangue 96 h apo6s, preconizada pela F.E., ¢ menos discriminativa da
seqiiéncia na base 3, bem como comprovamos a maior sensibilidade e menor variabilidade dos
resultados empregando-se a metodologia de dose multipla, a qual proporcionou ensaios
bioldgicos altamente validos, evidenciados através da aplicacdo do método das retas paralelas
(3:3, 6 pontos) que revelou a elevada significancia das regressoes lineares (P<0,01) bem como
desvios nao-significativos da linearidade e do paralelismo (P>0,05). Uma primeira tentativa de
aplicacao do ensaio 2:2, 4 pontos, reduzindo significativamente o numero de animais, revelou-se
valida, porém, na vigéncia de variabilidade minima dos resultados experimentais, meta que,
embora dificil, espera-se seja atingida com o emprego do método automatizado de contagem dos
reticulécitos, isto €, a Citometria de Fluxo, a qual ¢ de precisdo sensivelmente maior que o
método visual.

O estudo comparativo entre as linhagens B6D2F1, preconizada pela F.E., e a SW, revelou
maior sensibilidade da primeira (24%), embora este valor se afigure relativo, face a significativa
diferenca entre os pesos corporais das fémeas da B6D2F1 (16,8 a 20,2 g) e da SW (29,2 a 37,9 g)
e ao fato da thEPO ser aplicada por animal e ndo por unidade de peso. Por outro lado, as
respostas proporcionais das fémeas da linhagem SW, aos diferentes estimulos do hormoénio, se
afiguram suficientes para torna-la altamente sugestiva como alternativa valida, em termos de

linhagem de camundongos normocitémicos, para o ensaio bioldgico de poténcia da thEPO.
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ABSTRACT

The biological potency of recombinant human erythropoietin (thEPO), present in seven
pharmaceutical preparations, was evaluated, in comparison to the European Pharmacopoeia’s
Standard - E.P. (2002), in 8 weeks old normocythaemic female mice, of the Swiss Webster (SW)
strain, by subcutaneous injections of the hormone, in logarithm sequence of basis 3 (10, 30 and
90 Ul/animal), by multiple dose scheme, subdivided in four successive daily injections, followed
by collection of a blood sample 24h after the last application of the multiple dose, using the
visual method of selective haemolysis to measure the reticulocytes. Exception one of seven
analyzed samples, the potencies and the confidence limits (P=0.05) of the others, were within the
limits established by the E.P., that is, respectively 80% to 125% and 64% to 156%.

With the employment of the same Standard, we confirmed literature data demonstrating that
the logarithm sequence of doses in basis 2 (20, 40 and 80 Ul/animal), applied in schemes of
single dose followed by collection of blood 96 h after, recommended by the E.P., is less
discriminating than the sequence in basis 3, and we also proved the occurrence of greater
sensitivity and minor variability of the results using the multiple dose methodology, which
provided highly valid biological assays, demonstrated by the application of the parallel line
method (3:3, 6 points) in which the analysis of variance reveled a high significance of the linear
regressions (P<0.01) as well as non-significant deviations from linearity and parallelism
(P>0.05). A first tentative of application of 2:2, 4 points assay, with significant reduction of the
number of experimental animals, reveals valid only during the occurrence of minimum variability
of experimental results, aim, although difficult, we hope to reach with the employment of the
automated method of reticulocytes counts, that is, Flow Citometry, whose precision is markedly
higher than the visual method.

The comparative study between the B6D2F1, recommended by E. P., and the SW strains,
reveled greater sensitivity of the former (24%), although this value become relative, due the
significant difference between the body weight of the females B6D2F1 (16.8 to 20.2 g) and the
SW (29.2 t0 37.9 g), and to the fact of thEPO be applied per animal and not per unit of weight.
On the other hand, the proportioned responses of SW female strain, to the different stimulus of
the hormone, strongly suggest that this strain can be used as a valid alternative, in order of

normocythaemic mice strain, for the biological assay of the potency of rhEPO.

X



Lista de Siglas
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CECAL - Centro de Criacao de Animais para Laboratorio
FIOCRUZ - Fundac¢ido Oswaldo Cruz
INCQS - Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Satide
NIBSC — National Institute for Biological Standards and Control
SBN — Sociedade Brasileira de Nefrologia
SME — Solicitagao de Medicamentos Excepcionais
SUS — Sistema Unico de Satide
WHO — World Health Organization



Lista de Abreviaturas
AA — aminoacido
AMP — Adenosina - monofosfato
ASN — Asparagina
B6D2F1 — tipo de linhagem hibrida de camundongo
BFU — E — Burst Forming Unit - Erythroid
BHK — Rins de Hamster Jovem (células)
CF | - tipo de linhagem de camundongo
C57BL/6j - tipo de linhagem de camundongo
CFU — Colony Forming Units
CFU - E — Colony Forming Units - Erythroid
CHO - Ovario de Hamster Chinés (células)
CP — C¢lula Pluripotente
CV — Coeficiente de Variacao
Da — Dalton
DBA/2j — tipo de linhagem de camundongo
DEsy — Dose Efetiva que revela o valor correspondente a 50% da eficacia
DLsy — Dose Letal que revela o valor que causa a morte de 50% dos animais
DM - Dose multipla
DU — Dose unica
DNA — Acido Desoxirribonucleico
EDM - Ensaio de dose multipla
EDU — Ensaio de dose unica
E P — European Pharmacopoeia
F E - Farmacopéia Européia
EPO - Eritropoetina
FCH - Fator de Crescimento Humano
G — CSF — Fator de Estimulagdo de Colonias granuldcito
GM — CSF - Fator de Estimulacdo de Coldnias granuldcito - macrofago
HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana
IL — Interleucina
M — Molar

M — CSF - Fator de Estimulacdo de Colonias - macrofago

X1



PM — Peso Molecular

rhEPO — Eritropoetina humana recombinante
SCF — Fator Estimulador de Stem Cell

SER — Serina

UI — Unidade Internacional

xil



Lista de Quadros

Quadro 1 — Fatores de Crescimento Hematopoéticos (FCHs) e as correspondentes células

sangliineas envolvidas. pagina 5

Quadro 2 — Numero de pacientes sob hemodidlise nos Centros de Diélise contatados no Brasil. ---

-pagina 15

Quadro 3 — Valores hematologicos referentes as linhagens de camundongos empregadas no

presente trabalho pagina 21

Xiii



Lista de Figuras

Figura 1 — Seqiiéncia de Proliferagdo, Manutencdo e Maturacdo das Células Hematopoéticas e

alguns FCHs envolvidos. Pagina 4

Figura 2 — Esquema demonstrativo da Seqiiéncia de formagdo das Células da Série Eritroide.

Péagina 6

Figura 3 — Imagem de esfregago Sangiiineo em Lamina. Pagina 7

Figura 4 — Mecanismo da regulagdo diaria da Eritropoese envolvendo o Corpusculo Carotideo e o

Hipotalamo. Pagina 10
Figura 5 — Apresentacdo tridimencional da EPO. Pégina 13
Figura 6 — Apresentagdo da estrutura quimica da EPO. Péagina 14

Figura 7 — Imagem esquematizada da Camara Neubauer, indicando 4rea para a contagem de

hemacias e/ou reticulocitos. --Pagina 32

Figura 8 — Curva dose-resposta resultante da administragdo subcutanea de doses crescentes de 5,

10, 20, 40, 80, 160, e 320 UI/0,5 mL/animal do Padrao Europeu da rhEPO.--------------- Péagina 37

X1v



Lista de Tabelas

Tabela 1 — Contagens microscopicas de reticuldcitos pelo método da hemdlise seletiva em
resposta a administragao subcutanea de doses crescentes de 5 a 320 UI/0,5 mL/animal do Padrao
Europeu de rhEPO, sob a forma de dose unica em camundongos fémeas Swiss Webster.

Péagina 38

Tabela 2 - Contagens microscopicas de reticulocitos pelo método da hemolise seletiva em
resposta a administragdo subcutanea de doses de 20, 40 e 80 UI/0,5 mL/animal do Padrdo
Europeu de rhEPO, sob a forma de dose unica em camundongos fémeas Swiss Webster.

Pagina 39

Tabela 3 - Contagens microscopicas de reticuldcitos pelo método da hemolise seletiva em
resposta a administragdo subcutanea de doses de 10, 30 ¢ 90 UI/0,5 mL/animal do Padrao
Europeu de rhEPO, sob a forma de dose unica em camundongos fémeas Swiss Webster.

Péagina 40

Tabela 4 - Contagens microscopicas de reticulocitos pelo método da hemolise seletiva em
resposta a administragdo subcutanea de doses de 2,5; 7,5 e 22,5 Ul/0,2 mL/animal do Padrao
Europeu de rhEPO, sob a forma de 4 sucessivas aplicagdes diarias em camundongos fémeas
Swiss Webster, para o total de 10, 30 e 90 Ul/animal.

Péagina 42

Tabela 5 — Poténcia, limites fiduciais (P=0,95) e precisdo das estimativas de avaliagdo
comparativa de thEPO presente em produtos farmacéuticos, com o Padrdo Europeu, em ensaios
bioldgicos com contagem dos reticuldcitos pelo método da hemolise seletiva.

Pagina 44

Tabela 6 — Ensaios de Retas Paralelas para a avaliagdo comparativa da sensibilidade entre as
linhagens B6D2F1 e Swiss Webster em resposta a aplicacdo subcutanea do padrdo Europeu de
rhEPO, sob a forma de doses crescentes de 2,5; 7,5 e 22,5 Ul/0,2 mL/animal em esquema de

quatro sucessivas aplicacdes didrias em camundongos fémeas, para o total de 10, 30 e 90

Ul/animal. Pagina 46

XV



Tabela 7 - Contagens microscopicas de reticulocitos pelo método da hemolise seletiva em
resposta a administragdo subcutanea de doses de 2,5; 7,5 e 22,5 Ul/0,2 mL/animal do Padrao
Europeu de rhEPO, sob a forma de dose multipla, em camundongos fémeas B6D2F1 e Swiss
Webster de 8 semanas de idade.

Pagina 47

Tabela 8 - Contagens microscopicas de reticuldcitos pelo método da hemolise seletiva em
resposta a administracdo subcutanea de doses de 2,5 UI/0,2 mL/animal do Padrao Europeu de
rhEPO, sob a forma de dose multipla para o total de 10 Ul/animal, em camundongos fémeas
Swiss Webster de 8 semanas de idade.

Pagina 49

XVi



SUMARIO

I - INTRODUCAO 2

I.1- Sistema hematopoiético (SH) — Considerag¢des Gerais 2

I.1.1- Eritropoiése — Fatores Estimuladores de Coldonias (CSF) ou Fatores de

Crescimento Hematopoiético (FCH)-- 3
1.2 - Historico da EPO — Papel na formacao e liberacao de reticulocitos 8
[.2.1 - Descoberta do Fator Humoral de Controle da Eritropoiese 8
1.2.2 — Sitio e auto-regulagao da producao da EPO 9
1.2.3 — Obtengdo da rhEPO por tecnologia da DNA recombinante 11
1.3 — Identificagdo, caracterizagdo e propriedades quimicas da EPO 12
1.4 — Receptores da EPO - 14
.5 — Papel fisiologico da EPO e Emprego Terapéutico da thEPO 15
1.6 — Controle da Qualidade da rhEPO 17
II - OBJETIVOS 23
III - MATERIAL E METODOS---- 25
II1.1 — Material 25
III.1.1 — Padrdo Biologico de Referéncia 25
II1.1.2 — Produtos Farmacéuticos 25
II1.1.3 — Animais de Laboratorio 25
III.1.4 — Reagentes 25
II1.1.5 — Solugdes reagentes 26
I11.1.6 — Equipamentos e acessorios 26
I11.2 — Métodos 27
II1.2.1 — Identificagdo das amostras 27
I11.2.2 Tratamento dos animais de laboratério 27

II1.2.3 — Solucdo Tampao de fosfato de s6dio a pH 7,2 com albumina bovina para a dilui¢do das

amostras e do Padrio de rhEPO 28

I11.2.4 — Solugdo Padrao estoque de rhEPO para os experimentos com dose unica---------------- 28
II1.2.5 — Solugao de trabalho para a curva Padrao da rhEPO com doses de 5, 10, 20, 40, 80, 160 e
320 UI de rthEPO/0,5 mL 28

Xvil



II1.2.6 — Solugao de trabalho do Padrao de rhEPO para a obtencao das doses de 20, 40 e 80 UI/0,5

mL ou 10, 30 e 90 UI/0,5 mL em esquema de dose unica 29
I11.2.7 — Solugao Padrao estoque de rhEPO, para experimentos com dose multipla--------------- 29

II1.2.8 — Solugao de trabalho do Padrao de rhEPO para a obtengao das doses em esquema de dose

multipla 29
I11.2.9 — Solucdo de trabalho para as preparagdes das amostras em ensaios com dose multipla- 30
I11.2.10 — Solugdo anti-coagulante de heparina sddica 30
II1.2.11 — Solugdo de azul de metileno 30
II1.2.12 — Solugdo hemolisante 30
I11.2.13 — Coleta de sangue 31
I11.2.14 — Avaliagao experimental 31
I11.2.15 — Contagem de reticuldcitos por método da hemdlise seletiva 31
I11.2.16 — Analise estatistica dos dados 32
IV - RESULTADOS 35

IV.1 — Curvas dose-resposta do Padrao Europeu da thEPO administrada em camundongos fémeas
da linhagem Swiss Webster, sob a forma de inje¢do unica pela via subcutanea, seguida da

avaliacao do efeito 96 horas apds 36

IV.1.1 — Curva dose-resposta do Padrao Europeu da thEPO com a administragdo das doses em

progressdao geométrica na base 2, doses de 5 a 320 UI/0,5 mL/animal 36

IV.1.2 - Curva dose-resposta do Padrdo Europeu da rhEPO com a administracdo das doses em

progressdao geométrica na base 3, doses de 10, 30 e 90 UI/0,5 mL/animal 39

IV.2 - Curvas dose-resposta da thEPO presente no Padrao Europeu e nas amostras de produtos
farmacéuticos, administrada pela via subcutdnea em camundongos fémeas da linhagem Swiss

Webster, sob a forma de dose multipla subdividida em quatro sucessivas aplicagdes didrias,

seguidas da avaliacao dos efeitos 24 horas ap6s a ultima aplicagado 41
IV.2.1 - Curvas dose-resposta do Padrao Europeu da rhEPO, administrado pela via subcutanea
em camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster sob a forma de doses multipla------------- 41
IV.2.2 — Ensaios bioldgicos de poténcia da rhEPO presente em produtos farmacéuticos em

comparacdo com o Padrdo Europeu, através da aplicagdo de dose multipla do hormoénio em

camundongos da linhagem Swiss Webster, fémeas 43

XViii



IV.3 — Estudo comparativo entre as linhagens B6D2F1 e Swiss Webster em resposta a injecao

subcutanea do Padrao Europeu da rhEPO sob a forma de dose multipla, subdividida em quatro

sucessivas aplicacdes diarias 45
IV.4 — Estudo comparativo para avaliar a variavel peso corporal, empregando grupos de animais

da linhagem Swiss Webster, em resposta a aplicagdo subcutanea do Padrao Europeu da rhEPO,

sob a forma de dose multipla subdividida em quatro sucessivas aplicagdes diarias---------------- 48
V - DISCUSSAO 51
VI - CONCLUSOES 59
VII - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 61

X1X



INTRODUCAO:




I - Introducao:

I.1 — Sistema Hematopoiético (SH) - Consideracdes Gerais

A produgdo de células sangiiineas decorre do permanente “turnover” das células do SH,
cuja principal fungdo consiste na constante reparacao das freqiientes flutuagdes dos elementos
figurados do sangue, mantendo as populagdes de leucdcitos, plaquetas e eritrocitos, em
quantidades requeridas para o seu desempenho adequado, frente a estimulos fisiologicos ou
fisiopatologicos. Com efeito, em resposta, por exemplo, & hipdxia, ao sangramento ou a
processos infecciosos, pode haver um aumento substancial na produgdo e/ou liberagdo, de
determinados tipos celulares, especificamente relacionados com uma das trés referidas
populagdes, fendmeno resultante do diversificado e constantemente regulado,
desenvolvimento da hematopoié¢se (WINTROBE, 1998).

A hematopoiése, ¢ representada por um complexo sistema de multiplicagdo, proliferagdo,
diferenciagdo e maturagao celular que envolve todas as linhagens celulares que originam os
componentes figurados do sangue, representados pelos compartimentos megacariocitico,
linfoéide e granulocitico, além dos macrofagos, plasmocitos e eritrocitos (WINTROBE, 1998).

Todas essas linhagens hematopoiéticas, se originam de uma célula mae, denominada
célula tronco ou célula progenitora totipotencial, que da origem a outros progenitores
celulares, multi ou pluripotenciais, que, por sua vez, induzem o aparecimento das referidas
linhagens hematopoiéticas (WINTROBE, 1998).

Um progenitor pluripotencial amplamente conhecido, a CFU-GEMM, ¢ a Unidade
Formadora de Colonias de Granulocitos-Eritrocitos-Megacariocitos-Macrofagos, que da
origem a todos estas linhagens, através da passagem evolutiva para progenitores
oligopotenciais e, finalmente, para progenitores comprometidos a uma determinada linhagem
celular, os quais sdo assim chamados, porque apresentam capacidade proliferativa e de
diferenciagdo em relacdo a uma unica linhagem celular (WINTROBE, 1998; EAVES e
EAVES, 1992).

Paralelamente a esses progenitores, tem papel igualmente relevante os Fatores
Regulatérios ou Fatores Estimuladores de Colonia (CSF), que sdo representados por
substancias envolvidas no equilibrio dindmico da hematopoiése, regulando os mecanismos de
proliferacdo, manutencdo e maturagdo das células progenitoras hematopoiéticas a nivel da

medula 6ssea (WINTROBE, 1998; EAVES ¢ EAVES, 1992).



I.1.1 - Eritropoiése — Fatores Estimuladores de Colonia (CSF) ou Fatores de

Crescimento Hematopoiéticos (FCH).

Em relacdo a linhagem celular eritréide, foram identificados os seguintes progenitores
bipotenciais:

(1°.) A CFU-EMg (Unidade Formadora de Colonias Eritroide-Megacariocito);
(2°.) a CFU-EEo (Unidade Formadora de Coldnias Eritroide-Eosinoéfilo);
(3°.) a CFU-EP (Unidade Formadora de Colonias Eritréide-Célula Plasmatica).

De acordo com a cinética e morfologia dessas colonias eritrdides, desenvolvidas in vitro
em meio s6lido a base de agar, fibrina ou, mais comumente, de metilcelulose (ISCOVE e
SIEBER, 1974), foram evidenciados os seguintes progenitores comprometidos na linhagem
eritréide (KRANTZ, 1991; SPIVAK, 1992):

(1°.) As — BFU-E Primitivas, isto ¢, Unidades Formadoras de “Burst” de Eritroides
Primitivos ou “Early Burst Forming Units Erythroid”;

(2°.) as BFU-E-Tardias ou Maduras, isto ¢, Unidades Formadoras de “Burst” de Eritroides
Tardios ou Maduros, ou “Burst Forming Units Erythroid”;

(3°.) as CFU-E, isto ¢, Unidades Formadoras de Colonias Eritroides ou “Colony Forming
Units Erythroid” (WINTROBE, 1998; EAVES e EAVES, 1992).

Atuando sobre os progenitores da série vermelha, destaca-se a Eritropoietina (EPO), nao
sO por ter sido o primeiro Fator de Crescimento Hematopoiético humano a ser isolado, mas
principalmente pelo seu elevado emprego em terapéutica, como veremos mais adiante
(WINTROBE, 1998; EAVES e EAVES, 1992).

As BFU-E Primitivas, sdo células que, no seu estdgio inicial mais imaturo, sao
desprovidas de receptores a eritropoetina, sendo dependentes de fatores de proliferagao
hematopoiéticos de acdo inespecifica, representados, principalmente, pela Interleucina 3 (IL
3) e pelo CSF-GM, isto ¢, Fator Estimulante de Colonias de Granuldcitos-Macrofagos
(WINTROBE, 1998; EAVES e EAVES, 1992).

A medida que as células vao amadurecendo e se diferenciando, aumenta a sua
sensibilidade a fatores especificos, tais como por exemplo, a EPO, em virtude do
aparecimento progressivo de receptores a esse horménio. De fato, as BFU-E Maduras ou
Tardias, tornam-se progressivamente mais dependentes da EPO, pois expressam receptores ao
hormdnio de forma crescente, a medida que aumenta o seu indice de amadurecimento para, no
estagio final, se converterem em CFU-E, as quais, na sua forma madura, produzem colonias
de células eritroides, proeritroblastos, que expressam a maior densidade de receptores da

EPO, sendo portanto, altamente dependentes do hormdnio (SAWADA e cols., 1990). As



CFU-E funcionam, portanto, como uma interface entre os progenitores eritroides mais
maduros (BFU-E Tardios ou Maduros) e as células eritropoiéticas conhecidas como

eritroblastos da medula 6ssea (WINTROBE, 1998; EAVES e EAVES, 1992).

O esquema da Figura 1, exemplifica a seqiiéncia de aparecimento ¢ de amadurecimento

de células hematopoiéticas e alguns de seus FCHs envolvidos.

/@ ®=2

progenitor \ it
linfaide ohsp
Pprogenitor mondcito
monocitico
e -
f !
_ % as"

progen ié.dmr GM-CSF progenitor megacariéaito plagquetas
L megacariocitico

eritrocito

reticulocito

Figura 1- Seqiiéncia de proliferacdo, manuten¢ao e maturagdo das células hematopoéticas ao
nivel da medula 6ssea, a partir da célula tronco, com alguns FCHs envolvidos na seqiiéncia de
maturacdo da série mieldide. A EPO estd envolvida na seqliéncia de aparecimento das células
da linhagem eritréide dando origem aos reticulocitos que por sua vez dardo origem as
hemacias. (RANG, H. e cols., 1999).



O Quadro 1 apresenta exemplos de FCHs e as células resultantes da ativacao

das correspondentes progenitoras hematopoéticas (WINTROBE, 1998).

Quadro 1- Fatores de Crescimento Hematopoéticos (FCH) e as correspondentes células

sangiiineas envolvidas

Células envolvidas

FCH | Eritrocitos |Granuldcitos |Monodcitos | Megacaridcitos | Outras
Macrofagos |Plaquetas

EPO X

G-CSF X

M-CSF X

GM- X X X X Eosinofilos

CSF

IL-3 X X X X Eosinoéfilos,
basofilos

SCF X X X X Eosinoéfilos,
Basofilos,
linfécitos

IL-6 X X X Linfocitos

IL-9 X Linfocitos

EPO:- Eritropoetina; G-CSF:- Fator de estimulacdo de colonias de granulocitos; M-CSF: -
Fator de estimulacdo de colonias de mondcitos-macrofagos; GM-CSF: - Fator de
estimulacdo de coldonias de granuldcitos-macrofagos; IL: - interleucinas; SCF: - Fator de
células tronco. (WINTROBE,1998).



De acordo com a cascata proliferativa eritropoiética, as CFU-E, dao origem aos
proeritroblastos ou pronormoblastos, primeiras células eritroides encontradas na medula
Ossea, que se diferenciam em eritroblastos basofilos e, em seguida, a eritroblastos
policromaticos, ortocromaticos e, finalmente, reticuldcitos, que correspondem ao ultimo
estagio da série eritroide na medula 6ssea. Apds os eritroblastos ortocromaticos ejetarem o
seu nucleo, os reticuldcitos resultantes atravessam a parede dos sinusdides medulares e sao
liberados do espaco hematopoiético para o sistema vascular periférico, onde se transformam
em eritrocitos, também conhecidos por hemacias ou glébulos vermelhos do sangue, como

evidencia a Figura 2 (WINTROBE, 1998; EAVES ¢ EAVES, 1992).
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Figura 2 — As células sensiveis a EPO (BFU-E e CFU-E) transformam-se, sucessivamente,
em: 1°- Proeritroblastos, 2°- Eritroblastos basofilos, 3°- Eritroblastos Policromaticos I e II, 4°-
Eritroblastos Ortocromaticos, 5°- Reticuldcitos, 6°- Eritrocitos. Um tUnico Proeritroblasto
produz, através de 4 divisdes celulares, quatro tipos de Eritroblastos, cada um com morfologia
diferente. Um tnico Eritroblasto basofilo gera 8 Eritrocitos no periodo médio de 5 dias.
(SMITH, e cols.,1983).



Os reticuldcitos, sao desprovidos de nucleo e sdo cerca de 20% maiores que os eritrocitos,
como evidencia a figura 3, contendo organelas citoplasmaticas representadas, principalmente,
por ribossdmos, mitocondrias e complexo de Golgi. J4 o eritrdcito ¢ uma célula altamente
especializada, desprovida de nucleo e de varias organelas citoplasmaticas, tais como
mitocondrias, lisossdmos, ribossdomos, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico,
tornando-o incapaz de sintetizar acidos nucléicos e proteinas, e de se multiplicar. Contém
hemoglobina, que ¢ constituida por uma proteina incolor, a globina, combinada de forma nao-
covalente com ferroprotoporfirina, cuja relevante fungdo € a de transportar oxigénio e didxido

de carbono, bem como de participar na manuten¢ao do pH sangiiineo (WINTROBE, 1998).

Figura 3 — Imagem de um esfregaco sangiiineo em lamina apresentando cinco hemacias e um
reticulocito. Neste ultimo, os residuos de RNA ribossdmico em presenga de corantes
supravitais como o azul de metileno, precipitam e¢ se agregam numa rede de corddes ou
grumos - rede de reticulina — aspecto morfologico que gerou a sua denominagdo, bem como
para distingui-lo da hemacia completamente madura (RAPAPORT, 1990 GROTTO e cols.,
1999).

Fonte http://imc.gsm.com/demos/hsdemo/Data/Data_E/Info/PaRB.htm.



I.2 Historico da EPO — Papel na formacéao e liberacio de reticuldcitos

Desde o século XIX ¢ reconhecida a inter-relagao entre saturagao de oxigénio e produgdo
de globulos vermelhos em seres humanos (KEOWN, 1989). Destacam-se a este proposito, os
trabalhos de BERT (1878, 1882), referentes a influéncia da altitude e das camaras de
descompressdo no fenomeno em estudo, demonstrando que os efeitos fisiolégicos dos gases
dependem de sua pressdo parcial e que a anemia da altitude se deve a hipoxemia, bem como
evidenciaram a elevada capacidade do sangue de captar o oxigénio nos residentes nas
montanhas (FISHER, 1988).

Os efeitos da hipoxemia na eritropoiese foram primeiramente descritos pelo histologista
francé€s VIAULT em 1890, ao constatar que o numero de globulos vermelhos no seu sangue
aumentou de 5 para 8 x 10° /uL, apds trés semanas de excursdo as montanhas de Morococha
(4.400 m) no Peru, fato que levou MIESCHER (1893) a preconizar os beneficios da altitude
em pacientes portadores de tuberculose ou anemia, bem como induziu KUHN (1907) tentar
estimular a eritropoiese em pacientes anémicos diminuindo a sua ventilagio pulmonar,
diferentes modalidades de estimulo, que se estendem até nossos dias, como, por exemplo, a
que envolve o treinamento fisico de atletas em lugares montanhosos para aumentar a
concentragdo de hemoglobina e, conseqiientemente, o seu desempenho atlético (FISHER,

1988).

1.2.1 — Descoberta de Fator Humoral de controle da EPO

A hipotese referente ao controle da eritropoiese por um fator humoral foi primeiramente
formulada por CARNOT e DE FLANDE, (1906 a, b) ao verificarem um aumento de 20 a
40% no nimero de globulos vermelhos em coelhos, dois dias apds receberem uma Unica
injecdo de alguns mililitros de soro proveniente de coelhos tornados anémicos por flebotomia,
dando a esse provavel fator o nome de hemopoietina. Posteriormente, os resultados de
HJORT (1936), KRUMDIECK (1943) e ERSLEV (1953), demonstrando que a injecao de
grandes volumes de plasma ou soro, provenientes de coelhos submetidos a sangramento
determinava em coelhos normais um rapido aumento de reticuldcitos no sangue periférico,
representou a demonstracdo definitiva da existéncia de um fator humoral no controle da
eritropoiese. Somente quase meio século apods ter recebido o nome de hemopoietina,
BONSDORFF e JALAVISTO (1948), propuzeram a denominagdo mais apropriada de Fator
Estimulante da Eritropoiese, “Erythropoiesis Stimulating Factor” ou eritropoetina (EPO),

cujo papel humoral foi definitivamente demonstrado no classico trabalho de REISSMANN



em 1950, que a evidenciou, no sangue de animais submetidos a hipoxia. A experiéncia
pioneira de REISSMANN (1950), em ratos em parabiose, na qual somente um dos animais
era submetido a estimulo hipdxico, demonstrou que tanto um como o outro, apresentavam
eritropoese acelerada, provando dessa forma a liberagdo do fator com propriedade de agir por
via sangiiinea, no outro animal. A prova definitiva da existéncia de um fator estimulante da
eritropoese, conseguida por ERSLEV em 1953, ao demonstrar reticulocitose em coelhos
injetados com o plasma proveniente de coelhos tratados pela fenilidrazina que causa

acentuada anemia hemolitica (FISHER, 1988).

1.2.2 — Sitio e auto-regulacio da produc¢io da EPO

O sitio de producao da EPO foi muito controverso até 1957, quando JACOBSON e cols.
apresentaram hipotese altamente sugestiva da sua producgdo pelos rins, pois a nefrectomia
bilateral em ratos sob sangria, abolia a resposta eritropoética. Comprovando esta hipotese,
KURATOWSKA e cols.(1961), bem como FISHER e BIRDWELL (1961), demonstraram
que a EPO podia ser produzida por rins isolados e perfundidos, bem como que a sua produ¢ao
ndo era evidenciada em pacientes anémicos, porém portadores de insuficéncia renal cronica
(FISHER, 1988).

Com base a esses dados, a partir de 1970, as pesquisas no campo da eritropoiese foram
muito intensificadas, com a obtencdo de evidéncias que possibilitaram aventar a hipotese da
existéncia de uma célula renal sensora ao oxigénio (FISHER, 1972), bem como apresentar a
proposta do mecanismo de retro-alimentagdo, na regulacao didria da produgdo de globulos
vermelhos (PAULO, 1973a). De fato, a sua producao e liberagdo estdo direta e estreitamente
relacionadas com a demanda e oferta de oxigénio pelos tecidos, estabelecendo-se um circuito
no qual a hipoxia ativa um sensor ao oxigénio, presente em sitios celulares renais
responsaveis pela elaboracao da EPO, promovendo a sintese e secrecao da EPO, ao contrario
da hiper6xia que inibe esses processos, concluindo-se que a eritropoese ¢ modulada por um
tipico mecanismo de retro-alimentacdo (CHOI e cols., 1996; KOISTINEN e cols., 2000). O
local de producdo renal do hormoénio, foi evidenciado ao nivel das células intersticiais
fibroblasticas do capilar peritubular (FISHER e cols., 1996).

Associam-se ao rim, nessa importante regulagdo da eritropoese, o corptsculo carotideo e o
hipotdlamo posterior, formando um tridngulo de atividades integradas. Com base nos
resultados experimentais realizados para esclarecer essa integragdo, concluiu-se que o
corpusculo carotideo reage as alteragdes do conteudo de oxigénio do sangue, emitindo

influéncias inibitdrias ao hipotalamo posterior, via nervo de Hering-Castro, na vigéncia de um



aumento da oferta de oxigénio, com conseqiiente queda da formagdo da eritropoetina
(PAULO, 1973a; FISHER, 1988). Esta seria a situacao de pacientes portadores de policitemia
ou de residentes a grandes alturas que fossem transferidos para o nivel do mar. A situagdo
diametralmente oposta, seria a dos individuos anémicos, nos quais a reducdo da taxa de
oxigénio do sangue leva a uma diminuicao do efeito inibitdrio do corptisculo carotideo sobre
o hipotalamo posterior, com o conseqiiente aumento da producao do Fator Eritropotéico Renal
(REF) que influencia a liberagao da EPO ou ESF (Fator Estimulador da Eritropoiése) (Figura
4) (PAULO, 1973).

MECANISMO “FEED BACK” PROPOSTO NA REGULAGAO DIARIA
DA ERITROPOESE

Reproduzida de: PAULO, L.G. - Estudo Experimental sobre o Possivel
Mecanismo de Produgéo da Eritropoietina. Prémio ABIFARMA, 1973.

RBC

’*:‘ ’ -

ce N REF

= Globulin ——————E SF

Figura 4 — Mecanismo proposto por PAULO (1973) para a regulacdo diaria da eritropoese
envolvendo o corpusculo carotideo, o qual exerceria influéncia sobre o hipotalamo posterior,

inibindo-o ou ndo e acarretando, respectivamente, uma menor ou maior produ¢do da EPO.

O figado ¢ o principal 6rgao de producgdo extra-renal da EPO e ¢ o maior sitio para sua
sintese durante a fase fetal (SMITH e cols., 1983; WINTROBE, 1998), que gradualmente
passa esta fungdo para o rim logo apds o nascimento. Este desvio da produg¢do da EPO ocorre

entre os dias 120 e 140 de gestacdo e encontra-se completo 40 dias apds o nascimento
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(ZANJANI e cols., 1977; 1981). Em pacientes anéfricos ou que sofrem de severa degeneragao
funcional dos rins, foi observado a produgdo da EPO extra-renal pelo figado, e que as células
de Kupffer e os hepatocitos tem sido indicadas por alguns investigadores como células
produtoras da EPO (PAUL e cols., 1984; NAUGHTON e cols., 1985) e durante severa
hipdxia, cerca de 10% do total de produgdo de EPO ¢ de origem hepatica (TABARA, 1993).
A produgdo da EPO, de acordo com mecanismo proposto por FISHER (1988), se da
através da participagdo de diversos mediadores liberados apds a diminuicdo dos niveis de
oxigénio. Esses mediadores ativam a Adenilato ciclase que gera AMP ciclico, responsavel
pela producdo de proteinas diversas envolvidas na transcricdo e traducdo da biosintese e

secrecao da EPO.

1.2.3 — Obtenc¢ao da rhEPO por tecnologia do DNA recombinante

A EPO foi primeiramente isolada do plasma de ovelha anémica em 1971 (DERBY e cols.,
1996). Posteriormente, MY AKE e cols. (1977) isolaram e purificaram o hormoénio da urina de
individuos portadores de Ancilostomose ou de anemia apléstica, sendo entdo utilizada,
embora de forma limitada, para fins farmacéuticos. Com o advento da engenharia genética,
LIN e cols., (1985), bem como JACOB e cols., (1985), clonaram o gene codificado para a
EPO humana obtendo-se entdo a Eritropoetina Humana Recombinante (rhEPO), em cultura
de células de mamiferos, isto ¢ as de ovario de hamster chinés (CHO) e de rim de hamster
jovem (BHK). A partir desse evento, a EPO passou a ser obtida por tecnologia do DNA
recombinante, em escala elevada e altamente purificada, dando-se o inicio, em 1988, da
produgdo industrial biotecnologica da rhEPO, fato que possibilitou o seu vasto emprego
clinico no tratamento de anemias, evitando as problematicas transfusdes sangiiineas (COTES,
1988).

O termo Biotecnologia ¢ denominado ao procedimento que utiliza organismos vivos,
incluindo células isoladas de mamiferos, empregando a tecnologia do DNA recombinante
(rDNA), destinados a produgdo de produtos biologicos (EUROPEAN Pharmacopoeia, 1997,
THE UNITED States Pharmacopeia, 2002).

Outros produtos obtidos por tecnologia do DNA recombinante estdo sendo utilizados
amplamente e oferecendo grandes vantagens em termos de quantidade de producdo e
eficiéncia, entre os quais destacam-se os FCHs, que sdo hoje produzidos por este tipo de
tecnologia, como Filgrastima, Lenosgrastima e Nartograstima, utilizados para a estimulagao
de colonia de granulécitos, e Molgrasmostima que ¢ um fator humano recombinante

estimulador de colonia de granuldcitos-macrofagos (MARTINDALE, 1999).
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1.3 — Identificacio, caracterizacio e propriedades quimicas

A Eritropoetina, horménio glicoprotéico, consiste de 165 aminoacidos com 2 pontes

s 18e CIS 33, contém 4 sitios de glicosilagdo

disulfidicas intramoleculares nas posigdes CI
localizados nas porg¢des ASN?*; ASN*®; ASN® (N glicosilados) e SER'*® (O glicosilado), sua
formula quimica é Cggo Hi301 Nazg Oz40 Ss (GOLDWASSER e cols., 1974; DORDAL e cols.,
1985; LAI e cols., 1986; TRAN e cols., 1991; CHOI e cols., 1996). A andlise da por¢ao
carboidrada da EPO demonstrou ter um conteudo de 40% de sua Massa Molecular de
aproximadamente de 36000 Da (GILD e cols., 1996).

A glicosilagdo da EPO ¢ um processo pos-traducao que ¢ influenciado pelo tipo de célula
na qual a EPO ¢ expressa. Foi demonstrado que a rhEPO produzida em sistemas bacterianos, ,
ndo apresenta estrutura de carboidratos, consequentemente, sua atividade bioldgica in vivo ¢
minima devido a reduzida meia-vida bioldgica na circulagdo sangiiinea (DORDAL e cols.,
1985; GRIFFITHS, 1991; GRUNWALD, 1995). Por outro lado, as thEPOs produzidas por 3
diferentes linhagens de células de mamiferos, demonstraram diferentes composi¢des de
isoformas e diferentes graus das propriedades biologicas in vivo (STORRING, 1998).

A thEPO produzida por cultura de células de ovario de hamters chinés (CHO) tem
similares estruturas de carboidratos, comparativamente a EPO humana de origem urinaria
(SASAKI e cols., 1987; IMAI e cols., 1990; GILD e cols., 1996), e é caracterizada pela
presenca de cadeias a (31 a 39% de carboidratos) e B (24% de carboidratos). A cadeia a
apresenta maior quantidade das isoformas acidas em razdo da presenca de variadas razdes
molares de 4cido sialico (4cido N-acetilneuraminico), o qual € o tnico glicidio que configura
a carga negativa ao hormonio. As 3 cadeias de carboidratos N-ligados podem conter duas ou
até quatro ramificagdes (antenas) com acido sialico em suas terminagdes, ¢ a cadeia de
carboidrato O ligada pode conter até duas ramificagdes com moléculas de acido sidlico
(SASAKI e cols., 1987; TAKEUCHI e cols., 1988; TSUDA e cols., 1990), entdo, a perda total
de residuos de 4cido sialico resulta na completa perda da atividade biologica in vivo da EPO
(MIYAKE e cols., 1977, DUBE e cols., 1988; FUKUDA e cols., 1989), provavelmente
decorrente da répida depuracdo metabolica, oferecida pelas proteinas de ligacdo das células
hepaticas para a galactose, a qual ¢ o pentltimo sacarideo de algumas cadeias de

oligosacarideos da EPO (DUBE e cols., 1988; FUKUDA e cols., 1989).
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Figura 5 - Apresentacdo tri-dimensional da EPO, demonstrando a conformagdo ativa
www.expasy.org, n° deposito PO1588.

Em estudos empregando métodos in vitro, a asialo EPO apresentou atividade especifica 4
a 6 vezes maior quando comparada com a EPO intacta (IMAI e cols., 1990), e através do
emprego de I'*, foi possivel verificar que a asialo rhEPO desapareceu apés 6 minutos do
plasma de ratos estudados, determinando-se também que o figado apresentou 85% da
radioatividade, sugerindo-se assim, o envolvimento de receptores mediados por endocitoses
especificas para a galactose na sua depuracdo. A andlise da rhEPO intacta incorpora pelo
figado continha menos 4cido sidlico ou mais repetigdes de N-acetilactosamina do que a
rhEPO que permaneceu na circulagdo (DORDAL e cols., 1985), comprovando-se dessa
maneira, que o acido sidlico € essencial para aumentar a meia-vida do hormdnio, evitando-se

a rapida metabolizagdo hepatica.
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Figura 6 - Estrutura quimica da EPO, uma glicoproteina com PM ~ 36000 Da com 166 AA e
2 pontes dissulfidicas. Possui 2 subunidades (a € ). A EPO ¢ rica em carboidratos e contém
varios oligossacarideos ligados. O esquema acima demonstra os sitios de ligacao na molécula
(AAs 24; 38; 83), dos complexos mono a tetra antenados representados nas suas formas mais
comuns. (GILD, e cols., 1996).

1.4 Receptores da EPO

A partir dos estudos de YOUSSOUFIAN e cols. (1993) e de FURUKAWA e cols. (1997),
foi possivel a descoberta do receptor da EPO em células BFU-E, as quais foram classificadas,
através de estudos em pacientes portadores de policitemia vera, em BFU-E classe I que sao
EPO-dependentes e as BFU-E classe II que sao EPO-independentes (FISHER e cols., 1994).

A redug@o dos niveis de O, induz a expressao do gene da EPO nos rins (BONDURANT e
KOURY, 1986; BERU e cols., 1986; SCHUSTER e cols., 1987) e no figado (BONDURANT
e KOURY, 1986; BERU e cols., 1986), consequentemente, a EPO ao ser liberada na corrente
sangiiinea ¢ diretamente ligada a seus receptores especificos. Existem 2 subtipos de
receptores, de acordo com a sua afinidade (alta ou baixa), e uma vez ligados, o complexo
hormoénio/receptor ¢ rapidamente internalizado com subseqiiente degrada¢do (YU e cols.,

1995; PHILO e cols., 1996). A interagdo da EPO ao receptor causa ativagao de uma proteina
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tirosina cinase (MIURA e cols., 1991) que induz a fosforilagdo da tirosina no proprio receptor
da EPO (DUSANTER — FOURT e cols., 1992; BARBER e cols., 1997).

Cabe assinalar que, a medida que os eritroblastos vao se diferenciando, diminui
progressivamente o numero de receptores da EPO, chegando a quase desaparecer no estagio
de eritroblasto ortocromatico (SAWYER e KOURY, 1987; SAWADA e cols, 1987,
FRASER, LIN e BERRIDGE, 1988 a ¢ b), tornando-se desnecessaria a presenca do hormonio
no processo de diferencia¢do dos reticuldcitos em eritrocitos, ao contrario do relevante papel
da EPO na formagao dos reticulocitos. Os reticuldcitos e os eritrocitos maduros ndo possuem
receptores da EPO em sua membrana celular.

As células CFU-E representam o alvo principal para a acao da EPO (FISHER, 1997).

.5 Papel fisiologico da EPO e emprego terapéutico da rhEPO

Atuando sobre os progenitores da série vermelha destaca-se a Eritropoetina (EPO),
principalmente pelo seu amplo emprego em terapéutica, devido ao numero crescente de
pacientes com anemia normocromica- normocitica resultante de insuficiéncia renal cronica,
nos quais a thEPO pode reduzir ou anular a necessidade por transfusdes sangiiineas,
proporcionando uma melhora no quadro clinico, pois a anemia se agrava com o declinio da
funcao renal e o hematocrito pode alcangar niveis tdo baixos como de 20 a 15% (BERNADO,
2003). No Brasil, os pacientes submetidos a hemodialise, atingem elevados indices, da ordem
de 58.989 pacientes em 578 centros de didlise, segundo o censo realizado em dezembro de
2003 pela Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), sendo observado um crescente indice

anual do numero de pacientes sob hemodialise (Quadro 2).

Quadro 2 — Numero de pacientes sob Hemodidlise nos Centros de Didlise contatados no
Brasil. (SBN.ORG.BR, 2004).

Data do censo

Centros de Dialise

Numero de pacientes

Dezembro/2001 518 43.700
Dezembro/2002 560 48.874
Dezembro/2003 578 58.989

A EPO também vém sendo utilizada no tratamento da anemia provocada por efeitos

adversos a medicamentos, como o caso da Zidovudina, que utilizada no tratamento de
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pacientes HIV positivos, produz anemia e leucopenia como efeito colateral em poucas
semanas de tratamento, bem como, de anemia resultante de desordens inflamatorias, tal como
artrite reumatoide (MARTINDALE, 1999).

Medicamentos de alto custo e obtidos por tecnologia de recombinagdo genética estdo
inseridos no Programa de Assisténcia Farmacéutica do SUS como medicamentos
excepcionais (grupo 36), (BRASIL. PORTARIA 125, 2001). O Setor de Assisténcia
Farmacéutica da Secretaria Estadual de Saude do Estado do Rio de Janeiro, em maio de 2002,
informou que esse Estado, cuja populagdo na época era de 14 milhdes de habitantes, contava
com 12.500 pacientes inseridos no programa de medicamentos excepcionais, tendo um gasto
médio de R$500,00/habitante/ano.

Segundo informagdes do Departamento de Farmécia da Secretaria Estadual de Saude, o
Estado do Rio de Janeiro possui cerca de 7.500 pacientes cadastrados no programa de renais
crénicos, que consomem, atualmente, no minimo, 39.365 x 10° UI de thEPO/ano.

Os medicamentos excepcionais sdo fornecidos através de uma guia de Solicitacdo de
Medicamentos Excepcionais (SME), que além de prescrever o medicamento, informa os
resultados dos exames hematologicos, de particular importancia para justificar a prescri¢ao
médica, principalmente em relagdo ao hematocrito (KOPPENSTEINER e cols., 1990; GRAF
e cols., 1990; BESARAB e cols., 1998), pois embora o objetivo do tratamento com rhEPO,
nos pacientes com faléncia renal cronica, ¢ o de aumentar esse parametro para 30 a 36%, a
dosagem de rhEPO deve ser cuidadosamente controlada, para evitar o rdpido aumento do
hematdcrito, que poderd induzir o aparecimento de efeitos adversos, como hipertensdo e
trombose. Deverd também ser considerada a taxa de aumento de hemoglobina, que devera ser
gradual, ndo excedendo 2 g/dL/més. Portanto a dose maxima do hormdnio nao devera exceder
as 200 UI/Kg (MARTINDALE, 1999; RANG e cols., 1999.

Segundo SUASSUNA (2000), a rhEPO pode ser administrada por via endovenosa,
subcutanea ou intraperitoneal, porém, a melhor relagdo custo-beneficio ¢ a administragao
subcutanea subdividida em duas ou trés vezes/semana. Em estudo com pacientes sob
hemodidlise, apds a conversdo da via endovenosa para a via subcutinea, verificou-se uma
reducdo de 32% na dose média da rhEPO, de 140 UI/Kg/semana para 95 UI/Kg/semana.

Em individuos sadios, para a manuten¢ao de niveis normais de hemoglobina, o organismo
produz semanalmente aproximadamente 1500 UI de EPO, sendo diariamente destruidos cerca
de 1% de todos os eritrdcitos, que sdo imediatamente substituidos por reticuldcitos. A
produgdo basal normal de 2-3 x 10" células/dia aumenta consideravelmente quando a
disponibilidade de O, diminui e a privacdo stubita de EPO acarreta hemolise de hemécias

jovens através da neocitolise. A variagdo fisiologica humana didria do hormdnio caracteriza-
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se pelo aparecimento do pico da EPO sangiiinea no inicio da madrugada e pelo registro do seu
nivel mais baixo, cerca de 12 horas apos. A variacao circadiana ¢ pequena e nao ultrapassa
20% entre os extremos. No ambito fisiologico a liberagdo da EPO ¢ promovida por hipoxia ou
anemia, condi¢des em que pode ser alcancada, cerca de 1000 vezes, a concentragdo normal
da EPO sérica (6 x 107" M) (SMITH e cols., 1983), ou de 4 a 36 mUI/mL com uma média de
14,9 mUI/mL registrada em 175 individuos envolvendo homens e mulheres,

hematologicamente normais (REGE e cols., 1982).

1.6 - O Controle da Qualidade da rhEPO

Diferentemente da maioria dos demais medicamentos, o controle de qualidade das
proteinas recombinantes, se afigura mais complexo, pois requer a combinacdo de
metodologias de natureza fisico-quimica, imunolégica e bioldgica, para a completa
identificacdo, caracterizagdo quimica e, principalmente, avaliagdo da poténcia bioldgica
(GILD e cols., 1996).

Com relagdo a rhEPO, a sua identificagdo ¢ obtida através da eletroforese em gel de
poliacrilamida ndo-redutora, seguida da imunodetec¢do com anticorpos especificos, bem
como da focalizagdo isoelétrica, que nos ird revelar a composicao das diferentes isoformas
(GILD e cols., 1996).

De fato, as variag¢des da atividade biologica da thEPO, poderdo resultar das alteragdes da
sua estrutura molecular, reconhecidamente complexa e onde se destacam numero variavel de
isoformas, de 5 a 8, que se diferenciam pela composi¢do heterogénea de cadeias de
carboidratos N-ligados a fragdo peptidica da molécula, contendo 2, 3 ou 4 ramificagdes ou
antenas que, nas suas extremidades, apresentam uma molécula de 4cido sidlico. Diferencas
significativas entre a composicdo dessas isoformas e propriedades bioldgicas do hormonio,
foram observadas entre as rthEPOs de diferentes procedéncias, refletindo, muito
provavelmente, variagdes relacionadas com: (1) a linhagem das células recombinantes usadas
para a expressdao do hormoénio e/ou (2) as condi¢des de cultura dessas células e/ou (3) os
processos empregados para a identificagdo do horménio (STORRING e GAINES, 1992;
CHOI e cols., 1996; KINOSHITA e cols., 2000).

O evento complementar, porém mais importante desse controle, envolve a avaliagao da
poténcia da thEPO, presente em produtos farmacéuticos comerciais de diferentes origens. A
sua determinacdo, foi inicialmente realizada através do aumento do hematocrito, seguido da
medida do volume total de eritrdcitos e, finalmente, pela contagem do niimero de reticuldcitos

em animais de experimentacdo (EDER e cols., 1989; BARBONE e cols.,1994; CHOI e cols.,
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1996). Para estas finalidades, os ensaios em camundongos, inicialmente policitémicos, ou
seja, camundongos com aumento do numero de hemacias, e posteriormente, normocitémicos,
ou seja, camundongos com normal nimero de hemadcias, foram sucessivamente desenvolvidos
e padronizados para a avaliagdo da poténcia de produtos farmacéuticos (BRISTOW, 1997;
F.E., 1999 € 2002).

O ensaio com camundongos policitémicos, baseia-se na incorporacdo de *°Fe as células
sangiiineas de animais previamente colocados em uma camara hipobarica, isto €, sob pressao
atmosférica reduzida, com a finalidade de induzir o quadro de policitemia. Além de ser um
ensaio de longa duracdo, pois requer 3 semanas para a sua execucao, utiliza radioisdtopos e
seu custo ¢ elevado (KAWAMURA e cols., 1991; BARBONE e cols., 1994; CHOI e cols.,
1996; F.E., 1999 e 2002). Em virtude destes inconvenientes, este teste vem sendo
progressivamente substituido pelo ensaio em camundongos normocitémicos, de duragdo e
custo sensivelmente menores.

O ensaio com camundongos normocitémicos baseia-se no aumento da produgdo de
reticuldcitos que, como vimos anteriormente, correspondem a ultima etapa da série eritroide
na medula 6ssea. Ao passarem do espaco hematopoiético para o sangue periférico, os
reticulécitos sdo identificados morfologicamente através do reticulo endoplasmatico
remanescente (HAYAKAWA e cols., 1992; STORRING e GAINES, 1992; BRISTOW, 1997;
F.E., 1999 e 2002).

A contagem dos reticulocitos foi inicialmente realizada através dos métodos visuais
(microscdpicos), representado pela coloragdo desses precursores dos eritrécitos com azul de
cresil brilhante ou com azul de metileno, ou pela hemolise seletiva, e mais recentemente, pelo
método automatizado de citometria de fluxo fluorescente, no qual a intensidade de
fluorescéncia no reticuldcito, ¢ proporcional a quantidade de RNA presente no reticulo
endoplasmatico remanescente (BARBONE e cols., 1994; YU e cols., 1999). Os métodos
microscopicos, sdo mais trabalhosos e apresentam maior variabilidade e menor sensibilidade,
sendo considerados menos precisos quando comparados com o método automatizado, pois
analisam numero reduzido de células, em torno de 2.000 (FAILACE, 1995; RAMOS, 2001),
ao contrario da citometria de fluxo que, além de analisar nimero significantemente maior de
células, cerca de 30.000 (CHANG e KASS, 1997; RUDENSKY, 1997; BRUGNARA, 1998;
SANDBERG e cols., 1998; FERRAZOLI e CESCON, 1999), exclue a possibilidade de erro
humano, freqiiente durante o desenvolvimento de processos manuais/visuais. O custo elevado
do método automatizado é contrabalangado, ndo s6 por ser menos laborioso e pela rapidez na

sua execuc¢do mas, principalmente, por apresentar reduzido indice de variabilidade e elevado
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nivel de sensibilidade, proporcionando, conseqiientemente, maior precisdo e exatiddo ao
ensaio.

A avaliagdo da poténcia da rhEPO, empregando camundongos normocitémicos,
atualmente ¢ realizada através de ensaio in vivo padronizado por SCHMIDT (2003) e
SCHMIDT e cols., (2003), os quais se basearam nos parametros inicialmente indicados por
ALBERTENGO e cols., (1999) e posteriormente padronizados por RAMOS (2001) e
RAMOS e cols., (2003), referentes a: (1°) idade e nimero dos animais experimentais, (2°)
seqiiéncia logaritmica das doses, (3°) via de administracdo da rhEPO, (4°) modalidade de
aplicacdao das doses, sob uma forma unica ou multipla, (5°) do periodo de espera para a
colheita da amostra sangiiinea, (6°) da metodologia de contagem dos reticuldcitos.

No que se refere as linhagens de camundongos utilizados, sdo citadas, em literatura mais
recente, fundamentalmente a CF1 e a B6D2F1, esta ultima indicada pela E.P. (1999; 2002),
que preconiza a idade de 8 semanas como ideal para o ensaio de poténcia da rhEPO. A CF1,
empregada por ALBERTENGO e cols. (1999) e por RAMOS (2001), RAMOS e cols. (2003),
SCHMIDT (2003), SCHMIDT e cols. (2003), ¢ também representada por camundongos de 8
semanas, de peso corporal variavel entre 27 e 32 g, que revelaram razoavel nivel de
sensibilidade aos estimulos hormonais pela thEPO, embora estudo comparativo com a
linhagem B6D2F1 nao ter sido realizado.

Com relacdo ao sexo, estd perfeitamente estabelecido que as fémeas se comportam de
forma superior aos machos, em termos de sensibilidade e de proporcionalidade nas respostas
as doses crescentes de hEPO (HAYAKAWA ¢ cols., 1992; CHOI e cols., 1996; BRISTOW,
1997, RAMOS, 2001, ; SCHMIDT., 2003). Além disso, MALGOR e FISHER (1970) e
PAULO e cols. 1974), ja haviam demonstrado a influéncia fisiologica da testosterona na
producdo da EPO, estimulando a sua forma¢do em rins isolados e perfundidos de animais,
apos a indugdo da hipoxia, fato que, seguramente, poderia interferir na avaliagdo bioldgica da
poténcia do hormonio.

No que se refere ao numero de animais empregados para cada dose, a literatura recente
refere 6 (ALBERTENGO e cols., 1999) a 8 (F.E., 1999 e 2002; RAMOS, 2001; RAMOS ¢
cols., 2003; SCHMIDT, 2003; SCHMIDT e cols., 2003) camundongos. Como veremos mais
adiante, no capitulo referente a Materiais ¢ Métodos deste trabalho, decidimo-nos pela
indicacdo da ALBERTENGO e cols. (1999), no sentido de utilizar o menor nimero de
animais, atendendo a Regra dos 3 erres (“Refinement, Reduction, Replacement”) em termos
de reducdo do niimero de animais, de forma a empregar um total de 36 camundongos por

ensaio, isto €, nimero 25% inferior aos 48 recomendados pela F.E., 1999 ¢ 2002).
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Diferentemente da seqiiéncia de aplicagdo das doses na base 2 (20, 40 ¢ 80 Ul/animal),
preconizada pela F.E. (1999; 2002), ALBERTENGO e cols. (1999) demonstraram ser mais
discriminativa a curva dose-resposta da rhEPO aplicada numa seqiiéncia geométrica de base 3
(10, 30 e 90 Ul/animal), modalidade que foi posteriormente padronizada por RAMOS (2001),
que aplicou o hormonio sob a forma de dose unica, seguida da coleta da amostra sangiiinea 96
horas apds. Entretanto, para obter a precisdo preconizada pelos Orgdos Reguladores, para a
avaliagdo da poténcia da thEPO presente em produtos farmacéuticos, que estabelece a
obrigatoriedade da poténcia se situar entre 80 e 125% da declarada pelo produtor, bem como,
dos seus limites de confianga ndo ultrapassarem os valores de 64 ¢ 156%, foi necessaria a
combinagdo de 2 a 3 ensaios independentes para cada amostra, indistintamente das
metodologias empregadas para a contagem dos reticuldcitos, isto €, as manuais ou a
automatizada (ALBERTENGO e cols., 1999; RAMOS, 2001).

Considerando que o emprego do hormdnio na espécie humana revelou-se mais eficaz
quando administrado sob a forma de doses repetidas, comparativamente a injecdo Unica
(ESCHBACH e ADAMSON, 1989; CHEUNG e cols., 1998), SCHMIDT (2003) apos
confirmar os resultados de ALBERTENGO e cols., 1999 ¢ de RAMOS, 2001, decidiu
otimizar o ensaio com o objetivo de reduzir o numero de animais, entdo, introduziu a
modalidade de dose multipla, subdividida em 4 sucessivas aplicagcdes didrias de 1, 3 ¢ 9
Ul/camundongo, seguidas da coleta do sangue 24 h apds a ultima aplicacao.

Além de potencializar os efeitos do hormodnio, possibilitando usar doses totais bem
menores de thEPO, da ordem de 4, 12, 36 Ul/camundongo, conferindo, portanto, maior
sensibilidade ao ensaio, esta modalidade proporcionou, igualmente, respostas altamente
satisfatorias com a realizacdo de um Unico ensaio para cada amostra, suficiente para alcancar
os limites preconizados pela EP (1999 e 2002). Além disso, os reduzidos valores dos CV%,
propiciaram intervalos de confianga menores, aumentando a precisdo do ensaio, a qual ¢
consubstanciada pelo emprego da metodologia automatizada de contagem dos reticuldcitos,
reconhecidamente considerada de maior precisdo comparativamente as metodologias manuais
(ALBERTENGO ¢ cols., 1999; RAMOS, 2001; RAMOS e cols., 2003; SCHMIDT, 2003;
SCHMIDT e cols., 2003).

Entre os sistemas de ensaios estudados, visando o estabelecimento de alternativas de
dosagem da rhEPO in vitro destacam-se o radioimunoensaio (KAWAMURA e cols., 1991;
HAYAKAWA e cols., 1992; TANEBE e cols., 1992; CHOI e cols., 1996) ¢ os bioensaios
usando cultura de células de medula 6ssea, figado fetal e bagco. Entretanto, estes métodos
apresentam a desvantagem de ndo diferenciarem a eritropoietina natural das formas

destituidas de acido sidlico ou deglicolisadas, como a rhEPO produzida por DNA
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recombinante em sistemas bacterianos (GOLDWASSER e cols., 1974; KAWAMURA e cols.,
1991). Por outro lado, os imunoensaios sdo importantes para a determinacao da EPO no soro,
no acompanhamento de casos clinicos (SCHLAGETER e cols., 1990; HAYAKAWA e cols.,
1992; TANEBE e cols., 1992). J& o bioensaio in vivo revelou-se de escolha para a avaliagdao
da atividade eritropoiética, que reflete a eficiéncia clinica (HAYAKAWA e cols., 1992).

Em relagdo as linhagens estudadas no presente trabalho, podemos citar que a B6D2F1,
linhagem hibrida, ¢ o resultado do acasalamento utilizando como mae a linhagem C57Bl/6J
(Black 6 ou B6), e como pai a linhagem DBA/2J (DBA ou D2), (WWW. JAX). Sua curva de
crescimento indica que com 8 semanas de idade, como média e DP do peso corporal, as
fémeas B6D2F1 apresentam a faixa de 18 + 1g, sua pelagem ¢ de cor preta. O camundongo
Swiss Webster (SW), linhagem “outbred” (ndo consangiiineo), tém sido utilizado
extensivamente por décadas para todos os propdsitos na pesquisa e em testes de seguranga de
drogas. Sua curva de crescimento indica que com 8 semanas de idade, como média e DP para
0 peso corporal, as fémeas SW apresentam a faixa de 28 + 2g, sua pelagem ¢ de cor branca

(WWW.TACONIC).

Quadro 3 - Valores hematologicos referentes as linhagens de camundongos empregadas no

presente trabalho (WWW.TACONIC).

Linhagens hemacias (10%/pL) hemoglobina (g/dL) | hematocrito (%)
B6D2F1 8,31 +£0,41 13,9+ 0,50 40,6 = 1,70
Swiss Webster 6,29 + 0,62 12,44 + 0,64 37,31 +£2,84

De acordo com o Quadro 3, observa-se que a linhagem B6D2F1 apresenta valores
hematoldgicos da série vermelha bem maiores, em comparacao com o0s apresentados para a
SW, a qual apresenta faixa de peso corporal mais ampla e de valores muito superiores a
B6D2F1, caracteristicas que podem influenciar a analise dos resultados referentes a avaliagao
da poténcia da thEPO.

A pesquisa dos processos de registro ou de importacao de medicamentos a base de rhEPO,
realizada em Maio/2002 na ANVISA, demonstrou a existéncia de 11 marcas de produtos
registrados ou importados, com um total de 8 marcas de produtos com maior abertura no
mercado Brasileiro, abrangendo Alemanha, Argentina, China, Coréia do Sul, india e Porto
Rico (USA), como paises produtores da rhEPO. Esse levantamento serviu de base para a

conducao dos procedimentos preliminares na aquisi¢ao dos produtos para o presente estudo.
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IT Objetivos:

O presente trabalho teve como Objetivo Geral a avaliacao bioldgica da poténcia da EPO,
sob a forma de rhEPO, presente em amostras de 7 produtos farmacéuticos comerciais, em
atenc¢do ao Programa Nacional coordenado pela ANVISA, referente ao Controle da Qualidade
de medicamentos de elevado valor agregado e de largo emprego pela populagao, como ocorre
com a eritropoetina, face ao crescente aumento do numero de pacientes em tratamento
paliativo crénico por hemodialise.

Por outro lado, com base ao exposto no capitulo da Introducdo, referente a evolugdo
temporal do estudo desse hormodnio, desde o seu isolamento até a obtengdo da rhEPO, ao
longo da qual foram sucessivamente incluidos novos parametros referentes ao seu emprego
terapéutico e, principalmente, ao seu Controle da Qualidade, propuzemo-nos desenvolver os
seguintes Objetivos Especificos:

II.1 Reavaliar os pardmetros preconizados pela Farmacopéia Européia (F.E., 2002), no

sentido de otimizar o ensaio de poténcia biologica da thEPO, em termos do emprego de:

a) linhagens de camundongos normocitémicos, comparando a sensibilidade das linhagens
B6D2F1, preconizada pela F.E. (2002) e Swiss Webster, disponivel na grande maioria dos
biotérios do pais, em relacdo ao Padrao Europeu da rhEPO, devido a impossibilidade do
CECAL em fornecer periodicamente a quantidade necessaria para cada ensaio,

b) modalidades de aplicagdo das doses da rhEPO, em seqiiéncia geométrica de base 2 ou 3,
bem como, em doses unica ou multipla,

¢) metodologia de contagem dos reticuldcitos pela hemolise seletiva, comparando-a com as
descritas na literatura,

d) curva dose-resposta da rhEPO, em camundongos fémeas, no sentido de selecionar o
segmento mais apropriado dessa curva, para a obtencdo da melhor relacdo logaritmica de
poténcia entre o Padrdo Europeu e amostras de produtos contendo a thEPO, objetivando a
primeira tentativa de comparar o ensaio biolégico do tipo 3:3, 6 pontos, unanimamente
aceito para a avaliacao da poténcia da EPO, com o ensaio tipo 2:2, 4 pontos, que requer

namero sensivelmente inferior de animais.
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IIT Material e métodos:

III. 1 Material

I11.1.1 Padrao Bioldgico de Referéncia

Empregou-se o Padrao Bioldgico de Referéncia de Eritropoetina Humana Recombinante

da Farmacopéia Européia contendo 32.500 UI/250 pg/frasco.

II1.1.2 Produtos Farmacéuticos

Recebemos o total de 8 amostras provenientes de 8 produtores de rhEPO.

II1.1.3 Animais de Laboratorio

Foram utilizados camundongos normocitémicos fémeas, pertencentes as linhagens
B6D2F1 e Swiss Webster, com idade de 8 semanas e cujos pesos corporais variaram,
respectivamente, de 16 a 23 g e de 25 a 42 g, animais provenientes do CECAL/FIOCRUZ.
Na elaboracdo dos ensaios de poténcia, procurou-se utilizar os animais cujos pesos
apresentassem valores proximos da média. Protocolo experimental autorizado pela Comissao

de Etica no Uso de Animais (CEUA), n°. PO135-02 procedimento n°. 15.

I11.1.4 Reagentes

- Acido orto - fosférico, MERCK

- Albumina de soro Bovino, fracao V, SIGMA
- Azul de Metileno, MERCK

- Citrato de s6dio, MERCK

- Cloreto de so6dio p.a., MERCK

- Eter etilico p.a., MERCK

- Fosfato de s6dio dibasico p.a., MERCK

- Hidréxido de soédio p.a., MERCK
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I11.1.5 Solugdes reagentes

- Solugdo anti - coagulante, Heparina sodica 5000 UI/5 mL, Liquemine, ROCHE
- Solugao hemolizante, Cianeto de potassio, Cellmlise II, CELLM.

I11.1.6 Equipamentos e acessorios

- Agitador de tubos AP56, PHOENIX

- Agulhas descartaveis 13 x 4,5 G, INJEX

- Autoclave mod. 39206, LUTZ FERRANDO

- Balanga analitica AG204, METTLER TOLEDO

- Balanga analitica HK160, METTLER

- Balanga para pesagem de animais, 3000D, PRECISA

- Baloes volumétricos, 10; 25; 50; 100; 500; 1000 mL, PIREX
- Banho maria DUBNOFT 145, FANEM

- Beckers, 25; 50; 100 mL, PIREX

- Bi - destilador, QUIMIS

- Bomba de vacuo, FANEM

- Caixas para tubos, criogénicas, NUNC

- Camaras Neubauer improved, ASSISTENT

- Camara de vidro para anestesia

- Conjuntos Stericup com membrana de 0,22 ym, MILLIPORE
- Contador de células Leuconor 2, RATHENOW

- Dispensador seriado de 10 pL, KLOEHN

- Destilador, FANEM

- Erlenmeyers, 50; 100; 250 mL, PIREX

- Estantes para tubos de ensaio

- Estufa de secagem, REVCO

- Fluxo Laminar classe II/A, VECO

- Fluxo Laminar classe II tipo B2, VECO

- Freezer — 20°C, BRASTEMP

- Freezer —70°C, REVCO

- QGaiolas plasticas, com grade metalica para conten¢do de animais
- Microcomputador, IBM

- Microscopio E400, NIKON



- pHmetro MP220, METTLER TOLEDO

- Pipetadoras automaticas ajustaveis, 10; 100; 200; 500; 1000 uL, EPPENDORF
- Pipetas graduadas, 10 mL, PIREX

- Pipetas volumétricas, 1; 5 mL, PIREX

- Pipetas Pasteur para coleta de sangue via plexo venoso ocular
- Ponteiras, EPPENDORF

- Refrigerador, CONSUL

- Relogio alarme, HERWEG

- Seringas descartaveis, 1 ¢ 3 mL, BD

- Tubos criogénicos ST- 200- SS, AXYGEN

- Tubos com tampa, 0,5 mL, EPPENDORF

- Tubos de ensaio, BD

- Termo - higrometro, TFA

- Termometro 0-110°C, ARBA

1I1.2 Métodos

I11.2.1 Identifica¢do das amostras

As amostras foram identificadas por ordem de chegada ao INCQS, de A a H, e
armazenadas em condi¢des indicadas pelo fabricante, apds a verificacdo do tempo de
validade, excluindo-se a amostra H que chegou em condi¢des inadequadas, sendo portanto

excluida do estudo.

1I1.2.2 Tratamento dos animais de laboratodrio

Os experimentos foram realizados utilizando-se 36 camundongos fé€meas/ensaio,
distribuidas aleatoriamente em 6 gaiolas, de forma a elaborar um ensaio 3:3, 6 pontos.
Injetou-se o hormdnio por via subcutinea, ao nivel da nuca dos animais, utilizando-se
seringas descartaveis de 3 mL com divisdes de 0,5 mL, para o esquema de dose tnica e de 1
mL com divisdes de 0,01 mL, para o esquema de dose multipla, com agulhas 13 x 4,5 G. As
administracdes de 0,5 mL para o esquema de dose tnica e de 0,2 mL para o esquema de dose
multipla, subdividida em 4 sucessivas aplicagdes didrias, foram realizadas sempre no periodo

compreendido entre 11 as 12 horas.
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Os animais foram mantidos com temperatura de 21 + 2 °C, iluminagao de 12 horas/claro e
12 horas/escuro, com livre acesso a dgua e ragdo. Os animais durante o periodo de quarentena,

de uma semana, e de teste foram manipulados sempre pelos mesmos técnicos.

I11.2.3 Solu¢io Tampao de fosfato de sédio a pH 7,2 com albumina bovina para a

diluicao das amostras e do Padrao de rhEPO

A solugao tampao foi preparada a partir da adi¢ao de 1,075 g de fosfato de sddio dibasico;
0,76 g de cloreto de sédio e 0,1 g de albumina de soro bovino, fracio V, em baldo
volumétrico aferido para 100 mL, completando-se a capacidade nominal com agua destilada.

O pH de 7,2 £ 0,1, foi ajustado com hidroxido de s6dio 1N ou com 4cido orto- fosforico
IN.

Utilizou-se membrana Millipore de 0,22 pm, para filtragem da solugdo que foi

armazenada em geladeira (4 °C), pelo periodo méximo de um més.

I11.2.4 Solucao Padrao estoque de rhEPO para os experimentos com dose tnica

O contetdo de um frasco - ampola do Padrdao Europeu, da Farmacopéia Européia, com
32.500 UI de rhEPO/frasco, foi dissolvido com solugdo tampao, até completar o volume de
um baldo volumétrico aferido para 25 mL, obtendo-se uma concentragdo final de 1.300
Ul/mL. Em seguida, a partir desta solug¢do, 15 frascos estoques com 1000 pL, 10 frascos
estoques com 500 pL, 10 frascos estoques com 250 pL e 25 frascos estoques com 100 pL,
foram preparados e mantidos por um periodo de uma hora em freezer a —70°C, e em seguida

armazenados em freezer a — 20 °C até o momento de uso.

I11.2.5 Soluc¢do de trabalho para a curva padrao da rhEPO, com doses de 5, 10, 20, 40,
80, 160, 320 UI de rhEPO/0,5 mL

O volume de 4923 pL de solu¢do padrdo estoque de rhEPO, foi colocado em baldo
volumétrico aferido para 10 mL, completando-se a capacidade nominal com solugdo tampao.
Desta solucao, contendo 320 UI de rhEPO/0,5 mL, foram transferidos 5 mL para um 2° baldo
volumétrico de 10 mL que, completada a capacidade nominal com solu¢do tampao, obteve-se
a dose correspondente a 160 Ul de rhEPO/0,5 mL. Para as demais doses, 5 ml da solugdo
anterior foram transferidos para um terceiro baldo volumétrico de 10 mL, obtendo-se a dose

de 80 UI/0,5 mL. Procedendo-se assim, sucessivamente, para a obtencao das demais doses,
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isto ¢é, 40, 20, 10 e 5 Ul/0,5 mL, as quais foram transferidas para frascos apropriados que

foram colocados em caixa com gelo até o momento da aplicacao das inje¢des nos animais.

I11.2.6 Soluc¢ao de trabalho do Padrao de rhEPQO, para a obtenciao das doses de 20, 40 e
80 UI/0,5 mL ou de 10, 30 e 90 UI/0,5S mL em esquema de dose tinica, para o ensaio de

poténcia.

Antecedendo cada ensaio, 1231 pL da solugdo padrao estoque de thEPO foram utilizados
para a obtencdo das doses de 80, 40 e 20 UI/0,5 mL e 1384 pL para a obtengdo das doses de
90, 30 ¢ 10 UI/0,5 mL.

Colocados os referidos volumes em baldes volumétricos aferidos para 10 mL e
completada a capacidade nominal com solucdo tampao, foram obtidas as doses de 80 UI/0,5
mL e de 90 UI/0,5 mL. A partir destas, foram preparadas as demais doses, transferindo 5 mL
de cada dose elaborada, para o preparo da dose seguinte referente a seqiiéncia de doses de 40
e 20 UI/0,5 mL, e 3.333 puL de cada dose elaborada, para o preparo da dose seguinte, referente
a seqiiéncia de doses de 30 e 10 UI/0,5 mL. Em ambas as seqiliéncia, foram utilizados baldes
de 10 mL, completados com solugdo tampao até a sua capacidade nominal. As solugdes finais
foram transferidas para frascos apropriados, € os mesmos colocados em caixa com gelo, até o

momento da aplicagdo das injecdes nos animais.

I11.2.7 Solucao Padrao estoque de rhEPQO, para experimentos com dose multipla

O contetido de um frasco - ampola do Padrao Europeu, da Farmacopéia Européia, com
32.500 UI de thEPO, foi dissolvido, com solugdo tampao, até completar a capacidade nominal
de um baldo volumétrico aferido para 25 mL, obtendo-se uma concentracdao final de 1300
Ul/mL. Em seguida, a partir desta solugdo, 15 frascos estoques com 900 uL e 23 frascos
estoques com 500 pL foram preparados e mantidos por um periodo de uma hora em freezer a

—70°C, seguindo-se por armazenagem definitiva em freezer a — 20 °C, até o momento do uso.

I11.2.8 Solucao de trabalho do Padriao de rhEPO para a obtencao das doses em esquema

de dose multipla

A cada ensaio, o volume de 865 pL da solugdo padrio estoque foi utilizado para o preparo
da dose de 22,5 Ul/0,2 mL, completando-se a capacidade nominal do baldo de 10 mL com

solucao tampao. Para o preparo das demais doses, 7,5 ¢ 2,5 UI/0,2 mL, foram sucessivamente
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transferidos 3.333 pL de cada solug¢do elaborada para baldo volumétrico de 10 mL e, em
seguida, completado para a capacidade nominal. Foram preparados 4 frascos/dose, para as
administragdes diarias, por 4 dias. O primeiro frasco de cada dose foi utilizado imediatamente
e os 3 restantes de cada dose, colocados em freezer a — 20 °C até o momento de uso. Os
frascos para as administracdes imediatas foram mantidos em caixas com gelo até o momento

da aplicacao das injegoes.

II1.2.9 Solucdo de trabalho para as preparacées das amostras, em ensaios com dose

miultipla

Foi preparada, a partir da poténcia declarada pelo produtor, em baldo volumétrico de 10
mL, solucao de cada amostra contendo 1125 UI, obtendo-se assim, a dose de 22,5 UI/0,2 mL.
Para o preparo das demais doses, 7,5 e 2,5 Ul/0,2 mL, foram sucessivamente transferidos
3.333 uL de cada solucao elaborada para baldao volumétrico de 10 mL e, em seguida,
completado para a capacidade nominal. Foram preparados 4 frascos/dose para as
administra¢des diarias, por 4 dias. O primeiro frasco de cada dose foi utilizado imediatamente
e os 3 restantes de cada dose, colocados em freezer a — 20 °C até o momento de uso.Os
frascos para as administragdes imediatas foram mantidos em caixas com gelo at¢ o0 momento

da aplicacao das injegoes.
I11.2.10 Solugéo anti - coagulante de Heparina sodica

O volume de 250 pL de heparina, foi adicionado a 750 pL de solucao fisiologica (solugdo
de NaCl a 0,9 % P/V), obtendo-se uma concentracao de 250 Ul/mL, que foi imediatamente
utilizada.

I11.2.11 Soluc¢io de azul de metileno

A partir da adicdo de 0,03 g de azul de metileno a 3 ml de solugdo estoque de citrato de

sodio a 4% P/V (estocada em geladeira), a solugdo corante foi imediatamente utilizada.

I11.2.12 Solugao hemolisante

Adicionaram-se 80 pL de reagente “Cellmlise II” em 1720 pL de solugdo fisiologica que

foi imediatamente utilizada.
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I11.2.13 Coleta de sangue

A coleta de 200 pL de sangue de cada animal ocorreu sempre no periodo de 8 as 10 horas
seguindo-se os Procedimentos Operacionais Padrdes, (POPs) do INCQS/FIOCRUZ.
O sangue foi coletado, empregando-se pipetas Pasteur, heparinizadas com 10 pL da

solucdo anti — coagulante, via plexo venoso ocular, em animais anestesiados pelo éter etilico.

II1.2.14 Avaliacdo experimental

A avaliagdao experimental foi realizada através da contagem dos reticulédcitos, no sangue
periférico, 96 horas ap6s a administracdo da thEPO nos grupos de animais injetados em
esquema de dose Unica e 24 horas ap0s a ultima aplicacdo de rhEPO nos animais em esquema
de dose multipla, periodos especificos necessarios para a produ¢do do nimero maximo de

reticulocitos (ALBERTENGO e cols., 1999).

I11.2.15 Contagem de reticuldcitos por método da hemolise seletiva

Dos 200 pL de sangue, coletados de acordo com o procedimento descrito no item II1.2.14,
40 pL foram transferidos para tubo de ensaio contendo 40 uL de solugdo fisiologica e 70 pulL
de solucdo de azul de metileno a 1%. Homogeneizou-se a mistura através de um agitador
orbital por 3 segundos, apos os quais os tubos foram colocados em banho de agua a 37 + 1°C,
durante 1 hora. Em seguida, foram adicionados em cada tubo, 40 puL de solugao hemolisante,
descrita no item I11.2.13, agitando-se novamente os tubos por 3 segundos e voltando a coloca-
los no banho de 4gua a 37 + 1°C, permanecendo durante 7 minutos. Ao final deste periodo os
tubos foram novamente agitados por 3 segundos, retirando-se, em seguida, o volume de 10 pL
e transferindo-o para o segundo tubo contendo 500 pL de solugdo fisioldgica. Deste ultimo,
foram retirados 10 pL que foram transferidos para a camara Neubauer, para a contagem dos
reticuldcitos, usando microscopio com aumento de 400x, e focalizando os reticulos
correspondentes a area de leitura das hemécias, indicados na figura 7, utilizando 5 reticulos, 4
reticulos das extremidades e 1 reticulo central. O procedimento descrito acima foi realizado
em série de 12 tubos, correspondentes a cada dose e abrangendo 6 animais que receberam o

padrdo e 6 animais injetados com a amostra.
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As leituras foram repetidas até 2 vezes apds o término das leituras de todos os tubos, para
que fosse obtido uma média e considerada como resposta para cada animal. (ALBERTENGO

e cols., 1999, MOURA, 1982; GILMER, 1976; PEEBLES, 1981).

Figura 7: Imagem esquematizada da camara Neubauer, indicando com um circulo a area para
a contagem de hemacias e/ou reticuldcitos.

II1.2.16 Analise estatistica dos dados

As andlises estatisticas aplicadas no presente trabalho, basearam-se nas Farmacopéias
Brasileira (1988) e Européia (F.E., 2002). Para o célculo da poténcia das amostras dos
produtos farmacéuticos, aplicou-se o método de Retas Paralelas, tipo 3:3, 6 pontos, descrito
por Finney (1978). A validade de cada ensaio, foi evidenciada pela andlise da variancia,
através da avaliagdo das significancias da regressdo linear e dos desvios da linearidade e do
paralelismo, sendo considerado valido o ensaio no qual a regressao foi altamente significativa
(P<0,01) e ambos os desvios nao-significativos (P>0,05).

A poténcia e os limites de confianca (P=0,05) das amostras, que devem se situar,
respectivamente, entre 80 e 125% e 64 ¢ 156% (F.E., 2002), foram expressos em relacdo a
poténcia declarada pelo produtor. A precisao da estimativa da poténcia, foi expressa pelo
coeficiente para a ponderagdo de estimativas (W), o qual foi também utilizado para o calculo
da poténcia média ponderada, na vigéncia da combinacdo de ensaios independentes. Nesta
eventualidade, as estimativas de poténcia foram inicialmente submetidas ao teste do y°
(P=0,05), e somente as homogéneas (P>0,05) foram combinadas para o célculo das médias
geométricas ponderadas (Finney, 1978), que foram também utilizados para a aplicagdo de

ensaios 2:2, 4 pontos. Para isto foram selecionados os 6 resultados referentes as doses de 30 e
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90 Ul/animal, do padrdo e de cada amostra, fornecidos pelo ensaio 3:3, 6 pontos em esquema
de doses diarias, sendo os 24 dados restantes, analisados sob a forma de blocos ao acaso.

A validade de cada ensaio, foi evidenciada pela andlise da variancia, através da avaliagdo
das significancias da regressao linear e do desvio do paralelismo, sendo considerado valido,
na vigéncia da regressdo ser altamente significativa (P<0,01) e o desvio do paralelismo nao-
significativo (P>0,05). A poténcia da amostra e os seus respectivos limites de confianca,
devem respeitar os mesmos critérios assinalados no ensaio de 3:3, 6 pontos.

Para facilitar o célculo das estimativas de poténcia empregando o método 3:3, 6 pontos,
foram empregadas planilhas Excel, elaboradas e validadas pelo Laboratério de Farmacologia
do Departamento de Farmacologia e Toxicologia do INCQS/FIOCRUZ.

Os graficos representativos das curvas dose - resposta, foram obtidos aplicando programa
de computador da GraphPad Prism (4* versdo), abrangendo tanto as relagdes ndo - lineares,
como as lineares, fornecendo os respectivos coeficientes de correlagdo, e r, bem como os
valores das inclinagdes (b). Para as analises estatisticas referentes as comparagoes entre 2 ou
entre 3 ou mais médias, foram também utilizados programas de computagdo da GraphPad
Prism, através da aplicagdo de, respectivamente, Teste t ndo-pareado e andlise da variancia,

esta ultima complementada pelo Teste de Tukey.
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RESULTADOS:
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IV. Resultados

O delineamento experimental, elaborado para a execu¢do dos ensaios bioldgicos para a
avaliacdo da poténcia da rhEPO baseou-se, inicialmente, na analise do perfil da curva dose -
resposta padrdo resultante da administragcdo de doses crescentes do hormonio, aplicado sob a
forma de dose tnica e numa seqiiéncia geométrica de base 2, preconizada pela Farmacopéia
Européia (F.E., 2002). Entretanto, embora os primeiros resultados sugerissem o perfil de uma
curva sigmoide, abrangendo, porém , somente o seu trajeto ndo linear inicial e parte do seu
caracteristico segmento retilineo, tornou-se logo evidente a impraticabilidade de obtermos o
efeito maximo induzido pelo hormdnio. Este valor, seguramente elevado pois nao foi obtido
mesmo apods a aplicagdo de doses da ordem de 320 Ul/animal, (Figura 8), acarretaria um
dispéndio acentuado da rhEPO, constituindo-se em fator limitante na execucao dos ensaios de
controle da qualidade de produtos farmacéuticos contendo a eritropoetina como principio
ativo. Muito provavelmente, este deve ter sido o motivo da literatura oficial (F.E., 2002),
preconizar a delimitagdo de um segmento que, embora situado na por¢ao inicial da referida
curva, o seu trajeto retilineo fosse demonstrado através da ocorréncia de desvio ndo
significativo da linearidade. Esta possibilidade, foi devidamente contemplada, através da
analise estatistica das retas de regressdo resultantes da administracao de trés diferentes doses
do horménio, presente na solucdo do padriao de referéncia bem como nos produtos
farmacéuticos em analise. O estabelecimento destes parametros, propiciou um delineamento
experimental adequado para a realizagdo de ensaios de retas paralelas do tipo 3:3, seis pontos,
os quais, além da poténcia biologica da rhEPO presente nas amostras, analisa estatisticamente
também as significancias da regressao linear e dos desvios de linearidade e do paralelismo,

além da precisdo dos ensaios.
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IV.1 CURVAS DOSE-RESPOSTA DO PADRAO EUROPEU DA rhEPO
ADMINISTRADA EM CAMUNDONGOS FEMEAS DA LINHAGEM SWISS
WEBSTER SOB A FORMA DE INJECAO UNICA PELA VIA SUBCUTANEA,
SEGUIDA DA AVALIACAO DO EFEITO 96 HORAS APOS.

IV.1.1 Curva dose-resposta do Padriao Europeu de rhEPO com a administracio das

doses em progressao geométrica na base 2, doses de 5 a 320 UI/0,5 mL/animal

Doses crescentes da rhEPO padrio (Padrao Europeu), aplicadas numa progressao
geométrica na base 2 (5, 10, 20, 40, 80, 160 e 320 UI/0,5 mL/animal), proporcionaram o
aumento dos reticulocitos no sangue periférico, cujos valores médios, embora proporcionais
as doses, ndo se revelaram discriminativos em todos os niveis, devido a acentuada
variabilidade intra-doses, principalmente quando do emprego das menores doses (5 a 40 UI)
como evidenciam a Figura 8 ¢ a Tabela 1.

De fato, ndo se revelaram discriminativos os efeitos induzidos por 5 Ul, em relagdo a 10
UI, bem como os causados por 20 Ul comparativamente a 40 Ul. Além disso, estas duas
ultimas doses apresentaram os DPs e os correspondentes CVs mais elevados,
comparativamente aos demais encontrados ao longo da curva (Tabela 1), aspecto importante
pois o CV elevado se constitue no principal fator responsavel pelo aumento do intervalo entre
os limites fiduciais da poténcia da rhEPO, com implica¢des diretas na precisdo e na validade

do ensaio.
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Figura 8 — Curva dose-resposta resultante da administracio subcutinea de doses
crescentes de 5, 10, 20, 40, 80, 160 e 320 UI/0,5S mL/animal do Padriao Europeu da
rhEPO, sob a forma de dose tnica em camundongos fémeas Swiss Webster. Coletou-se o
sangue 96 h ap6s. Cada ponto corresponde a média e desvio padrao (M £+ DP) de 6 animais,
referente ao niamero de reticuldcitos presentes em 5 reticulos da camara Neubauer. Os animais
controles (T) foram tratados com igual volume do tampdo de dilui¢do do padrio e das
amostras. Notar os diferentes valores das inclinacoes (b) e dos coeficientes de correlacao
nao linear (rz), nos trechos abrangendo o intervalo entre as doses de: * 5 a 40 UI; ** 20 a
80 UI; ***5 a 320 UI; ****40 a 320 Ul e *****80 a 320 U, verificando-se que este ultimo
intervalo apresenta maior inclinacio e melhor correlacio, sugerindo que esse segmento
se encontra proximo do ponto central da curva.
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Tabela 1 - Contagens microscopicas de reticuldcitos pelo método da hemdlise seletiva
em resposta a administracdo subcutinea de doses crescentes de 5 a 320 UI/0,S
mL/animal do Padriao Europeu de rhEPO sob a forma de dose unica em camundongos

fémeas Swiss Webster.

doses (UI/animal) M DP CV (%)

0 20,67 6,28 30,38

T 28,16 3,76 13,35

5 31,17 2,23 7,15

10 30,67 3,20 10,43

20 42,50 14,05 33,06

40 46,67 12,18 26,10

80 56,50 9,89 17,50

160 74,33 14,22 19,13
320 93,50 15,31 16,37

Coletou-se o sangue 96 h apo6s a administragdo das doses. Resultados correspondentes a
média (M), desvio padrdo (DP) e coeficiente de variagdo (CV) de 6 animais/grupo, referentes
ao numero de reticuldcitos presentes em 5 reticulos da camara Neubauer. 0 e T representam
os grupos controles, respectivamente o negativo e o tratado com 0,5 mL de solu¢do tampao de
diluigdo.

Confirmando os resultados assinalados na Figura 8 e na Tabela 1, verificamos que a
administracao do Padrdo Europeu, em concordancia com a seqiiéncia de doses preconizada
pela F.E (2002) para a execugdo dos ensaios de poténcia do hormonio, isto ¢ de 20, 40 e 80
UI/0,5 mL/animal sob a forma de aplicacdo de dose unica, apresentaram sistematicamente
elevados DPs e indices de CV, respectivamente 4,35 a 18,46 e¢ 12,88 a 42,96, como
claramente mostra a Tabela 2 na qual verifica-se também que em 100% dos ensaios os CVs
apresentam valores superiores a 10%, condi¢do que tornou impraticavel a analise de poténcia
das amostras dos diferentes lotes de produtos farmacéuticos, empregando-se essa modalidade

de administragdo da rhEPO.
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Tabela 2 - Contagens microscopicas de reticuldcitos pelo método da hemdlise seletiva em
resposta a administracio subcutinea das doses de 20, 40 e 80 UI/0,SmL/animal do
Padrao Europeu de rhEPO sob a forma de dose tinica em camundongos fémeas Swiss

Webster.

Doses 20 Ul 40 Ul 80 Ul
Ensaios

M DP CV(%) M DP CV(%) M DP CV(%)

1° 35,17 09,64 27,41 54,67 18,46 33,77 62,83 15,39 24,49
2° 33,33 05,32 15,96 4433 07,82 17,64 54,67 07,31 13,37
3° 31,60 05,89 18,64 34,33 08,48 24,70 54,00 17,86 33,07
4° 28,00 10,71 38,25 40,83 17,54 42,96 52,33 15,94 30,46
5° 38,67 11,55 29,87 46,00 10,92 23,74 55,83 10,44 18,70
6° 35,50 12,34 34,76 55,83 07,19 12,88 64,17 17,52 27,30
7° 29,83 06,24 20,92 38,17 14,32 37,52 48,00 08,88 18,50
8° 33,00 08,34 25,27 43,50 06,89 15,84 56,17 09,72 17,30
9° 31,83 04,35 13,67 32,50 12,16 37,41 50,00 08,51 17,02

10° 33,83 10,80 31,92 46,33 08,82 19,04 59,17 13,95 23,27

Coletou-se o sangue 96 h ap6s a administracao das doses. Valores correspondentes a M, DP
e CV(%), como referido na tabela 1, de 6 animais/dose, referentes ao numero de reticulocitos
presentes em 5 reticulos da camara Neubauer. Notar os elevados valores de DP e CV, cujos
respectivos extremos (04,35 a 18,46 e 12,88 a 42,96) estdo assinalados em negrito.

IV.1.2 Curva dose-resposta do Padrio Europeu de rhEPO com a administracio das

doses em progressio geométrica na base 3, doses de 10; 30 e 90 UI/0,5 mL/animal

Frente a essas condi¢des inadequadas, recentemente optou-se por um espagamento
geométrico de fator 3, inicialmente sugerido por AILBERTENGO e cols. (1999), e
posteriormente padronizado por RAMOS (2001), que selecionaram as doses de 10, 30 e 90
Ul/0,5 mL/animal, mantendo, porém, a modalidade de dose unica. Embora esta nova
condicdo tenha proporcionado efeitos mais discriminativos, continuaram presentes o0s
elevados indices de variabilidade intra-doses (CVs de 9,66 a 31,69), como mostra na Tabela
3, na qual se afigura evidente a proximidade de efeitos induzidos pelo horménio e pela

solugdo tampao diluente da thEPO, cuja diferen¢a ndo ¢ significativa (P>0,05).
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Tabela 3 - Contagens microscépicas de reticulocitos pelo método da hemdlise seletiva em resposta a administracio subcutinea das doses de 10,

30 ¢ 90 UI/ 0,5 mL/ animal de Padriao Europeu de rhEPO, sob a forma de dose tinica em camundongos fémeas Swiss Webster.

0 T 10 UI 30 UI 90 UI
Ensaios

M DP CV M DP CV M DP CV M DP CV M DP CV
1°- - - - - - - 35,60 06,36 17,86 42,70 05,58 13,07 60,90 09,16 15,04
2°- 22,17* 04,45 20,07 33,00* 05,21 15,79 33,67* 05,43 16,13 43,83 04,71 10,75 59,83 05,78 09,66
3°- - - - - - - 35,50 11,25 31,69 46,33 07,53 16,25 68,00 11,15 16,40
4°- 20,67** 06,28 30,38 28,16** 03,76 13,35 30,67** 03,20 10,43 45,17 07,28 16,12 72,17 09,91 13,73

0 T 10 UI 30 UI 90 UI

MM 21,42 30,58 33,86 44,51 65,22

Coletas de sangue e valores correspondentes a M, DP ¢ CV(%) de 6 animais/dose, como indicado na Tabela 1. MM, refere-se a média dos valores médios (M). 0 e T, representam
os grupos controles, respectivamente o negativo e o tratado com 0,5 mL de solu¢do tamponada de diluicdo da rhEPO. As analises das varidncias, envolvendo os resultados
desencadeados por estes grupos controles e pela dose 10 Ul, indicados por um asterisco (*) no 2° ensaio e dois (**) no 4° ensaio, revelaram em ambas as analises, diferengas
significativas entre 0 e 10 UI (P<0,01) e 0 ¢ T (P<0,01 no 2° ensaio e P<0,05 no 4° ensaio) e diferencas ndo-significativas (P>0,05) entre T e 10 Ul Notar que os elevados valores
de CV continuam presentes, embora seus limites extremos, evidenciados em negrito (09,66 e 31,69), se revelem inferiores aos assinalados na Tabela 2.
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IV.2 CURVAS DOSE-RESPOSTA DA rhEPO PRESENTE NO PADRAO EUROPEU
E NAS AMOSTRAS DE PRODUTOS FARMACEUTICOS, ADMINISTRADA PELA
VIA SUBCUTANEA EM CAMUNDONGOS SWISS WEBSTER, FEMEAS, SOB A
FORMA DE DOSE MULTIPLA SUBDIVIDIDA EM QUATRO SUCESSIVAS
APLICACOES DIARIAS SEGUIDAS DA AVALIACAO 24 HORAS APOS A
ULTIMA APLICACAO.

Nesta nova programacao, padronizada por SCHMIDT (2003), o horménio foi aplicado na
mesma seqiiéncia de doses de 10, 30 e 90 Ul/animal, porém cada uma delas subdividida em
quatro sucessivas aplicacdes diarias de, respectivamente, 2,5; 7,5 e 22,5 UI/0,2
mL/camundongo. A injecdo repetida do hormoénio, além de proporcionar resultados
sensivelmente maiores, comparativamente aos obtidos com dose Unica, os mesmos se
revelaram mais consistentes ¢ homogéneos além de bem discriminativos, notando-se
acentuada diminui¢do das variabilidades intra - doses, com conseqiiente queda dos DPs e dos
CVs, como ilustra mais adiante a Tabela 4, referente aos resultados obtidos com o Padrio
Europeu de rhEPO ao longo de todos os ensaios realizados para a analise de poténcia do
hormonio presente em produtos farmacéuticos, empregando-se a linhagem Swiss Webster,
apresentados na Tabela 5, bem como nos experimentos, na secao IV.4, em que se comparou a

sensibilidade desta linhagem com a linhagem B6D2F1, preconizada pela F.E. (2002).

IV.2.1 Curvas dose-resposta do Padrido Europeu de rhEPO administrado pela via
subcutinea em camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster sob a forma de dose

multipla.

Foram realizados 7 ensaios em que se aplicou o Padrao Europeu da rhEPO, sob a forma de
doses repetidas de 2,5; 7,5 e 22,5 Ul/0,2 mL/animal/dia, para o total de 10, 30 e 90 Ul/animal,
a fim de poder comparar os resultados descritos na Tabela 4, com os correspondentes da
Tabela 3 obtidos com o mesmo Padrao e pelas mesmas doses, aplicadas porém sob a forma de
dose tinica. Em dois desses ensaios (1° e 6°), foi incluido um quarto grupo de 6 animais que
foram injetados com a solucao tampao diluente da rhEPO, na seqiiéncia de 0,2 mL/animal/dia,
durante 4 dias. Como evidencia a Tabela 4, o valor da média das médias (MM) deste Tampao
(T) ¢é praticamente da mesma ordem de grandeza do correspondente da Tabela 3, embora
tenha sido injetado uma unica vez. Entretanto, os aumentos altamente significativos
(P<0,001) dos efeitos induzidos indistintamente pelas 3 doses (10, 30 e 90 UI) sob a forma de

doses repetidas, em comparacdo aos correspondentes valores registrados na Tabela 3,
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proporcionaram uma diferenga também altamente significativa (P<0,001) entre os efeitos

induzidos pelo tampao e pela dose de 10 UI (Tabela 4).

Tabela 4 - Contagens microscopicas de reticulocitos, pelo método da hemdlise seletiva
em resposta a administragcao subcutanea de doses de 2,5; 7,5 e 22,5 UI/0,2 mL/animal de
Padrio Europeu da rhEPO sob a forma de 4 sucessivas aplicacdes diarias em

camundongos fémeas Swiss Webster para um total de 10, 30 e 90 Ul/animal.

DOSES — (UI/animal)

T 10 30 90

M DP CV M DP CV M DP CV M DP CV

Ensaios

1°-36,17* 08,23 22,78 65,17* 05,38 08,25 89,17 05,04 05,65 102,17 08,38 08,20

2°- - 73,83 08,61 11,66 96,83 11,12 11,48 115,00 07,65 06,64

3°- - 71,67 05,24 07,31 90,66 06,15 06,78 115,33 04,18 03,62

4°- - 63,33 04,63 07,31 85,00 06,39 07,52 106,33 08,26 07,77

5°- - 64,17 09,04 14,09 89,33 04,92 05,52 106,33 05,95 05,59

6°-31,00* 05,40 17,42 60,83* 04,35 07,15 92,50 06,53 07,06 110,00 07,82 07,11

7°- - 81,83 08,75 10,69 96,50 07,37 07,64 113,33 05,89 05,20
T 10 Ul 30 UI 90 UI

MM 33,58 68,69 91,43 109,35

Coletou-se o sangue 24 h apos a ultima aplicagdo das doses repetidas. Valores M, DP e
CV(%), como assinalado nas Tabelas 1, 2 e 3. T, indica a aplicacdo repetitiva de 0,2
mL/animal, da solu¢ao tampao, em grupos de 6 animais. Notar: 1°) que a grande maioria dos
CVs, sdo sensivelmente inferiores aos encontrados no esquema de dose tnica (Tabelas 1, 2 e
3); 2°) que os unicos valores de CVs superiores a 10%, assinalados em negrito, ocorreram
com as menores doses de thEPO; 3°) que a MM do grupo T ¢ da mesma ordem de grandeza
do valor correspondente assinalado na Tabela 3, porém bem inferior ao efeito induzido por 10
Ul, cuja andlise estatistica revelou diferenca altamente significativa (P<0,0002). Resultado
analogo (P<0,0001) foi obtido analisando-se o 1° e/ou o 6° ensaios, usando-se as médias € os
respectivos 6 valores de cada grupo, assinalados por um asterisco (*); 4°) que os efeitos
(MM) induzidos pelas 3 doses (10, 30 e 90 Ul/animal), s3o marcadamente superiores aos
correspondentes obtidos com o esquema de dose unica (Tabela 3) , cuja andlise da variancia
revelou diferencas altamente significativas (P<0,001) , indistintamente, para as 3 doses.
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IV.2.2 Ensaios biolégicos de poténcia da rhEPO presente em produtos farmacéuticos em
comparac¢io com o Padrao Europeu através da aplicacdo de dose multipla do hormonio

em camundongos da linhagem Swiss Webster, fémeas.

Os resultados da Tabela 4, onde se destacam os reduzidos valores de DP e,
consequentemente, dos CVs, estes ultimos apresentando valores variaveis entre 3,62 e 14,09,
dos quais, a grande maioria (81%) abaixo de 10, proporcionaram condi¢des adequadas para
uma analise comparativa da thEPO Padrdo, com a presente nas amostras provenientes de
produtos farmacéuticos.

Com efeito, os resultados obtidos nessas avaliacdes de poténcia, ao serem submetidas ao
calculo estatistico de Retas Paralelas 3:3, seis pontos, demonstraram a sua validade por
cumprir os requisitos de regressao, paralelismo e linearidade.

Com excegdo da amostra F, cujo resultado se afigura bem inferior ao declarado, em
virtude dos demais ensaios apresentarem reduzidos valores de CVs intra - doses, variaveis de
1,38 a 14,09, incluindo-se os valores do padrdo e das amostras, executou-se somente um
unico bioensaio para cada produto, cujas precisoes sao evidenciadas pelos elevados valores do
coeficiente para a ponderagdo das estimativas (W), varidveis entre 230 e 1012, e pelos valores
menores que 1,1 e proximos da unidade, apresentados pelo fator C, referente a precisdo da
inclinagdo das retas.

Somente a amostra F foi submetida a um segundo bioensaio, confirmando o resultado
insatisfatorio do primeiro. Da combinacdo das estimativas dos dois bioensaios da amostra F,
resultou a poténcia transcrita na Tabela 5, a qual ndo indica o valor para o fator C da anélise
da amostra F, pois o resultado do fator C ¢ caracteristico para os testes independentes e nao

para a combinagao das estimativas de poténcia.
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Tabela 5 - Poténcia, limites fiduciais (P=0,95) e precisio das estimativas de avaliacio comparativa de rhEPO presente em produtos
farmacéuticos com o Padrio Europeu em ensaios biolégicos com injecio multipla do horménio e contagem dos reticuldcitos pelo método da
hemolise seletiva.

Poténcia estimada para as amostras e seus coeficientes de avaliaciio da precisio.

Poténcia Precisao
declarada encontrada Limites de confianca C w
Amostra (UI/mL) (UI/mL) % (P=0,95)
A 1000 1159,30 115,93 92,38 - 146,19 1,02 427
B 2000 2214,62 110,73 81,23 - 151,88 1,03 230
C 1500 1593,07 106,20 84,61 - 133,56 1,01 432
D 4000 4202,07 105,05 80,19 - 137,93 1,02 306
E 1000 1026,08 102,61 88,41 - 119,13 1,01 1012
F** 2000 1008,95 50,45 41,15- 61,85 - 516
G 16.666 17230,07 103,39 81,99 - 130,51 1,02 416

Coletou-se o sangue 24 h apds a ultima aplicacdo das doses. W = coeficiente para a ponderacao da estimativa; C = precisdo da inclinacao das retas, e
** indicam que foram realizados 2 ensaios independentes combinados cujo resultado ¢ expresso em poténcia média ponderada (R) e seus limites de

confianga.
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IV.3 ESTUDO COMPARATIVO ENTRE AS LINHAGENS B6D2F1 E SWISS
WEBSTER EM RESPOSTA A INJECAO SUBCUTANEA DO PADRAO EUROPEU
DA rhEPO SOB A FORMA DE DOSE MULTIPLA SUBDIVIDIDA EM QUATRO
SUCESSIVAS APLICACOES DIARIAS.

Embora as curvas dose-resposta do hormdnio em relagdo as duas linhagens,
apresentem perfil analogos, as Tabelas 6 e 7 mostram com evidéncia que nos
trés bioensaios realizados, os camundongos fémeas da linhagem B6D2F],
preconizada pela F.E. (2002), se revelaram 24% mais sensiveis ao Padrdo
Europeu da rhEPO (Tabela 6), comparativamente a linhagem Swiss Webster.
Este valor resultou da combinagdo desses trés bioensaios, a qual proporcionou
um elevado valor referente ao coeficiente para a ponderacao (W), da ordem de
1.541, resultado que indica a alta precisdo desses ensaios. Em virtude da
significativa diferenca entre os pesos corporais das duas linhagens, no mesmo
periodo de crescimento de 8 semanas, esses valores ponderais foram incluidos
na Tabela 6, pois serdo analisados em termos de provaveis integrantes dos
fatores responsaveis por essa diferenca de sensibilidade das duas linhagens a

producao de reticulocitos induzida pela rhEPO.
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Tabela 6 - Ensaios de Retas Paralelas para a avaliacio comparativa da sensibilidade entre as linhagens B6D2F1 e Swiss Webster em resposta

a aplicacao subcutinea do Padriao Europeu de rhEPO sob a forma de doses crescentes de 2,5; 7,5 e 22,5 Ul/0,2 mL/animal em esquema de

quatro sucessivas aplicacoes diarias em camundongos fémeas, para um total de 10, 30 e 90 Ul/animal.

Estimativa da sensibilidade de Swiss Webster frente ao B6D2F1

Peso corporal (g) Estimativas Combinacio das estimativas
Ensaios B6D2F1 Swiss Webster S (%) S.nf. - S.sup. (%) C \W4 S (%) S.inf. - S.sup. (%) W
M DP CV M DP CV
1° 18,08 01,29 07,13 31,42 01,85 05,89 75 58 96 1,02 360
2° 18,78 01,06 05,64 3591 02,05 05,71 78 60 101 1,02 340 76 67 - 85 1541
3 19,16 01,06 05,53 30,89 01,63 05,28 75 64 88 1,01 841

MM 18,67 32,74

Os valores indicados por M, MM, DP e CV, como assinalados nas tabelas anteriores, porém em rela¢do ao peso de 6 animais de cada grupo de ambas
as linhagens, cuja andlise estatistica revelou diferencas altamente significativas (P<0,01) entre os pesos das duas linhagens que foram avaliadas
separadamente através de ensaios independentes, ou globalmente comparando-se as MMs resultantes dos 3 ensaios de cada linhagem. O percentual de
sensibilidade (S%) da B6D2F1, revelou-se 76% superior a Swiss Webster, com limites fiduciais proximos além de elevados indices de exatiddo,
revelados pelos valores de C (fator de precisdo da inclinagdo da reta) em torno de 1,0 e pelos elevados valores de W (coeficiente para a ponderagdo)

que na combinagdo das 3 estimativas da sensibilidade, atingiu valores da ordem de 1541.
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Tabela 7 - Contagens microscépicas de reticuldcitos, pelo método da hemolise seletiva em resposta a administracio subcutinea de doses de
2,5; 7,5 e 22,5 Ul/0,2 mL/animal de Padriao Europeu da rhEPO sob a forma de 4 sucessivas aplicacoes diarias em camundongos fémeas

B6D2F1 e Swiss Webster para um total de 10, 30 e 90 Ul/animal.*

B6D2F1 Swiss Webster
Ensaios doses M DP CV M DP CvV
10 73,83 05,11 06,96 69,67 07,53 10,81
1° 30 98,50 05,61 05,69 91,17 09,09 09,97
90 113,33 06,98 06,16 109,50 05,32 04,86
10 71,33 05,08 07,12 65,50 07,26 11,08
2° 30 96,83 05,42 05,60 92,00 07,64 08,30
90 112,00 06,35 05,67 108,67 09,69 08,97
10 77,33 07,89 10,20 70,83 02,64 03,73
3° 30 97,17 01,60 01,65 88,17 06,49 07,36
90 118,50 04,04 03,41 117,00 02,00 01,71

* Resultados referentes ao estudo comparativo entre as duas linhagens, ilustrado resumidamente na tabela 6. Os valores assinalados por M, DP e CV,
como indicados nas tabelas anteriores, em relagdo ao niimero de reticuldcitos de 6 animais de cada grupo de doses para ambas as linhagens estudadas.

Notar que os valores de CVs maiores referem-se ao emprego da menor dose (10 Ul/animal).
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IV.4 ESTUDO COMPARATIVO PARA AVALIAR A VARIAVEL PESO
CORPORAL, EMPREGANDO GRUPOS DE ANIMAIS DA MESMA IDADE,
POREM, DE PESOS DIFERENTES DA LINHAGEM SWISS WEBSTER, EM
RESPOSTA A INJECAO SUBCUTANEA DO PADRAO EUROPEU DA rhEPO SOB
A FORMA DE DOSE MULTIPLA SUBDIVIDIDA EM QUATRO SUCESSIVAS
APLICACOES DIARIAS.

No sentido de evidenciarmos uma possivel correlagdo entre o peso corporal dos animais,
com a amplitude das respostas induzidas pela rhEPO em termos de producdo de reticuldcitos,
foram realizados ensaios preliminares empregando-se fémeas de camundongos da linhagem
Swiss Webster, de 8 semanas de idade, porém com acentuada variagdo ponderal. Isto
possibilitou a formagdo de dois grupos de animais, bem delineados em termos de
homogeneidade de peso, com amplitude suficiente para se diferenciarem significativamente
(P<0,05) dos integrantes do grupo oposto, recebendo as denominacdes de grupos leve e
pesado, assinalados na Tabela 8.

Foram realizados 3 ensaios com cada grupo, através da aplicagdo de 10 UI de rhEPO, sob
a forma de doses repetidas ou multipla, subdividida em 4 aplicagdes de 2,5 UI/0,2 mL/dia. Os
resultados ilustrados na Tabela 8, mostram diferencas significativas (P<0,05), entre os pesos
dos 2 grupos, verificando-se que os animais mais leves respondem de forma mais acentuada
aos estimulos hormonais da thEPO em termos de produgdo de reticulocitos, com diferencas
significativas (P<0,05) em relagdo aos animais pesados. Complementando esta
particularidade, merece ser destacada a resposta bem mais homogénea dos animais leves,
cujos valores médios sdo acompanhados por DPs e CVs de expressdo bem inferior aos
encontrados nos animais pesados (Tabela 8), aspecto da maior relevancia em termos de maior
exatiddo e precisdo dos ensaios biologicos e que podera desempenhar papel importante no

eventual emprego rotineiro dessa linhagem para a avaliacao de poténcia da rhEPO.
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Tabela 8 - Contagens microscopicas de reticulocitos pelo método da hemolise seletiva em
resposta a administracio subcutinea de 2,5 Ul/0,2 mL/animal de Padriao Europeu da
rhEPO, sob a forma de dose multipla para o total de 10 Ul/animal, em camundongos

fémeas, Swiss Webster de 8 semanas de idade, porém de pesos diferentes.

Peso corporal (g) Numero de reticuldcitos
Grupos Leve Pesado Leve Pesado
Ensaio M DP CV M DP CV M DP CV M DP CV
1° 28,80 0,45 1,56 38,04 0,79 2,08 80,00 4,30 5,37 70,40 7,30 10,37
2° 33,50 2,22 6,62 41,82 1,14 2,72 74,20 1,30 1,75 66,80 4,21 06,30
3° 32,48 1,74 5,36 40,62 1,19 2,93 75,40 4,50 5,97 65,00 8,45 13,00
Leve Pesado Leve Pesado
MM 31,59* 40,16* 76,53%* 67,40%*

M, DP, CV e MM, como indicados nas tabelas anteriores. As MMs, assinaladas com um (*)
asterisco, referente ao peso corporal e com dois (**), referente a produgdo de reticulocitos,
submetidas a analise estatistica pelo Teste t, revelaram-se significativamente diferentes
(P<0,05). Notar: que os grupos significativamente mais leves (31,59%) causaram uma
resposta significativamente (P<0,05) maior de producdo de reticuldcitos (76,53**), além de
mais homogénea, pois sdo evidentes as menores variagdes dos DP e CV, assinaladas em
negrito, nos animais mais leves comparativamente aos mais pesados, indistintamente, nos 3
ensaios bioldgicos.
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DISCUSSAO:
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V — DISCUSSAO

A producdo de EPO pela tecnologia do DNA recombinante, obtendo-se a thEPO, que ¢
representada por uma glicoproteina complexa com grau varidvel de isoformas, tornou
absolutamente necessario o emprego de ensaios in vivo para a avaliacdo de sua poténcia
bioldgica (LOWRY e cols., 1960; TRAN e cols., 1991; MORIMOTO e cols., 1996; RHODE,
1998). Analogamente aos congéneres, esses ensaios se caracterizam pela sua elevada
variabilidade, a qual torna-se particularmente evidente quando os produtos em analise ndo sao
administrados por unidade de peso, mas por animal, como ocorre no ensaio da poténcia da
rhEPO.

Devido a existéncia dessa variabilidade, que ¢ avaliada pela medida dos coeficientes de
variagdo (CV%), que podem atingir graus elevados, as vezes suficientes para invalidar os
ensaios, depreende-se facilmente a primordial finalidade na elaboracao dos testes in vivo, qual
seja a de minimizar a0 maximo o nivel de variabilidade das respostas fisioldgicas ou
farmacoldgicas dos animais, aos estimulos induzidos por agentes quimicos de origem
enddgena ou exogena. A inobservancia deste controle, poderd inviabilizar a aplicacdo de
analises estatisticas sofisticadas, especificamente elaboradas para cada ensaio bioldgico in
Vivo.

O ensaio de poténcia da thEPO, ndo fugiu a essa regra e as consideragdes descritas a
seguir, exemplificam com evidéncia a evolu¢do de alguns aspectos envolvidos no amplo
estudo visando determinar os niveis adequados de sensibilidade e de variabilidade bioldgicas
para a elaboragdo de um ensaio dessa natureza. Com efeito, fundamentando-se no aumento do
nimero de reticuldcitos no sangue periférico, em resposta a doses crescentes do hormdnio
pela via subcutanea em camundongos de pesos variando entre 16 ¢ 20 g e entre 28 ¢ 34 g,
respectivamente das linhagens B6D2F1 e Swiss Webster, elevado indice de variabilidade
revelou-se de forma evidente e comparavel ao previamente descrito empregando-se outra
linhagem de camundongos, a CF1, de peso variando entre 26 ¢ 32 g (ALBERTENGO e cols.,
1999; RAMOS, 2001; RAMOS ¢ cols., 2003; SCHMIDT ¢ cols., 2003). De fato, nossos
primeiros resultados, administrando doses crescentes do hormonio, sob a forma de aplicagdo
unica, segundo uma seqiiéncia geométrica de base 2, seguida da colheita de sangue, 96h apos,
revelou elevados CVs, que inviabilizaram a grande maioria dos nossos ensaios preliminares
(Tabelas 1 e 2; pags 38 e 39 ). Assinale-se que, procurando realizar ensaios mais precisos e
exatos, em analogia a linhagem CF1, colhemos as amostras sangiiineas no periodo em que o
nivel de resposta do hormdnio, ¢ mais significativo e os valores de CV menos acentuados

(ALBERTENGO e cols., 1999; RAMOS, 2001), bem como usamos somente as fémeas, cujo
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CV médio intra-doses ¢ sensivelmente menor (13,1%) do observado com os machos (20,3%)
(SCHMIDT e cols., 2003), este ultimo resultado corrobora com dados da literatura
(HAYAKAWA ¢ cols.,1992; CHOI e cols., 1996, BRISTOW, 1997; RAMOS, 2001;F.E.,
2002).

Nao obstante a ado¢do desses cuidados, o fator de variagdo ocorreu indistintamente e
praticamente na mesma intensidade, nas duas linhagens empregadas em nossos experimentos,
bem como na CF1 (ALBERTENGO e cols., 1999; RAMOS, 2001; SCHMIDT e cols., 2003),
sugerindo que essa variabilidade ndo deva estar fundamentalmente relacionada com
determinada linhagem mas, muito provavelmente, com as modalidades do estimulo hormonal
empregado, bem como as diferentes metodologias usadas para a contagem dos reticulocitos.

Em termos de estimulo hormonal, destacam-se os dois modelos de aplicacdo das doses,
isto € sob as formas de doses Unica ou multipla, bem como a amplitude do intervalo entre elas.
Com relacdo a este ultimo, embora a FE (2002), preconize uma seqiiéncia geométrica das
doses na base 2, verificamos que o emprego da seqiiéncia de 5, 10 20, 40, 80, 160 e 320 UI do
horménio, induz efeitos pouco discriminativos, principalmente com as menores doses que
estdo situadas muito proximas (Fig. 8, Tab. 1; pags 37 e 38 ), resultados que corroboram com
os obtidos por ALBERTENGO e cols.(1999), que sugeriram uma seqii€ncia geométrica na
base 3, indicando as doses de 10, 30 ¢ 90 Ul/animal. O aumento de forma nitida dos
espagamentos entre as doses proporcionou uma curva mais discriminativa, como demonstrou
RAMOS (2001) ao padronizé-la experimentalmente, aplicando o hormoénio sob a forma de
dose unica, embora continuassem elevados os niveis de CV, principalmente em relacdo as
duas primeiras doses, com implicagdes diretas sobre o desenvolvimento dos ensaios de
poténcia da thEPO. Além dos CVs elevados, observou-se que a dose de 10 UI/0,5mL/animal,
aplicada sob a forma de dose tnica, promove resultados proximos dos induzidos pelo tampao
usado para diluir a thEPO (Tabela 3, pg 40), em relacdo ao qual comprovou-se ndo existirem
diferencas significativas (P>0,05), fato que chegou a determinar a exclusdo de animais, dos
calculos estatisticos dos ensaios de avaliagdo da poténcia da rhEPO, caso evidenciassem
respostas inadequadas (STORRING e GAINES, 1992; BRISTOW, 1997), aspecto
inegavelmente importante mas que foi recentemente minimizado, com a introducdo da
modalidade de aplicacdo do hormonio sob a forma de aplicagdes repetidas, padronizada por
SCHMIDT (2003) e SCHMIDT e cols., 2003) e por nés confirmados neste trabalho, como
veremos mais adiante.

Entretanto, a avalia¢do da poténcia da rhEPO, continua a ser preconizada pela F.E. (2002),
através da aplicacdo do hormdnio sob a forma unica, embora RAMOS (2001), ao comparar os

métodos visuais, de coloracdo com azul de cresil brilhante e de hemolise seletiva, com o
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método automatizado de citometria de fluxo, verificou que, indistintamente, sdo necessarios,
pelo menos, 2 ou mais ensaios independentes, para os limites de confianga da poténcia da
rhEPO se situarem no intervalo preconizado pela literatura oficial (F.E., 2002), isto €, entre 64
e 156%, embora o ensaio automatizado tenha propiciado maior exatiddo, confiabilidade e
rapidez, ao contrario dos dois primeiros que sdo mais trabalhosos e demorados e com maiores
riscos de erros inerentes aos métodos visuais (ALBERTENGO e col., 1999; RAMOS, 2001;
RAMOS e cols., 2003).

Frente a esse uso excessivo de animais e considerando que o emprego do hormodnio na
espécie humana, baseou-se em estudos farmacocinéticos que proporcionaram esquemas
terapéuticos nos quais, em geral, o hormonio ¢ administrado sob a forma de injegdes
multiplas, isto ¢, 3 vezes por semana (ESCHBACH e ADAMASON, 1989). SCHMIDT
(2003) aprimorou e padronizou o ensaio de poténcia da thEPO, complementando os trabalhos
de ALBERTENGO e cols. (1999) e RAMOS, 2001), utilizando o método automatizado de
citometria de fluxo, para a contagem dos reticuldcitos sangiiineos e aplicando o hormonio sob
a forma de dose multipla, isto ¢, subdividida em 4 sucessivas aplicagdes diarias, comparando-
o com o de dose unica. SCHMIDT (2003) verificou que o estimulo diario dos animais
produziu aumento significativo no nivel de reticuldcitos, resultado que se estendeu até com
doses totais reduzidas de thEPO da ordem de 4, 12 e 36 Ul/animal, sensivelmente inferiores
as usadas, porém na mesma proporc¢ao, nos ensaios de dose unica (EDU), isto ¢ de 10, 30 ¢ 90
Ul/animal. Este resultado, além de conferir maior grau de sensibilidade, ao ensaio de dose
multipla (EDM), revelou também que este ultimo utiliza menores quantidades de hormonio. A
associagdo destes dados, com as acentuadas quedas dos CVs intra-doses (Tabela 4, pag 42) e
o aumento significativo da precisdo, calculada através dos elevados valores de ponderagao
estatistica (W), possibilitou a realizacdo de um unico ensaio de poténcia para a avaliacdo de
amostras de 12 produtos farmacéuticos SCHMIDT (2003), em virtude de todos eles
apresentarem, valores de poténcia e respectivos limites fiduciais cumprindo os parametros
indicados pelo Orgdos Reguladores (F.E., 2002), que preconizam os intervalos de 80% a
125% e de 64% a 156%, respectivamente,para a poténcia e para os seus limites de confianca.
Os EDU s, pelo contrario, necessitaram a combinagdo de, pelo menos, 2 ensaios independentes
(RAMOS, 2001; SCHMIDT, 2003), para o seu “ajuste” nas referidas especificagdes, embora
o intervalo dos limites fiduciais da poténcia apresentassem maiores amplitudes,
comparativamente aos EDMs, aspectos que demonstram que, além da economia de hormdnio,
verifica-se também uma evidente redug¢do do nimero de animais, revelando-se o EDM uma

alternativa altamente valida em relacdo a metodologia preconizada pela F.E. (1999 ¢ 2002).
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A padronizagdo desses novos parametros biologicos, para a elaboragio do EDM,
proporcionou uma avaliacdo adequada da poténcia bioldgica da rhEPO, presente nos produtos
farmacéuticos analisados no presente trabalho, como mostra a Tabela 5 (pag 44) na qual
estdo elencados os resultados obtidos com todas as amostras. Com excec¢ao da catalogada com
a letra F, cuja poténcia se revelou marcadamente inferior a declarada, os resultados obtidos
com as demais amostras, corroboram com os descritos por SCHMIDT (2003), em varios
aspectos. Com efeito, submetidos ao calculo estatistico de retas paralelas, os resultados dos
nossos ensaios demonstram a sua validade ao cumprir os requisitos de paralelismo,
linearidade e regressdo, além de proporcionarem valores de poténcia e dos respectivos limites
fiduciais, que se enquadram perfeitamente dentro dos intervalos estabelecidos pelas Agéncias
Reguladoras Internacionais (F.E., 2002). Além disso, o acentuado aumento do nimero médio
de reticulécitos , resultantes da aplicacio do EDM, comparativamente maior (89%) do
observado com o EDU ( Tabelas 3 e 4, pags 40 e 42), e que proporcionou valores bem
distantes dos controles (Tabela 4, pag. 42), excluindo a necessidade de suprimir ou rejeitar
valores, bem como, os reduzidos valores de CV intra—doses, 81% dos quais abaixo de 10%:; e
varidveis entre 3,62 e 8,25 (Tabela 4 pag 42) e, finalmente, os elevados valores das
ponderagdes (W), variaveis entre 230 e 1012 (Tabela 5, pag 44) , representativos dos nossos
experimentos, dispensaram a realizacdo de mais ensaios independentes, sistematicamente
requeridos nos EDUs (ALBERTENGO e cols., 1999; RAMOS, 2001; SCHMIDT, 2003).
Cabe assinalar ainda, que a expressdo desses valores se revelou de amplitude aniloga aos
obtidos por SCHMIDT (2003), SCHMIDT e cols. (2003) aplicando o mesmo desenho
experimental, usando porém a citometria de fluxo fluorescente para a contagem dos
reticulocitos, método automatizado reconhecidamente mais sensivel, preciso e exato
(CHANG e KASS, 1997; RUDENSKY, 1997; BRUGNARA, 1998; SANDBERG ¢ cols.,
1998; FERRAZOLI e CESCON, 1999), comparativamente ao método visual de hemolise
seletiva por nos utilizado, pois, além de analisar nimero significativamente maior de células
(FAILACE, 1995; RAMOS, 2001), a citometria de fluxo exclue a possibilidade de erros
inerentes a leitura microscopica. Portanto, ¢ de se esperar que a introducdo do método
automatizado, podera aumentar a precisdo dos nossos ensaios. Frente a essa possibilidade,
consideramos valida uma reavaliacdo do ensaio de retas paralelas do tipo 3:3, seis pontos,
preconizado pela FE (1999 e 2002) para o ensaio de poténcia da rhEPO.

Inicialmente cabe assinalar, que ¢ inegavel a importancia de constarem, pelo menos, trés
pontos para estabelecer de forma precisa o trajeto retilineo de um segmento da curva dose-
efeito para a realizagdo de um ensaio bioldgico do tipo gradual, principalmente quando o

reagente usado ¢ o animal inteiro. Entretanto, sendo o perfil global dessa curva,
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caracteristicamente do tipo ndo-linear, ele ird expressar-se sob a forma de uma hipérbole
equilatera, quando doses sucessivas sdo aplicadas numa base aritmética ou sob a forma de
uma sigmoide, quando essas aplicagdes seguem uma base logaritmica. Obviamente, a curva
sigmoide € a mais freqlientemente empregada, pois a mesma fornece um longo trajeto linear,
o qual ¢ muito utilizado nas andlises estatisticas aplicadas a biologia. A esse propoésito e a
guisa de exemplos, poderiamos citar a avaliacdo das Doses Letal (DLso) e Efetiva (DEs) de
produtos farmacéuticos em geral, bem como a avaliacdo das poténcias bioldgicas de outros
hormonios, como a ocitocina, a octapressina (felipressina) e as gonadotrofinas, que empregam
a curva sigmoide para a analise quantitativa desses fenomenos biologicos através do ensaio
2:2, quatro pontos. De fato, o trajeto retilineo suficientemente amplo dessa curva, possibilita a
aplicacdo desse ensaio, que requer numero significativamente menor de animais
comparativamente ao de 3:3, 6 pontos, através da selecdo da relacdo logaritmica mais
adequada entre as duas doses, e cuja validade ¢ evidenciada através da avaliagdo do desvio do
paralelismo.

Frente ao exposto, torna-se Obvia a pergunta, porque ndo estudar a possibilidade do
emprego do ensaio 2:2, 4 pontos, também para a avaliacdo da poténcia da rhEPO, fato que
possibilitaria a aplicacdo da regra dos trés R’s em termos de redu¢do do niimero de animais
preconizada pelos 6rgdos internacionais, que coordenam e regulam a elaboracdo dos testes
biologicos para o Controle de Qualidade de drogas e medicamentos?

Provavelmente, a razdo primordial que deve ter desestimulado a realizagdo desse estudo
seria, como ja comentamos no capitulo dos resultados, a impraticabilidade de obtermos uma
curva dose-efeito completa do hormdnio, face a necessidade do emprego de elevadas doses do
mesmo (Fig. 8, pag 37).

De fato, desconhecendo toda a extensdo dessa curva, torna-se impossivel estabelecer os
limites inferior e superior do seu trajeto linear bem como a localizacdo do seu ponto central,
onde o erro estatistico ¢ o menor possivel e a inclinagdo (b) e o coeficiente de correlagdo nao
linear (r*) apresentam os valores méximos, como exemplifica a tentativa de obter esses
parametros ilustrada na Fig. 8, pag 37. Nestas condi¢des, torna-se também impossivel
estabelecer a relacdo logaritmica mais adequada para as duas doses do hormdnio, no sentido
de obter, preferencialmente, efeitos proximos e eqiiidistantes do referido ponto central que,
seguramente, se posicionariam linearmente.

Por outro lado, ao constatarmos nos ensaios de 3:3, 6 pontos um trajeto demonstradamente
linear, embora provavelmente situado nas proximidades do limite inferior do trajeto linear da
curva dose efeito da rhEPO, realizamos a primeira tentativa de avaliar a poténcia do horménio

aplicando o ensaio 2:2, 4 pontos. Para isto, selecionamos os resultados correspondentes as
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doses de 30 e 90 Ul/animal, do padrdo e de cada amostra dos ensaios de 3:3, 6 pontos.
Excluimos a menor dose (10 Ul/animal), para ndo corrermos o risco de incluir efeitos situados
na zona de transi¢do entre os trajetos ndo-linear e o limite inferior do trajeto linear, condicao
esta possivel de ocorrer com a dose de 10 Ul/animal, como indica a Fig. 8, pag 37.

Entretanto, ao aplicarmos o ensaio 2:2, verificamos que o mesmo se revelou uma
alternativa valida, em substituicdo ao de 3:3, somente na vigéncia de um reduzido indice de
variabilidade dos resultados experimentais, como observado no ensaio de avaliacdo da
poténcia da rhEPO referente a amostra E, no qual os CVs se cingiram a valores
compreendidos entre 6,78 e 3,62 para o padrdo, e 4,57 e 1,38 para a amostra, em relagdo ao
ensaio 3:3, resultados que proporcionaram valores da poténcia e de seus limites de confianca
no ensaio 2:2, 4 pontos, bem préximos aos encontrados no ensaio 3:3, 6 pontos, além da
analise da variancia haver demonstrado uma regressao altamente significativa (P<0,01) e um
desvio do paralelismo nao-significativo (P>0,05), cumprindo, portanto, as exigéncias
estabelecidas pelos Orgdos Reguladores (F.E., 1999 e 2002).

O mesmo ndo ocorreu com as demais amostras, nas quais a poténcia da thEPO e os
intervalos entre os limites de confianga, resultantes da aplicagdo do ensaio 2:2, apresentaram
valores bem superiores aos encontrados nos ensaios de 3:3, chegando em alguns casos a
inviabilizar o ensaio 2:2, embora em todos eles tenha-se verificado o cumprimento dos
parametros referentes a elevada significancia da regressao (P <0,01) e a ndo-significancia do
desvio do paralelismo (P>0,05).

Seguramente, a maior variabilidade encontrada nesses ensaios, foi a responsavel pelos
resultados insatisfatorios e se afigura como fator critico no emprego do ensaio 2:2, que requer
indices marcadamente reduzidos de CV, condic¢ao dificil face ao nimero limitado de animais,
24 contra 36 usados no 3:3 em nossos ensaios. Nao optamos pela realizacdo de mais ensaios
2:2 e a sua combinacdo, com a finalidade de conseguirmos valores que se “ajustassem” nos
limites estabelecidos pelos Orgdos Reguladores, pois iriamos frontalmente contra o nosso
enfoque de empregar menor nimero de animais. Isto deverda ser revisto e possivelmente
contornado, apds a inclusdo do método automatizado de contagem dos reticuldcitos, nas
nossas condi¢des experimentais, com a finalidade de aumentar a precisdo e diminuir a
variabilidade dos ensaios, abordagem que pretendemos realizar em seguida a instalagdo de um
citdmetro de fluxo no INCQS.

Outro aspecto que merece ser reavaliado, ¢ a linhagem de camundongos a ser definitiva e
rotineiramente empregada na realizagdo dos ensaios de poténcia da thEPO no INCQS. Na
impossibilidade do fornecimento adequado pelo CECAL / FIOCRUZ, da linhagem B6D2F1,

preconizada pela F.E. (2002) e frente a preméncia do tempo, utilizamos a Swiss Webster na
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mesma faixa de idade, cujas respostas proporcionais as diferentes doses do hormonio
revelaram-se adequadas para a realizacdo dos ensaios, tornando-a uma alternativa
aparentemente valida para essa finalidade, aspecto importante visto a sua maior
disponibilidade na maioria dos Biotérios existentes no pais.

Entretanto, o fato da linhagem B6D2F1, tenha se revelado bem mais homogénea quer em
termos de variacdo do peso corporal para a idade de 8 semanas, como de resposta as
diferentes doses de thEPO (Tabelas 6 e 7, pags 46 e 47), consideramos que o estudo
comparativo entre as duas linhagens deverd merecer uma analise complementar. Torna-se
necessario estabelecer o periodo ideal de resposta da linhagem Swiss Webster ao hormdnio,
em termos de idade e de peso corporal, pois com oito semanas o seu peso corporal de 29,2 a
37,9 g, ¢ sensivelmente superior ao da linhagem B6D2F1, de 16,8 a 20,2 g, diferenca
substancial que poderia explicar a maior “sensibilidade” desta ultima, em torno de 24%, em
comparagdo com a Swiss Webster (Tabela 6, pag 46), face a aplicacdo do horménio por
animal e ndo por unidade de peso corporal.

De fato, utilizando esta linhagem, uma primeira tentativa efetuada para avaliar o fator
ponderal, revelou que os grupos de animais significativamente mais leves (P<0,05),
induziram nao s6 respostas significativamente (P<0,05) mais elevadas, em termos de
producdo de reticuldcitos, como também mais homogéneas, com DP e CV evidentemente
inferiores comparativamente aos registrados nos grupos dos animais pesados (Tabela 8, pag.
49), sugerindo a necessidade de selecdo de animais mais leves e pertencentes a uma estreita
faixa de peso corporal. Estes resultados iniciais, que se revelaram promissores em termos de
aprimoramento dos ensaios de Poténcia Bioldgica da rhEPO, utilizando a linhagem Swiss
Webster, deverdao ser complementados, como salientamos anteriormente, através do
estabelecimento do periodo ideal, provavelmente em torno de 7 semanas, para a sua utiliza¢ao

mais adequada nos referidos ensaios.
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CONCLUSOES:
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VI- Conclusoes:

Com base nos nossos resultados experimentais e nas consideragdes tecidas a respeito,

chegamos as seguintes conclusdes:

1)

2)

3)

4)

5)

demonstramos, confirmando dados da literatura, que as curvas dose-resposta, resultantes
da administracdo subcutanea de thEPO em camundongos normocitémicos fémeas de 8
semanas, revelaram-se discriminativas e apresentaram reduzidos coeficientes de variacao,
na vigéncia do emprego de doses numa seqili€éncia geométrica de base 3, isto ¢, 10, 30 e 90
Ul/animal, sob a forma de dose multipla, subdividida em quatro sucessivas aplicagdes
diarias,

os ensaios validos de poténcia bioloégica da rhEPO, proporcionaram uma avaliacio
adequada da poténcia do hormonio presente em sete produtos farmacéuticos, dos quais,
somente um ndo cumpriu os parametros preconizados para aprovacdo de produtos
farmacéuticos,

o método visual empregado para a contagem dos reticuldcitos, revelou indices de
sensibilidade, exatiddo e precisdao, de expressao analoga aos descritos em literatura
usando, porém, o método automatizado de contagem dos reticulocitos,

demonstramos que a linhagem Swiss Webster, responde de forma proporcional as doses
crescentes da thEPO, sugerindo a possibilidade da mesma se tornar uma alternativa valida
para o controle da qualidade do hormoénio. Comparativamente a linhagem B6D2FI,
preconizada pela Farmacopéia Européia (F.E., 2002) para avaliacdo da poténcia bioldgica
do hormonio, a Swiss Webster revelou-se 24% menos sensivel, embora este valor se
afigure relativo, face a significativa diferenca entre os pesos corporais das fémeas das
linhagens B6D2F1 e Swiss Webster,

na primeira tentativa de aplicacdo do ensaio 2:2, 4 pontos, em substitui¢do ao ensaio 3:3, 6
pontos, evidenciamos que, frente a um numero tdo reduzido de animais, o ensaio 2:2, 4
pontos, somente fornece resultados satisfatorios na vigéncia de grau minimo de
variabilidade, condi¢do que esperamos conseguir com o emprego do método automatizado

de contagem dos reticulécitos.
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