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RESUMO

Neste estudo comparamos os resultados de ensaios de poténcia da alfaepoetina (EPOhr)
realizados com camundongos de diferentes colonias e linhagens (Swiss Webster, NIH,
C57BL/6 e BALB/c) com aqueles de ensaios conduzidos com o hibrido B6D2F1, o Uni-
co camundongo recomendado pela Farmacopeia Europeia (FE). Fémeas de diferentes
colonias e linhagens, pesando 16-18 gramas, receberam uma Unica dose de EPOhr por
via subcutanea (30, 90 ou 270 Ul/animal, 0,2 mL/camundongo). As poténcias bioldgi-
cas de apresentacoes de 4.000 Ul/mL da EPOhr foram avaliadas utilizando um material
de referéncia de trabalho de alfaepoetina (3.773 Ul/mL) anteriormente testado junto
ao padrao de referéncia internacional BRP (European Pharmacopeia Biological Refe-
rence Preparation). Os resultados indicaram que camundongos das colonias e linhagens
examinadas atingiram critérios estatisticos (FE) para um ensaio valido de poténcia da
eritropoietina e, portanto, podem ser considerados como alternativas ao uso do hibrido
B6D2F1. Os ensaios com camundongos BALB/c, entretanto, foram os que produziram re-
sultados mais semelhantes aos obtidos com os hibridos B6D2F1, em relacdo a contagem
média de reticuldcitos em resposta a 30, 90 e 270 Ul/camundongo, e aos coeficientes
angulares (inclinacao) e lineares (interseccao) da curva dose-resposta (curvas paralelas
praticamente superpostas).

PALAVRAS-CHAVES: Alfaepoetina; Ensaio de Poténcia; Bioensaio; Linhagens de
Camundongos; Eritropoietina Recombiante Humana (EPOhr)

ABSTRACT

In this study we compared the outcomes of epoetin alpha (rhEPO) potency assays per-
formed with Swiss Webster, NIH, C57BL/6 and BALB/c mice with those of the assay
conducted with the B6D2F1 hybrid, the only mice recommended by the European Phar-
macopoeia (EP). Female mice from different breeding stocks and strains, weighing 16-18
g, received a single subcutaneous injection of (30, 90 or 270 IU per mouse, 0.2 mL per
mouse) of rhEPO. Biological potencies 4000 IU/mL rhEPO pharmaceutical forms from di-
fferent batches were determined using a biological reference preparation (3773 IU/mL)
previously tested against the international reference standard BRP (European Pharmaco-
poeia Biological Reference Preparation). Results showed that assays with mice from all
tested breeding stocks and strains met EP statistical criteria for a valid erythropoietin
potency assay and thus they are potential alternatives to the use of B6D2F1 hybrids. The
assays with BALB/c mice, however, were those the results of which were most similar to
those obtained with the hybrid regarding average reticulocyte counts in response to 30,
90 and 270 IU/mouse, angular (slope) and linear (intersection) coefficients of the linear
dose-response curve (parallel and almost complete overlapping dose-response curves).

KEYWORDS: Epoetin Alpha; Potency Assay; Bioassay; Mouse Strains; Human Erythropoietin
Recombinant (rhEPO)
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Introducéo

A eritropoietina humana (EPO), hormdnio que controla a
eritropoiese, é uma sialoglicoproteina altamente glicosilada
(aproximadamente 40% da sua massa molecular) formada por
165 aminoacidos (PM 34 kDa). A eritropoietina alfa ou alfaepo-
etina (EPOhr) é um biofarmaco produzido a partir da tecnolo-
gia do DNA recombinante em cultura de célula de mamiferos.
A alfaepoetina é equivalente a eritropoietina endégena nos as-
pectos quimico, imunoldgico e biolégico. Tanto a EPO como a
alfaepoetina (EPOhr) se ligam aos receptores da eritropoietina
na superficie das células precursoras da série eritroide, ativan-
do uma cascata de sinalizacao que leva a estimulacédo da divi-
sao e diferenciacdo das células e formacao de reticulocitos’?3.

A eficacia terapéutica da alfaepoetina na correcdo da ane-
mia é evidenciada pela resposta dos pacientes que exibem
elevacao do hematocrito e dos niveis de hemoglobina, o que
reduz a necessidade de transfusdo sanguinea e impacta positi-
vamente na qualidade de vida. A EPOhr ¢ indicada para tratar
tanto a anemia de portadores de insuficiéncia renal cronica
(IRC) ou induzida por quimioterapia ou radiacao quanto a ane-
mia apresentada por pacientes com AIDS submetidos a regime
terapéutico com zidovudina®*>.

O Ministério da Saide (MS), por intermédio de Bio-Mangui-
nhos / Fundagao Oswaldo Cruz, é responsavel pela distribuicdo
no Brasil da EPOhr, que é conhecida comercialmente como Al-
faepoetina, o que garante acesso gratuito e amplo ao medi-
camento com qualidade, seguranca e eficacia. A distribuicao
gratuita da EPOhr pelo MS atende aos principios de universali-
dade, integralidade e equidade que norteiam as acdes do SUS®.

0 processo biotecnologico de producéao influencia a potén-
cia final do biofarmaco, razao pela qual o ensaio bioldgico de
poténcia de cada lote produzido é necessario para assegurar
a qualidade e, consequentemente, a efetividade do produto.
Entre os diversos testes de rotina recomendados pela FE para
o controle de qualidade desse biofarmaco, destaca-se o ensaio
de poténcia em camundongos normocitémicos’.

0 objetivo deste ensaio € avaliar a atividade bioldgica do
horménio estimulador da eritropoiese’®%%'", A poténcia de um
produto biolégico ou preparacao farmacéutica pode ser defini-
da como a capacidade do produto, administrado em determi-
nada dose, desencadear uma resposta especificada (relevante
para a atividade terapéutica) ou, em termos mais simples, é a
medida da atividade do produto bioldgico ou preparacao far-
macéutica em um sistema biologico. O nimero de reticulocitos
na circulagdo é um indicador do estado funcional da eritro-
poiese e o reticulo nuclear torna o reticuldcito facilmente re-
conhecivel por microscopia otica. Assim, o nUmero de reticu-
locitos no sangue periférico pode ser usado para determinar a
atividade bioldgica da EPOhr. O ensaio que envolve uma Unica
injecdo em camundongos normocitémicos tem sido amplamen-
te aplicado para padronizagao e avaliacdo da poténcia de pre-

P

paracoes farmacéuticas'>'. Entretanto, apesar de serem - via
de regra - considerados robustos e confiaveis, muitos especia-
listas reconhecem que ainda é necessario melhorar o ensaio no
que diz respeito a variabilidade e precisao, aspectos de grande
relevancia para a determinacéo da poténcia de lotes comer-
ciais de EPOhr supridos por diferentes produtores'”-'®,

A FE recomenda para o teste de poténcia da alfaepoetina
a utilizacdo de fémeas com 8 semanas de vida dos hibridos
B6D2F1 (originarios do cruzamento de camundongos fémeas
C57BL/6 com machos DBA/2). Camundongos de outras colo-
nias e linhagens (e.g., CF1, BALB/c e Swiss Webster) ja foram
cogitados como alternativas viaveis para o teste. A pouca in-
formacéo disponivel na literatura, deficiéncia a que se soma a
nado validacéo vis a vis as metodologias de compéndio oficial
utilizando o hibrido (preconizado pela FE), torna dificil a im-
plementacao de testes alternativos para fins de regulacao.

Nesse sentido, é importante identificar colonias e linha-
gens' de camundongos que respondam ao biofarmaco de forma
consistente e dose relacionada, o que possibilitaria encontrar
substituto adequado para o hibrido, que é de dificil manejo, e
aprimorar (refinar) o ensaio de potencia da alfaepoetina.

O objetivo deste estudo foi comparar a resposta de ca-
mundongos BALB/c, C57BL/6, NIH e Swiss Webster com a do
hibrido B6D2F1, atualmente recomendado pela FE no teste de
poténcia de alfaepoetina, e verificar se algum deles seria um
substituto viavel ou até mesmo superior ao hibrido.

Metodologia
Animais

Foram utilizados camundongos normocitémicos (apenas fé-
meas), provenientes do Centro de Criacao de Animais de Labo-
ratorio da Fundagdo Oswaldo Cruz (CECAL/FIOCRUZ) das colo-
nias/linhagens que se seguem: B6D2F1 (hibridos), NIH (outbred),
C57BL/6 (inbred) e BALB/c (inbred) entre 6-8 semanas (peso en-
tre 16-18 g); Swiss Webster (outbred) com 3-4 semanas de vida
(peso entre 16-18 g); Swiss Webster com 6-8 semanas de vida
(peso entre 27-29 g). Grupos de até 7 animais foram alojados em
gaiolas. Agua e racio comercial para camundongos foram forne-
cidos ad libitum durante todo o experimento. Temperatura de
conforto entre 21°C e 24°C, umidade relativa do ar entre 45% e
55% e ciclo de iluminacao de 12/12 horas (claro/escuro) foram
mantidos no biotério. Este projeto foi aprovado pela Comissao de
Etica de Uso de Animais da FIOCRUZ através da licenca LW-13/10.

Produtos farmacéuticos

O material de referéncia de trabalho bioldgico
(MRT(B)rhEPO/0208) na concentracao de 3.773 Ul/mL foi certifi-
cado perante o padrao de referéncia internacional BRP (European
Pharmacopeia Biological Reference Preparation), em um estudo
colaborativo entre o Instituto Nacional de Controle de Qualida-

i O termo linhagem foi usado apenas com referéncia aos camundongos isogénicos, ou seja, originarios de colonias geneticamente definidas e homogéneas
obtidas por cruzamentos (endogadmicos) entre irmaos (i.e., C57BL/6 e BALB/c). Os demais (ndo isogénicos) sao referidos simplesmente como “col6nias” (Swiss

Webster, NIH).
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de em Saude (INCQS), Instituto de Tecnologia de Imunobiologicos
(Bio-Manguinhos), ambos da Fundacao Oswaldo Cruz no Rio de
Janeiro, Brasil, e do Centro de Imunologia Molecular (CIM) locali-
zado em Havana, Cuba, e obtidos por Bio-Manguinhos.

Um total de 10 lotes de preparacées comerciais de EPOhr
4.000 Ul unidades/mL foi obtido de Bio-Manguinhos/Fiocruz.

Tratamento

Os camundongos receberam dose Unica, por via subcuta-
nea e volume fixo de 0,2 mL (0,5 mL no caso do Swiss Webster
pesando 27-29 g) de cada concentracao da alfaepoetina. Fo-
ram usadas seringas (1 mL) e agulhas (13 x 0,45 mm) descar-
taveis, e a injecao foi sempre no periodo matutino (antes das
11h), para minimizar possiveis interferéncias de oscilacdes dos
niveis da eritropoietina endégena devido ao ciclo circadiano.
0 sangue foi coletado 96 horas (ou 72 horas, no caso de um dos
grupos de Swiss Webster) apds a injecao do biofarmaco.

Efeito da EPOhr sobre a contagem de reticulécitos: Constru-
¢do de curvas dose-resposta

Para a construcao da curva relacionando a dose de EPOhr
com a contagem de reticuldcitos em camundongos normocité-
micos, utilizamos o material de referéncia de trabalho biolo-
gico (MRT(B)rhEPO/0208). O material de referéncia foi diluido
em solucao salina 0,9% para atingir as concentracoes de 10,
30, 90 e 270 Ul/ 0,2 mL de alfaepoetina. O controle negativo
foi a solugao de cloreto de sodio 0,9%. Utilizamos o total de 35
camundongos de cada col6nia/linhagem (7 camundongos para
0 grupo controle e para cada dose de EPOhr), com peso entre
16-18 g (Swiss Webster: 27-29 g).

Teste da poténcia da EPOhr em camundongos normocitémicos

A determinacao da poténcia da alfaepoetina pelo teste em
camundongos normocitémicos’ envolveu a contagem de reti-
culdcitos, apos hemolise seletiva do sangue total, por meio de
camara de Neubauer e microscopia 6tica. Foram administra-
das 3 doses correspondentes as concentracoes de 30, 90 e 270
Ul/ 0,2mL do MRT(B)rhEPO/0208 (3.773 Ul/mL), e amostras de
EPOhr com poténcia declarada de 4.000 Ul. O grupo controle
negativo foi constituido por animais que receberam apenas a
solucao de cloreto de sddio 0,9%. Os camundongos foram des-
tinados aleatoriamente a um dos grupos (7 animais por dose) e
injetados com EPOhr como anteriormente descrito.

Contagem de reticul6citos em camara de Neubauer

Noventa e seis horas (ou 72 horas no caso dos camundongos
Swiss Webster) apo6s a administracao do biofarmaco, o sangue
foi coletado do plexo periorbital com auxilio de pipetas Pas-
teur e colocado em microtubos de 1,5 mL preparados com 4 Ml
da solucéo de heparina sodica 5.000 Ul.

Para a coloracdo dos reticuldcitos, 40 Ml de sangue foram
adicionados a microtubos contendo 120 Ml de solucao de azul de
metileno e citrato de sodio e incubados por 60 minutos a 37 °C
em banho-maria. Apéds a incubacéo, 40 Ml de solucao hemolisante
(CELLMLISE 1l) foram adicionados ao microtubo para destruicao
das hemacias, facilitando a visualizacao dos reticuldcitos. Depois

Ensaio de poténcia da alfaepoetina

da incubacao (temperatura ambiente), 10 mL do sangue corado
foram diluidos em 1.960 mL de cloreto de sddio 0,9% e homoge-
neizados. Dez microlitros (10 mL) foram entao transferidos para a
camara de Neubauer e contados com ajuda de microscopio ptico
(ocular 10 X e objetiva seca 40 X). O nimero absoluto de reticu-
locitos foi plotado contra o logaritmo natural da dose de EPOhr.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada de acordo com o que é pre-
conizado pela Farmacopeia Brasileira™ e FE’. Para o calculo das
poténcias bioldgicas da alfaepoetina empregamos o método de re-
tas paralelas 3+3, 6 pontos. A validade de cada ensaio foi investi-
gada pela analise de variancia (ANOVA), através das significancias
da regressao linear e dos desvios da linearidade e do paralelismo,
sendo o ensaio considerado valido quando a regresséo apresentar
p < 0,01 e ambos os desvios forem nao significativos (p > 0,05).

Neste ensaio sao considerados valores satisfatorios para
poténcia aqueles situados entre 80% e 125% da poténcia de-
clarada cujos limites de confianca estao entre 64% e 156%. Nos
casos de ensaios considerados validos, porém nao conformes,
para os limites de poténcia e/ou intervalo de confianca, os
testes podem ser repetidos (foram permitidas no maximo 3
repeticoes), sendo calculados a média aritmética ponderada
da poténcia e limites de confianca de todos os ensaios.

Para comparacao dos coeficientes angulares das curvas de
regressao dose-resposta das diferentes linhagens, foi utilizada a
Analise de Variancia (ANOVA), com nivel de significancia de 5%.

Para comparacao dos valores de poténcia e limites de con-
fianca entre as diferentes colonias/linhagens de camundongos
e o hibrido B6D2F1, cada par de resultados, dentro da dupla
avaliada, foi considerado concordante quando a poténcia cal-
culada usando uma das linhagens/coldnias estava contida no
intervalo de confianca determinado para a outra linhagem/
colonia, e vice-versa. Uma alta proporcédo de resultados con-
cordantes indica similaridade entre as linhagens/col6nias.

Resultados

Curvas de dose (EPOhr) versus resposta (numero absoluto
de reticulécitos)

Uma curva padrdo (injecdo Unica) foi construida com o
material de referéncia de trabalho, MRT(B)rhEPO/0208, nas
doses de 10, 30, 90 e 270 Ul/animal, empregando o método
de retas paralelas com dose geométrica na base 3, conforme
recomendacao da FE (Figura 1 e Tabela 1). Essas curvas tradu-
zem a magnitude e o incremento da resposta de cada colonia/
linhagem ao tratamento com as diferentes doses da EPOhr em
termos de producao de reticulocitos. Foram avaliados os para-
metros coeficiente linear, coeficiente angular e coeficiente de
variacao intraensaio (CV) de modo a possibilitar a comparacao
da resposta biologica das colonias/linhagens de camundongos
testadas (Swiss Webster, BALB/c, NIH e C57BL/6) com a do hi-
brido B6D2F1 (Tabelas 1 e 2; Figura 1). Os parametros idade (6-8
semanas, com peso 16-18 g), tempo de coleta de sangue (4 dias)
e volume do biofarmaco injetado (0,2 mL) foram fixados.
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Figura 1. Resumo das comparacdes das curvas dose-resposta de alfaepoetina (MRT(B)rhEPO/0208) entre o hibrido B6D2F1 (linha
continua) e linhagens/colonias alternativas (linhas tracejadas). Os graficos representam comparacoes respectivamente com os
camundongos BALB/c (A), NIH (B), C57BL/6 (C), Swiss Webster 16-18 g 4° dia (D), Swiss Webster 16-18 g 3° dia (E), Swiss Webster
27-29 g 3° dia (0,2 mL de volume de inoculacao) (F), Swiss Webster 27-29 g 3° dia (0,5 mL de volume de inoculacao), (G) Swiss

Webster 27-29 g 4° dia (H).

Tabela 1. Média, desvio-padrao (DP) e coeficiente de variacao (CV, %) do nimero absoluto de reticulécitos no sangue periférico
de camundongos (fémeas) B6D2F1, Swiss Webster, BALB/C, NIH e C57BL/6 (n=6) tratados com MRT(B)rhEPO/0208 (10, 30, 90 e

270 Ul/animal, sc).

DOSES (Ul por camundongo)

LINHAGEM / COLONIA

10 Ul 30 Ul 90 Ul 270 Ul

Média  DP  CV(%) Média DP  CV(%) Média DP  CV(%) Média DP  CV(%)
B6D2F1 16 3,2 20,1 43 6,4 14,9 70 11,4 16,2 102 8,0 7,9
SW 16-18 g 3° dia 4 12,1 29,6 80 57 7,0 115 10,9 9,5 129 121 9,4
SW 16-18 g 4° dia 33 6,4 19,6 44 72 16,5 71 83 11,8 87 1,4 132
SW 27-29 g 3° dia (0,2 mL) 30 7,4 247 47 42 88 63 6,8 10,7 86 5,5 6,4
SW 27-29 g 3° dia (0,5 mL) 45 3,9 8,6 62 81 13,1 83 14,6 17,7 103 16,6 16,1
SW 27-29 g 4° dia 18 6,3 357 32 7,8 24,1 56 7,8 13,9 72 14,0 19,4
BALB/C 21 6,8 32,1 38 56 14,6 73 7,0 9,6 105 3,8 3,6
C57BL/6 12 2,8 22,9 33 6,0 18,1 61 5,5 9,0 88 7,7 8,7
NIH 25 45 18,0 38 8,4 22,0 60 10,0 16,6 87 1,3 13,0
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A curva dose-resposta construida com a linhagem BALB/c
(y=25,99ln(x)-43,49 R?2=0,9815) nao foi diferente em re-
lacdo ao coeficiente angular obtido com o hibrido B6D2F1
(y=25,93ln(x)-44,61, R2=0,9987) (Figura 1A). Entretanto, o
coeficiente linear calculado para a curva feita com o C57BL6
(y= 23,15ln(x)-42,91, R2=0,9961) (Figura 1C) foi menor do que
o calculado com a curva construida com os hibridos.

A equacao da regressao linear (y=18,84Iln(x)-21,80) obti-
da para camundongos NIH foi semelhante a calculada para os
Swiss Webster (y=17,16ln(x)-9,37, R2=0,9761). Nos dois ca-
sos, porém, os coeficientes angulares e lineares foram signi-
ficativamente menores do que os determinados como hibrido
B6D2F1(Figuras 1B e 1E).

Os coeficientes de variacao (CV) obtidos nos ensaios foram
considerados satisfatorios. Nas doses de 30, 90 e 270 Ul/ca-
mundongo, que sdo as utilizadas nos ensaios de poténcia neste
estudo, os CV foram menores que 25% para todas as colonias/
linhagens analisadas (Tabela 1).

Ensaios com camundongos Swiss Webster

O resultado do ensaio inicial com camundongos Swiss We-
bster diferiu até certo ponto daqueles resultados obtidos com
o hibrido sugerido pela FE (B6D2F1), o que aparentemente cor-
robora o que foi relatado por Costa e colaboradores'. Como
algumas caracteristicas peculiares dos camundongos Swiss We-
bster poderiam ter contribuido para as diferencas constatadas,
realizamos o ensaio com esses camundongos modificando al-
guns parametros que poderiam influenciar a resposta da medu-
la 6ssea ao estimulo com a EPOhr. Nesse sentido, modificamos
a faixa de idade e peso (inicialmente de 3 a 4 semanas/16-18
g) para 6-8 semanas de vida/27-29 g, o tempo de coleta do
sangue para o 3° dia pos-administracao e o volume injetado
(0,5 mL). Na Tabela 1 sao apresentados os resultados dos en-
saios da EPOhr de referéncia (MRT(B)rhEPO/0208) conduzidos
com Swiss Webster sob diferentes condicdes experimentais.

Todas as curvas dose-resposta construidas com Swiss We-
bster apresentaram linearidade satisfatoria, com coeficiente
R2>0,95. Os testes com camundongos Swiss Webster com peso
entre 16 g e 18 g e coleta de sangue no 3° dia (Figura 1D-1H)
resultaram em coeficiente angular similar, mas coeficien-

Ensaio de poténcia da alfaepoetina

te linear maior do que o obtido com o hibrido B6D2F1 (SW,
a=-16,47 e B6D2F1, a=-44,61) (Tabela 2 e Figura 1). Conside-
rando os valores médios do numero de reticuldcitos por dose
testada, os Swiss Webster com 16-18 g e sangue coletado no
3° dia foram os que responderam melhor (maior nimero de
reticuldcitos a cada dose de EPOhr, sendo essa condicao se-
lecionada para os testes com diferentes amostras (lotes) de
alfaepoetina (Tabela 1).

Comparacéo das relacdes dose-resposta e limites de confianca

Todos os ensaios de poténcia bioldgica de alfaepoetina ana-
lisados neste estudo, independente da linhagem/colonia do
camundongo usado, foram satisfatorios quanto aos parametros
de linearidade, paralelismo, termos quadraticos e diferenca
de quadraticos. Para o protocolo do ensaio, as doses corres-
pondentes a parte linear da curva dose-resposta foram sele-
cionadas, i.e., 30, 90 e 270 Ul/camundongo.

A analise de 10 amostras de EPOhr no teste de poténcia bio-
logica utilizando o hibrido B6D2F1 resultou em poténcia varian-
do entre 91% e 102% da declarada (4.000 Ul), limites de confian-
ca inferiores entre 75% e 87% e superiores entre 107% e 119%. As
mesmas amostras testadas com a linhagem BALB/c resultaram
em poténcia entre 91% e 104% da declarada. Em relacao aos
limites de confianca, o limite inferior ficou entre 73% e 88% e
o superior entre 106% e 124%. A resposta da linhagem BALB/c
foi, portanto, semelhante a do hibrido B6D2F1 para poténcia e
limites de confianca inferiores, sendo os limites de confianca su-
periores aproximadamente 20% mais altos (Tabela 3, Figura 2).

Os testes com camundongos Swiss Webster resultaram em
poténcias da EPOhr entre 91% e 101% da declarada. Em relacédo
aos limites de confianca, os limites inferiores variaram entre
65% e 82%, enquanto os superiores variaram de 106% a 141%.
Nesse caso (SW), as amostras de EPOhr 5 e 8 foram testadas
duas vezes para a obtencdo de resultados satisfatérios, pois
nos primeiros ensaios os limites de confianca estavam fora dos
valores preconizados pela FE (64%-156%). Deve-se destacar que
as mesmas amostras testadas com o hibrido B6D2F1 revelaram
poténcia variando entre 91% e 97% da declarada (Tabela 3,
Figura 2). Os testes realizados com Swiss Webster resultaram

Tabela 2. Comparacdo dos coeficientes angulares e lineares das curvas dose-resposta do nimero absoluto de reticuldcitos de
camundongos (fémeas) Swiss Webster, BALB/c, NIH e C57BL/6 em relacao aos hibridos B6D2F1 tratados com MRT(B)rhEPO/0208

(10, 30, 90 e 270 Ul/animal, sc) (n = 7).

Linhagem/Col6nia

Equacao da reta

Diferenca nos coeficientes com relacao ao B6D2F1

B6D2F1

Swiss Webster (16-18g 3° dia)

Swiss Webster (16-18g 4° dia)

Swiss Webster (27-29g 3° dia 0,2 mL)
Swiss Webster (27-29g 3° dia 0,5 mL)
Swiss Webster (27-29g 4° dia)
BALB/c

C57BL/6

NIH

y = 25,93In(x)-44,61
y = 27,27In(x)-16,47
y = 17,16ln(x)-9,37
y = 16,86ln(x)-10,05
y = 17,84In(x)+2,68
y = 17,07ln(x)-22,88
y = 25,99n(x)-43,49
y = 23,15In(x)-42,91
y = 18,84ln(x)-21,80

Coeficiente linear
Coeficiente linear
Coeficiente angular e linear
Coeficiente angular e linear
Coeficiente angular e linear
Sem diferencas
Coeficiente linear

Coeficiente angular e linear
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Figura 2. Estimativas da poténcia bioldgica relativa de alfaepoetina (% da poténcia declarada de 4.000 Ul/mL) e respectivos limites
de confianca (%) para 10 amostras em ensaios realizados com camundongos BALB/c, C57BL/6, NIH e Swiss Webster, comparadas as

estimativas obtidas em testes conduzidos com o hibrido B6D2F1.

em respostas (poténcias) semelhantes as determinadas com o
hibrido B6D2F1 para as mesmas amostras, embora os limites
de confianca inferiores e superiores tenham exibido intervalos
mais amplos de variacao (Tabela 3, Figura 2).

Os resultados dos ensaios realizados com camundongos NIH
mostraram poténcias entre 88% e 102% da declarada, com limites
inferiores entre 64% e 86% e superiores variando entre 100% e
152%. Nesse caso também foram necessarios dois retestes (amos-
tras 9 e 10) porque os limites de confianca dos ensaios iniciais
ficaram fora dos valores preconizados pela FE. A determinacao
da poténcia das mesmas amostras empregando o hibrido B6D2F1
resultou em poténcias variando entre 91% e 104% da declarada,
limites de confianca inferiores entre 74% e 90% e superiores entre
111% e 128%. Portanto, os resultados dos testes realizados com

camundongos NIH foram semelhantes aos obtidos nos ensaios com
o hibrido B6D2F1, embora os intervalos entre os limites de con-
fianca inferior e superior tenham sido geralmente um pouco mais
amplos no caso dos NIH (Tabela 3, Figura 2).

Nos ensaios de poténcia bioldgica de alfaepoetina utili-
zando a linhagem C57BL/6, a poténcia das amostras testadas
variou entre 93% e 109% da declarada. Em relacao aos limites
de confianca, o limite inferior variou de 79% a 89% e o supe-
rior variou de 108% a 130%. A determinacdo da poténcia das
mesmas amostras empregando a linhagem B6D2F1 resultou em
poténcia entre 92% e 105%, limites de confianca inferiores en-
tre 73% e 89% e superiores entre 111% e 125%, apresentando
resultados similares aos da linhagem C57BL/6 para poténcia e
ambos os limites de confianca (Tabela 3, Figura 2).
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Tabela 3. Poténcia biologica relativa (%; 4.000 Ul do padréao = 100%) e limites de confianca (%) de 10 amostras comerciais de EPOhr
(4.000 Ul) avaliadas em ensaios com camundongos BALB/c, NIH, Swiss Webster e C57BL/6 em comparagao com o hibrido B6D2F1.

BALB/c NIH
Amostra Poténcia ul Poténcia Ul Limites de Limitesde Amostra Poténcia Ul  Poténcia Ul  Limitesde Limites de
(%) B6D2F1 confianca  confianca (%) B6D2F1 confianca  confianca
(%) (%) B6D2F1 (%) (%) (%) B6D2F1 (%)
1 96 3.840 97 3.880  79-117 80-118 1 89 3.560 91 3.640  75-106 74-111
2 95 3.800 96 3.840 81-111 80-115 2 102 4.080 97 3.880 86-121 81-116
3 104 4.160 96 3.840 88-122 82-118 3 88 3.520 98 3.920 77-100 83-116
4 94 3.760 97 3.880 75-118 84-112 4 94 3.760 99 3.960 76-118 85-116
5 103 4.120 102 4.080  85-124 87-119 5 99 3.960 96 3.840  78-126 77-119
6 91 3.640 91 3.640 78-106 76-108 6 89 3.560 104 4.160 69-114 85-128
7 93 3.720 94 3.760 73-119 75-118 7 88 3.520 103 4.120 75-103 90-118
8 97 3.880 99 3.960 84-113 85-114 8 91 3.640 94 3.760 64-129 80-111
9 101 4.040 97 3.880  82-123 82-115 9* 102 4.080 100 4.000  69-152 82-123
10 95 3.800 94 3.760  78-116 82-107 10* 92 3.680 101 4.040  82-103 86-117
Swiss Webster C57BL/6
Amostra Poténcia ul Poténcia Ul Limites de Limitesde Amostra Poténcia Ul  Poténcia Ul  Limitesde Limites de
(%) B6D2F1 confianca  confianca (%) B6D2F1 confianca  confianca
(%) (%) B6D2F1 (%) (%) (%) B6D2F1 (%)
1 91 3.640 97 3.880  66-125 80-118 1 100 4.000 92 3.680  79-126 73-118
2 96 3.840 96 3.840  68-135 80-115 2 109 4.360 100 4.000  85-141 89-113
3 93 3.720 97 3.880 71-122 84 - 112 3 94 3.760 99 3.960 83-108 84-117
4 93 3.720 96 3.840 65-130 82-112 4 97 3.880 99 3.960 83-112 85-114
5* 97 3.880 97 3.880  67-141 81-116 5 97 3.880 98 3.920  87-109 78-124
6 91 3.640 91 3.640  78-106 76-108 6 107 4.280 105 4.200  89-130 88-125
7 95 3.800 93 3.720  65-138 78-112 7 93 3.720 99 3.960  79-110 85-114
8 100 4.000 94 3.760 73-136 79-111 8 96 3.840 97 3.880 85-110 80-117
9 101 4.040 97 3.880 82-126 82-115 9 98 3.920 99 3.960 84-115 80-122
10 95 3.800 94 3.760  78-116 82-107 10 94 3.760 97 3.880  79-113 77-111

* resultados obtidos com combinacao de 2 ensaios.

Discussao

Os ensaios bioldgicos (ou bioensaios) quantitativos sdo uti-
lizados para determinar a concentracdo, ou poténcia relativa
de uma substancia (ou preparacao farmacéutica), o que é feito
medindo a resposta bioldgica que a substancia produz no orga-
nismo integro (in vivo) ou em partes dele (sistemas in vitro).
Nos bioensaios, a determinacao da poténcia relativa envolve
comparar o efeito da substancia (teste) no organismo teste
com aquele produzido por preparacao (ou substancia) de refe-
réncia ou padrao” .

Historicamente os ensaios in vivo foram empregados para
padronizar preparagoes vegetais utilizadas como medicamen-
tos, frequentemente de alta poténcia e indice terapéutico
estreito (e.g., folhas de Digitalis lanata secas e trituradas
usadas como medicamento cardiotonico)'. Atualmente, o uso
de ensaios in vivo para determinacdo de poténcia é bem mais
restrito, envolvendo geralmente preparacées com atividade
hormonal, vitaminas e alguns produtos biologicos (hormonio?,
vitaminas?', outros produtos??).

Entre os ensaios (in vivo) preconizados pela FE, o teste
conduzido com camundongos normocitémicos é um dos mais

utilizados pelas industrias farmacéuticas para controle de qua-
lidade da alfaepoetina, pela facilidade de realizacao e pelo
fato de exigir menor nimero de animais quando comparado
com o modelo de camundongos policitémicos. Atualmente, a
FE recomenda o uso de camundongos normocitémicos hibri-
dos B6D2F1. Hibridos de linhagens isogénicas como o B6D2F1
(filhos nascidos do cruzamento de fémea C57BL/6 com macho
DBA/2) tém o inconveniente de serem de dificil manejo (os
genitores isogénicos sao de baixa fecundidade em comparacao
com nao isogénicos) e manutencdo, porque somente a prole
feminina da primeira geracao do cruzamento das duas linha-
gens isogénicas é utilizada nos testes.

Embora tenha havido sugestoes para aperfeicoar o ensaio
de poténcia para preparagdes de EPOhr, os estudos sobre o
emprego alternativo de camundongos de outras colonias/li-
nhagens no teste sao escassos.

Neste estudo realizamos o ensaio bioldgico de poténcia da
EPOhr em camundongos (normocitémicos) hibridos B6D2F1, tal
como recomendado pela FE. Os resultados obtidos confirma-
ram que a resposta do hibrido B6D2F1 a EPOhr (estimulacéo da
eritropoiese medida pelo niumero de reticuldcitos no sangue
periférico) foi relacionada a dose administrada tal como in-
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dicado pela linearidade (regressao linear, R?=0,9987) e coefi-
ciente angular da curva dose-resposta.

Os coeficientes angular (inclinacao da curva) e linear (in-
tersecao com o eixo das ordenadas, y) da curva dose-resposta
construida com camundongos BALB/c (y=25,99In(x)-43,49)
foram muito semelhantes aos obtidos com o hibrido B6D2F1
(y=25,93ln(x)-44,61), de modo que as curvas sao paralelas e
praticamente superpostas, como pode ser visualizado na Figu-
ra 1. O coeficiente angular da curva dose-resposta feita com
camundongos C57BL/6 (y=23,15ln(x)-42,91) é também proximo
ao obtido com o hibrido e o coeficiente linear € um pouco
menor, havendo um discreto desvio do paralelismo com inter-
secao em ponto inferior do eixo dos y (Figura 1). A linearida-
de e ajuste a reta aos pontos indicados pelos coeficientes R?
dos ensaios com as linhagens C57BL/6 (R*=0,9961) e BALB/c
(R?= 0,9815) foram também elevados e proximos ao registrado
com o hibrido B6D2F1 (Figura 1). Digno de registro é o fato de
a similaridade genética das fémeas C57BL/6 e B6D2F1 ser sig-
nificativa, ja que ambas compartilham a mesma heranca ma-
terna (C57BL/6). Além disso, BALB/c e C57BL/6 apresentaram
fenotipo similar ao hibrido B6D2F1 para a relacdo ganho de
peso e idade, caracteristicas que podem ter contribuido para a
semelhanca da resposta ao tratamento com EPOhr.

O coeficiente angular da reta no ensaio com camundongos
Swiss Webster (16-18g, 3° dia) foi semelhante ao coeficiente
calculado para a reta no teste com o hibrido B6D2F1. Entre-
tanto, o coeficiente linear no ensaio com o Swiss Webster foi
maior, de modo que, embora a linha seja paralela, ela esta
localizada acima da reta que corresponde ao teste com o hi-
brido (Figura 1).

Os coeficientes angulares das retas obtidas em ensaios
com camundongos NIH e Swiss Webster (27-29 g 4° dia de
coleta) sdo diferentes (inclinagdes menores) das construidas
com o hibrido, sendo diferentes também as interseccoes com
0 eixo dos y.

E importante lembrar que as inclinacées (coeficientes an-
gulares) da reta que relaciona dose e resposta tém reflexos na
precisdo das estimativas da atividade bioldgica, pois o erro-
-padrao da estimativa da atividade para determinada dose é
inversamente proporcional a magnitude da inclinacao da reta’.

Neste estudo, para comparar ensaios de poténcia da EPOhr
empregando camundongos de diferentes colonias/linhagens,
construimos curvas dose-resposta com o material de referén-
cia (MRT(B)rhEPO/0208) e com 10 lotes comerciais (alfaepoeti-
na). Todos os ensaios de poténcia realizados neste estudo com
o hibrido B6D2F1 e demais colonias/linhagens de camundongos
foram satisfatorios com relacdo aos parametros de linearida-
de, paralelismo, termos quadraticos e diferenca de quadrati-
cos cumprindo os requisitos estatisticos de validacao, confor-
me preconizado pela FE. Esse resultado indica que — em prin-
cipio — é viavel realizar o ensaio de poténcia da alfaepoetina
com camundongos de todas as colonias/linhagens analisadas
no estudo. Alguns ajustes, entretanto, podem ser necessarios
para reduzir a variancia das medidas de atividade registradas
em algumas das situacoes examinadas no estudo.

P

Cumpre salientar que no caso dos camundongos Swiss We-
bster e NIH foi necessario combinar 2 ensaios para a obtencéo
de dados validos, conforme preconizado pela FE. Como essas
linhagens nao sdo isogénicas (i.e., sdo outbred) a maior disper-
sao ou variabilidade das respostas seria esperada, em virtude
da maior variabilidade do gendtipo entre individuos. Assim,
apesar das estimativas (médias) da poténcia determinadas em
ensaios com camundongos Swiss Webster e NIH e com o hibrido
B6D2F1 serem proximas, os intervalos entre os limites de con-
fianca inferior e superior foram mais amplos para os n&o isogé-
nicos, quando comparados ao hibrido de duas cepas isogénicas.

0 uso de linhagens isogénicas BALB/c e C57BL6 resultou
em estimativas muito similares em termos de poténcia e am-
plitude dos limites de confianca as obtidas com emprego do
hibrido B6D2F1. Nesses casos nao foi necessario combinar mais
de um ensaio para obtencao dos valores validos preconizados
pela FE. para poténcia e limites de confianca.

Além da uniformidade genética é possivel que a semelhan-
ca entre essas duas linhagens e o hibrido quanto as curvas de
ganho de peso com a idade também tenha contribuido para
reduzir a variacao entre os ensaios.

A comparacao entre o hibrido B6D2F1 e os demais camun-
dongos quanto ao numero de reticuldcitos registrados apds o
tratamento com as doses de 30, 90 e 270 Ul de EPOhr por
animal revela que todos os coeficientes de variacao foram me-
nores que 25%. Esse coeficiente de variacao para as medidas
de atividade das EPOhr realizadas nos ensaios € satisfatorio’.

Entre os camundongos investigados neste estudo, a li-
nhagem BALB/c foi a mais semelhante ao hibrido B6D2F1 em
relacdo a média de reticulécitos por dose. Por outro lado, a
resposta dos camundongos Swiss Webster ao tratamento com
EPOhr foi a que mais se distanciou da do hibrido. No caso dos
Swiss Webster (16-18 g, 3° dia de coleta de sangue) os nimeros
médios de reticuldcitos foram 80, 115 e 129 para as doses 30,
90 e 270 Ul/animal, respectivamente, enquanto no ensaio com
o hibrido B6D2F1 os nimeros médios de reticuldcitos foram 43,
70 e 102 para doses 30, 90 e 270 Ul/animal, respectivamente.

Uma das hipoteses para explicar a discrepancia entre Swiss
Webster e B6D2F1 quanto aos nimeros médios de reticuldcitos
é a grande diferenca de ganho ponderal com a idade. O Swiss
Webster atinge 16-18 g de peso corporal com aproximadamen-
te 4 semanas de vida, enquanto o B6D2F1 alcanca essa faixa de
peso com cerca de 6 semanas de vida. Portanto, Swiss Webster
com peso comparavel ao hibrido é bem mais jovem do que
este, apresenta maior atividade eritropoiética e aparentemen-
te maior sensibilidade aos efeitos estimuladores da EPOhr'.

Apesar de ensaios comparativos entre colonias/linhagens
serem escassos na literatura, encontramos alguns poucos tra-
balhos sobre o ensaio de poténcia de alfaepoetina com camun-
dongos normocitémicos utilizando BALB/c'>, CF1"'23, B6D2F17
e Swiss Webster'#'¢, Até a presente data — além do presente
estudo — somente o trabalho de Costa e colaboradores' e a
dissertacao de mestrado de Lopes'# compararam o ensaio de
poténcia de alfaepoetina com camundongos Swiss Webster
com o teste realizado com B6D2F1. Os dois estudos anteriores
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sugerem que a utilizacdo de camundongos Swiss Webster ¢ al-
ternativa valida ao hibrido B62DF1 para avaliacdo da poténcia
bioldgica da alfaepoetina, o que é em linhas gerais consistente
com os resultados deste estudo. Lopes', inicialmente, admi-
nistrou dose Unica de alfaepoetina, obedecendo a uma sequ-
éncia geométrica de base 2 entre as doses (20, 40 e 80 Ul/
animal), coleta de sangue no 4°dia apds inoculacdo, animais
B6D2F1 com peso entre 16 g e 20 g e Swiss Webster com peso
entre 28 g e 34 g. Os resultados dos ensaios realizados nessas
condicoes, entretanto, exibem grande variabilidade em ter-
mos das medidas do nimero de reticuldcitos em todas as doses
(CV maiores que 25%). Apds a modificacdo da administracao
do biofarmaco para esquema de doses multiplas (4 aplicagbes
diarias) e sequéncia geométrica de base 3 entre as doses (2,5,
7,5 e 22,5 Ul/animal), Lopes' conseguiu uma reducao dos CV
que atingiram o maximo de 14,09%.

Costa et al.' conduziram os seus experimentos com esque-
ma de dose Unica, sequéncia de base 3 entre as doses (30,
90 e 270 Ul/animal), coleta de sangue no 3° dia para os ca-
mundongos Swiss Webster e faixa de peso entre 16 g e 18 g.
Diferentemente do que havia sido observado por Lopes' em
trabalho anterior, Costa et al." relataram CVs inferiores a 20%
para medidas do numero de reticuldcitos nas 3 doses avalia-
das, o que é consistente com os CVs obtidos em teste analogo
no presente estudo.

Ramos et al.' fizeram comparagdes entre métodos visu-
ais (contagem em esfregacos sanguineos apos coloracao de
reticuldcitos com azul de cresil brilhante e contagem em
camara de Neubauer apds hemolise seletiva de eritrocitos)
e a citometria de fluxo para medir a resposta (numero de re-
ticulocitos) em ensaio de poténcia da EPOhr com a linhagem
murina CF1. Os autores adotaram esquema de dose Unica
(10, 30 e 90 Ul/ camundongo), coletaram o sangue no 4°dia
apo6s a injecdo de EPOhr e constataram que eram necessa-
rios pelo menos 2 ensaios independentes por amostra para
a obtencédo de valores de poténcia e limites de confianca
preconizados pela FE.

No presente estudo os ensaios comparativos entre B6D2F1
e demais colonias/linhagens foram realizados com administra-
cao de dose Unica de alfaepoetina, coleta de sangue no 4° dia
(3° dia para os Swiss Webster), faixa de peso entre 16-18 g
sequéncia geométrica de base 3 entre as doses (30, 90 e 270
Ul/animal). Nessas condicoes experimentais, exceto no caso
dos testes conduzidos com NIH e Swiss Webster (que exigiram
2 repeticoes), os resultados de todos os ensaios foram validos
(segundo critérios da FE) sem necessidade de repeticdes.

Conclusoes

Os resultados deste estudo mostraram que é em princi-
pio viavel realizar o ensaio de poténcia da alfaepoetina com
camundongos normocitémicos BALB/c, C57BL/6, NIH e Swiss
Webster. Ensaios com esses camundongos, portanto, podem
ser considerados como potenciais alternativas ao ensaio
com o hibrido B6D2F1, o Unico que é atualmente recomen-

Ensaio de poténcia da alfaepoetina

dado para ensaio de poténcia da EPOhr pelas Farmacopeias
Europeia e Brasileira.

Os ensaios realizados com camundongos da linhagem
BALB/c foram, entre todos os camundongos analisados, os que
deram origem a medidas de atividade da EPOhr (valores mé-
dios de reticuldcitos para as doses 30, 90 e 270 Ul/animal),
coeficientes angulares e lineares da curva dose-resposta e co-
eficientes de variacdo, mais préoximos aos obtidos nos testes
com os hibridos B6D2F1.
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