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A eritropoietina humana recombinante:
uma breve revisao com énfase no processo
de controle da qualidade

The recombinant human erythropoietin:
a brief review with emphasis in the process of
quality control

Resumo

A eritropoietina (EPO) é um hormonio glicoproteico que regula a eri-
tropoiese, atuando sobre as células progenitoras eritroides na medula 6ssea.
E produzido nos adultos principalmente no cértex renal. O Ministério da
Satde, em 2005, passou a fornecer produtos biolégicos, dentre eles a thEPO.
A produgio desses medicamentos proporcionou uma economia de 40 mi-
lhoes por ano ao pais. A thEPO é produzida em células de ovario de hamster
chinés - CHO. E uma glicoproteina composta de 165 aminoacidos. A massa
molecular da estrutura glicosilada, que contém cerca de 40% de carboidratos,
é de 30-34 kDa. A rhEPO é um medicamento que faz parte do Componen-
te Especializado de Assisténcia Farmacéutica do Ministério da Satude, como
parte da Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica. O INCQS recebeu,
de 2007 a 2012, um total de 779 lotes de rhEPO para andlise, 88% desse total
corresponde a apresentacao de 4000 UI/mL.

Palavras-chave: Eritropoietina. Vigilancia sanitaria. Controle da qualidade.

Biofarmacos.

Abstract

The erythropoietin (EPO) is a glycoprotein hormone wich controls
the erythropoiesis, acting on erythroid progenitors cells on bone narrow. It
is produced, primarily in the kidney cortex. The Ministry of Health, since
2005 provides biopharmaceuticals, including rhEPO. The production of these
medicines provided an economy of 40 million per year to the country. The
rhEPO is produced in Chinese Hamster Ovary cells - CHO. Is a glycoprotein
composed of 165 amino acid, the molecular mass of glycosylated structure,
that contains about 40% of carbohydrate, is 30-34 kDa. The thEPO is a medi-
cine that makes part of the Specialized Pharmaceutical Services Component,
of Ministry of Health as part of the National Policy of Pharmaceutical Assis-
tance. The INCQS received, from 2007 to 2012, a total of 779 batches of rhE-
PO for analysis, 88% of which corresponds to the presentation of 4000 IU/ml.

Keywords: Erythropoietin. Health surveillance. Quality control. Biopharma-

ceuticals
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1 Introducao

A eritropoietina (EPO) é um hormonio glico-
proteico que tem como fungdo primordial a regulacido
da eritropoiese, atuando primariamente sobre as célu-
las progenitoras eritroides na medula éssea (SCHMIDT
et al., 2003). A clonagem do gene da EPO humana, em
1983, permitiu a sua produgdo em larga escala e, pos-
teriormente, o uso clinico (ESCHBACH et al., 1987;
ELLIOTT; PHAM; MACDOUGALL, 2008). Assim, a
eritropoietina humana recombinante (rhEPO) vem sen-
do amplamente utilizada na prética clinica para reduzir
a necessidade de transfusdo sanguinea em processos ci-
rurgicos, aumentar os niveis de hemoglobina (FARIS;
RITTER; ABELS, 1996) e no tratamento de anemias
de varias etiologias, incluindo anemia devido a doenca
renal cronica, anemia relacionada ao cancer ou ao tra-
tamento dele. (RIZZO et al., 2001; ELLIOTT; PHAM;
MACDOUGALL, 2008).

Diante dessa demanda, a garantia da seguranga,
nao sé na pratica clinica, mas também no processo de
producdo e de controle da qualidade da rhEPO é in-
dispensavel. Um conjunto de métodos fisico-quimicos,
microbiolégicos e bioldgicos, entre eles a avaliaciao da
poténcia bioldgica da rhEPO, deve ser realizado para
garantir a qualidade dos produtos que siao ofertados a
populagdo (GILD et al,, 1996). Segundo diretrizes na-
cionais e internacionais, esses ensaios devem ser reali-
zados pelo préoprio fabricante a cada lote produzido para
posterior liberagido de uso do produto & populagio. No
Brasil, desde 2006, além de ser avaliado pelo proprio
produtor, cada lote de rhEPO utilizado pelo Ministério
da Saude é também avaliado pelo Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), e, somente
apods emissdo de laudo de analise desse Instituto, os lotes

produzidos sao liberados para consumo humano.

Nesse contexto, o presente trabalho pretende
contribuir para o conhecimento na area de avaliagdo da
qualidade de produtos bioldgicos a partir de uma revi-
sao sistematica da literatura cientifica sobre a rhEPO,
assim como a analise de alguns resultados do INCQS
referentes ao controle da qualidade dos lotes desse pro-
duto adquiridos pelo Ministério da Saude brasileiro nos

ultimos seis anos.

2 Metodologia

Como processo metodoldgico, foi realizada uma
revisdo sistematica da literatura cientifica na qual pesqui-
saram-se as bases de dados PubMed, LILACS e SciELO,
utilizando-se as palavras-chaves: eritropoietina, vigilan-
cia sanitdria, controle da qualidade e biofirmacos, tanto

em portugués quanto em inglés.

3 A eritropoietina humana

Carnot e Deflandre, em 1906, postularam a exis-
téncia de um fator humoral de regulagdo da eritropoiese,
o qual denominaram hemopoietina, e que, segundo esses
autores era produzido em resposta a anemia. Essa afir-
magao néo foi inicialmente aceita, apesar de estar corre-
ta, devido & auséncia de comprovagio experimental (ZA-
NICHELLI et al., 1995; METCALEF, 2008). As pesquisas
continuaram e, entre as décadas de 1940 e 1950, muitos
experimentos com animais foram realizados gerando da-
dos que refor¢aram a ideia e demonstraram que esse fator
humoral de regulacao da formagido de células vermelhas
nao so existia como também estava presente em niveis
altos no plasma anémico e na urina. Esse regulador foi
entdo chamado de eritropoietina (PLZAK et al., 1955).

A EPO é um hormoénio glicoproteico essencial a
vida, que tem como fungdo primordial a regulagio da
eritropoiese (SCHMIDT et al., 2003). Camundongos
com deleg¢ées no gene da EPO ou do seu receptor (EPO-
-R) morrem devido & anemia ainda na vida intrauterina
(WEISS, 2003).

Esse hormonio é produzido no individuo adulto
principalmente pelas células peritubulares fibroblasticas
do intersticio do cortex renal e também, em menor quan-
tidade, por células hepéticas. No feto e em recém-natos,
é produzido no figado (JACOBSON et al., 1957; FRIED,
1972; ZANJANI et al.,, 1981; KOURY et al., 1993; FI-
SHER et al.,, 1996). A auséncia ou diminui¢io desse hor-
monio na corrente sanguinea pode gerar anemia severa
(KAUSHANSKY; KIPPS, 2005).

A EPO possui meia-vida de aproximadamente
cinco horas, o que requer uma taxa de produgéo em torno
de 2 UI/Kg/dia. A produgdo da EPO é constante; alguns
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fatores, como niveis de ferro, status nutricional, condi-
¢des ambientais, estados patoldgicos e fatores genéticos
podem afetar os niveis de EPO circulante (ELLIOTT;
PHAM; MACDOUGALL, 2008).

A EPO ¢ regulada por um complexo sistema de
retroalimentagio, no qual sensores renais detectam alte-
ragdes no nivel de oxigénio sanguineo (KAUSHASKY;
KIPPS, 2005; FRIED, 2009). Nos rins, a hipdxia gera um
aumento da expressido de EPO, estimulada pelo fator in-
duzido por hipéxia (HIF-1, do inglés hypoxia induced
factor), o qual medeia a secre¢io da EPO bem como a
regulagdo do seu receptor (WEISS, 2003; WANG; SE-
MENZA, 1993).

A EPO é secretada no plasma e, ao chegar a medula
ossea, liga-se a receptores especificos na superficie de célu-
las progenitoras eritroides, estimulando assim, a diferen-
ciagdo delas em hemacias (Figura 1). Ela atua como fator
hormonal de estimula¢do mitética e diferenciagdo, aumen-
tando a formacéo de eritrocitos maduros a partir das cé-
lulas progenitoras eritroides (WEISS, 2003; FRIED, 2009).

Em 1990, pesquisadores demonstraram que o
EPO-R é expresso em varios tecidos ndo hematopoiéti-
cos, como endotélio, células neurais e placenta (RIBAT-
TI, 2008). Alguns estudos tém demonstrado ainda que a
EPO apresenta atividade antiapoptética (MINAMINO;
KITAKAZE, 2006).

Figura 1 - Mecanismo de a¢do da EPO

contagem normal de
células vermelhas

=,

vermelhas hipoxia
novas

células

medula

ossea
rim

—

EPO

Fonte: Adaptado de: http://www.noblood.org/gallery/
image-erythropoietin-hypoxia-11.html

4 Produtos biolégicos

Em 1972, surge o que conhecemos hoje como tec-
nologia do DNA recombinante (rDNA). De forma inédi-
ta, Berg utiliza enzimas de restricdo para cortar e reunir
pedacos de DNA de espécies diferentes (MATTE, 1999).
Alguns anos depois, em 1977, a E. coli ¢é utilizada para
clonar, pela primeira vez, um horménio humano, a so-

matostatina.

Em 1978, a Biotecnologia comega a dar seus fru-
tos. Com a tecnologia do DNA recombinante, uma in-
dustria de biotecnologia californiana clona e sintetiza, em
bactérias manipuladas em laboratério, a insulina huma-
na. Quatro anos depois, ela ja era comercializada (BERG;
MERTZ, 2010).

Desde entio, o avango técnico-cientifico tem per-
mitido o emprego industrial de micro-organismos ou cé-
lulas geneticamente modificadas com vistas a produgao
de proteinas de interesse em diversas dreas, em especial,
na saide humana. Essa tecnologia permite reproduzir
proteinas idénticas as naturais, bem como elaborar outras
totalmente novas, mediante alteragdes correspondentes
a inser¢do de genes nesses micro-organismos ou células.
Tais moléculas podem se revelar mais vantajosas do que
as naturais para uma determinada funcédo, podendo, por
exemplo, apresentar maior atividade bioldgica, meia-vida
mais apropriada ao uso terapéutico ou efeitos colaterais

mais brandos.

Desde 1980, esses produtos baseados na tecnolo-
gia do DNA recombinante tém sido produzidos e comer-
cializados. No Brasil, as principais aplicagdes dessa tec-
nologia estdo na producdo de medicamentos bioldgicos,
tais como vacinas, reagentes para diagnosticos e hemode-
rivados (SOARES, 2005). Os medicamentos bioldgicos,
também chamados de biofarmacos, produtos bioldgicos
ou ainda biomedicamentos, podem ser definidos como
aqueles obtidos de fluidos biolégicos ou de tecidos de ori-
gem animal, e de procedimentos biotecnolégicos (FAR-
DELONE; BRANCHI, 2006; BRASIL, 2010a).

5 Eritropoietina humana recombinante (rhEPO)

Em 1977, a EPO foi extraida e purificada da uri-
na de pacientes anémicos. Utilizando-se da tecnologia do

rDNA, baseada na sequéncia de aminoacidos dos dados
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da purificagdo, em 1983, o gene da EPO humana foi en-
tdo clonado permitindo o desenvolvimento da rhEPO,
um avango tecnoldgico que revolucionou o tratamento

da anemia.

A rthEPO é produzida em células de ovario de ha-
mster chinés (CHO). Essa célula é amplamente utilizada,
pois tem alta taxa de produgio, é adequada para cultura
em larga escala e a estrutura e composi¢ao das glicoprotei-
nas sdo similares as dos seres humanos (WANG; SEMEN-
ZA, 1993), conferindo a rhEPO uma sequéncia de amino-
acidos idéntica a da eritropoietina endégena (MIYAKE;
KUNG; GOLDWASSER, 1977; JACOBS et al., 1985).

A rhEPO ¢ uma glicoproteina composta de 165
aminoacidos que formam cadeia polipeptidica com duas
pontes dissulfeto intramoleculares nas posi¢oes (Cis” ¢!
e Cis®%). Apresenta trés sitios de glicosilagdo N-ligados
(Asn*, Asn® e Asn®) que podem formar de duas a quatro
cadeias sialiladas, e uma O-ligada (Ser'*) com até dois
residuos. Pode conter até 14 4cidos sidlicos, necessa-
rios para que o hormonio atinja os sitios-alvo, evitando
a rdpida metabolizacdo pelos receptores hepaticos que
reconhecem as estruturas expostas de galactose, com
posterior excrecdo. A massa molecular da estrutura gli-
cosilada, que contém cerca de 40% de carboidratos, é de
30-34 kDa, e somente a da cadeia peptidica é de 18 kDa.
A atividade especifica deve ser maior ou igual a 100.000
Ul/mg de proteina (SCHMIDT et al., 2003; COUNCIL
OF EUROPE, 2011).

Assim como ocorre em outras proteinas glicosila-
das, a rhEPO é encontrada como uma mistura de isofor-
mas relacionadas com o mesmo padrio de glicosilacio.
Dados encontrados na literatura demonstram que o pon-
to isoelétrico varia de 4,5-6,5 e essa variagao esta relacio-
nada com a heterogeneidade glicidica, principalmente
com rela¢do aos niveis de dcido sidlico, que é um glicidio
carregado. A maior parte das isoformas presentes na rhE-
PO encontra-se na faixa de ponto isoelétrico de 4,5-5,0
(FUKUDA et al., 1989; CONCEIGCAO, 2003).

A avaliagdo do ponto isoelétrico, além de forne-
cer informagdes a respeito da verificagio da manutengio
das caracteristicas fisico-quimicas da rhEPO presente nas
formula¢des analisadas, possibilita também uma avalia-
¢do com relagdo aos niveis de 4cido sidlico da molécula.
Segundo Fukuda et al. (1989), o 4cido sialico esta dire-

tamente relacionado com a farmacocinética da rhEPO.

Estudos realizados pelo mesmo autor demonstraram que,
quando os residuos de 4cido sidlico terminais presentes
nas cadeias oligossacaridicas da rhEPO sdo removidos, o
tempo de meia-vida da proteina no plasma torna-se mui-
to pequeno, impedindo assim que a EPO desempenhe
seu papel na manutengédo dos niveis de eritrécitos (CON-
CEIGAO, 2003).

As eritropoietinas alfa e beta sio produzidas em
células CHO - a célula de escolha para a produgio da
rhEPO - e tém as menores diferengas estruturais em re-
lacdo ao padrdo de glicosilagdo, mas os mesmos efeitos
fisiolégicos da EPO humana. A rhEPO produzida em cé-
lulas BHK (linhagem continua de células de rim de feto
de hamster; do inglés, Baby Hamster Kidney) — a omega
epoetina — tem padrdo de glicosilagdo diferente, assim
como a Deltaepoetina, a qual é produzida em fibroblasto
humano - HT1082 (WHO, 2010).

A primeira thEPO comercializada nos Estados
Unidos foi a Epogen (alfaepoetina da Amgen), em segui-
da, a Eprex (alfaepoetina da Ortho Biotech Products) e,
posteriormente, na Europa, a NeoRecormon (betaepoeti-
na da EHoffmann-LaRoche Ltd.).

A patente das primeiras eritropoietinas disponiveis
comercialmente expirou, o que levou ao surgimento de
eritropoietinas similares no mercado mundial, chamadas
de biossimilares. Esse fato causa preocupagio aos érgaos
regulatdrios, sobretudo no que diz respeito a eficicia e a
seguranca de tais produtos, uma vez que eles ndo sdo idén-
ticos aos originais (WHO, 2010; BRINKS et al., 2011).

6 Novas classes de rhEPOs

Pesquisas vém sendo realizadas, seguindo dife-
rentes abordagens, com o objetivo de estender a meia-
-vida da rhEPO; dentre elas estdo a adi¢do de polietileno
glicol (PEG), em processos conhecidos como peguilacio,
e de cadeias de carboidratos, conhecidas como hipergli-

cosilagdo.

A EPO endégena e a recombinante, ambas apre-
sentam micro-heterogeneidade na estrutura de carboi-
dratos com varia¢do no conteudo de acido sidlico. A
importancia do contetdo de 4cido sidlico foi notada em
experimentos com isoformas de rhEPO, revelando uma
direta e positiva relacao entre o conteudo de acido sidlico
e a poténcia in vivo (EGRIE; BROWNE, 2002).
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As moléculas com o contetido de éacido sidlico
aumentado tiveram a afinidade pelo EPO-R reduzida e a
meia-vida aumentada, sugerindo que a maior meia-vida
foi um determinante mais forte para a poténcia do que
a afinidade pelo receptor. Consequentemente, a mistura
de glicoformas foi importante para definir as proprieda-
des bioldgicas de rhEPO. Essa observagdo também nos
leva a pensar que a modificagdo da molécula de EPO,
pela adigdo de mais cadeias de carboidratos e aumento do
contetdo de acido sidlico (>14 residuos), pode prolon-
gar a meia-vida sérica e elevar a poténcia quando com-
parada a rhEPO convencional (EGRIE; BROWNE, 2002;
ELLIOTT; PHAM; MACDOUGALL, 2008 ).

A Darbepoetina alfa é um analogo hiperglicosila-
do que contém duas cadeias adicionais de carboidratos
N-ligados nas posi¢oes 30 e 88, como resultados de cinco
substituicoes de aminoacidos (Ala30Asn, His32Thr, Pro-
87Val, Trp88Asn, Pro90Thr). Estudos mostram que essas
substituigbes ndo interferiram diretamente na ligacdo
com o receptor ou modificaram a estrutura e a estabilida-
de da molécula. A por¢do de carboidrato foi aumentada
de 40% para 51%, e o peso molecular aproximado eleva-
do de 30 kDa para 37 kDa. O nimero maximo de residu-
os de acido sidlico aumentado de 14 para 22. Comparado
com a alfaepoetina, a darbepoetina alfa teve a meia-vida
trés vezes mais longa, mais baixa afinidade de ligagdo
com o receptor e melhor atividade in vivo em multiplas
espécies (EGRIE; BROWNE, 2001; EGRIE; BROWNE,
2002; ELLIOTT et al.,, 2003; ELLIOTT; PHAM; MA-
CDOUGALL, 2008).

A adigdo de PEG - peguilagdo — em regides reati-
vas de proteinas ou carboidratos, tanto em solu¢édo ou em
fase solida, tem sido utilizada com sucesso para estender
a meia-vida sérica de diferentes proteinas recombinantes.
Moléculas peguiladas tém a hidrodindmica aumentada.
Essa hidrodindmica aumentada pode resultar na redugio
da liberagdo devido a taxa reduzida de translocagdo do
sangue para tecidos extravasculares. Tem-se considerado
que PEG ¢ relativamente inerte e ndo imunogénico, sen-
do assim um material adequado para conjugagao de pro-
teinas terapéuticas. Moléculas de rhEPO peguiladas, tipi-
camente contém PEG ligado a diferentes aminas reativas,
cada uma delas pode ter efeitos diferenciais na atividade

e no envelopamento de proteinas (WANG et al., 2010).

A metoxipolietilenoglicol - betaepoetina (PEG -
EPO) da F. Hoffmann - La Roche Ltd., Basel, Suica, foi

aprovada, em 2007, nos Estados Unidos e na Europa, é
um peguilado da betaepoetina. Pardmetros farmacociné-
ticos da PEG-EPO foram medidos em pacientes que re-
ceberam didlise peritoneal. A meia-vida média foi de 134
horas, quando administrada via intravenosa e, 139 horas,
quando administrada por via subcutdnea. A meia-vida
longa dessa EPO permite sua administracdo uma vez por
més na fase de manutencio da terapia. (MACDOUGALL
et al., 2006; ELLIOTT; PHAM; MACDOUGALL, 2008;
PADULLE-ZAMORA et al,, 2012).

Tanto a hiperglicosilagido quanto a peguilagdo po-
dem reduzir a afinidade de ligagdo com o receptor, embo-
ra a redugéo seja consideravelmente maior para rhEPO
peguiladas do que para hiperglicosiladas (50 a 100 vezes
e 5 vezes, respectivamente). A reduzida liga¢do com o
EPO-R resulta em decréscimo, correspondentes, da po-
téncia in vitro dessas moléculas (ELLIOTT; PHAM; MA-
CDOUGALL, 2008).

7 Uso terapéutico da rhEPO

O primeiro relato de uso clinico da rhEPO foi feito
por Winearls et al. (1986) no Reino Unido e, posterior-
mente, por Eschbach et al. (1987) nos Estados Unidos,
ainda durante estudos clinicos. Em 1989, a primeira rhE-
PO é aprovada nos EUA pelo FDA (Food and Drug Ad-

ministration).

Antes do desenvolvimento da rhEPO, a transfusdo
de sangue foi o mais comum tratamento para pacientes
com anemia, contudo, desde o seu advento, a rhEPO vem
sendo amplamente utilizada na pratica clinica, para re-
dugdo da necessidade de transfusdo sanguinea em pro-
cessos cirurgicos, para aumentar os niveis de hemoglo-
bina (FARIS; RITTER; ABELS, 1996) e no tratamento de
anemias de varias etiologias, incluindo anemia devido a
doenga renal crdnica, anemia relacionada ao cincer ou ao
tratamento dele (RIZZO et al., 2001; ELLIOTT; PHAM,;
MACDOUGALL, 2008), anemia relacionada ao uso de
zidovudina, em pacientes infectados pelo HIV (SAAG;
LEVINE; LEITZ, 2002) e anemia relacionada a utiliza-
¢do de ribavirina, em pacientes portadores de hepatite C
(SOLKOWSKY; WASSERMAN; BRAU, 2001).

A rhEPO também estd indicada para pacientes on-
coldgicos com malignidades de origem nao mieloide, cuja

anemia se deva diretamente ao efeito concomitante de
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quimioterapia administrada por, no minimo, dois meses.
A rhEPO estd indicada nesse grupo de pacientes para ele-
var ou manter o nivel do hematdcrito ou de hemoglobi-
na e, assim, reduzir o nimero de transfusdes sanguineas,
bem como melhorar a resposta a terapia. Nao estd indica-
da para os casos de anemia grave que requeiram corre¢io
imediata. A thEPO substitui a necessidade de tratamento
com transfusdo, mas ndo a transfusdo de emergéncia em
qualquer que seja o caso. Também nao é indicada para a
correcao da anemia, nesse grupo particular de pacientes,
quando ela for devida a outros fatores como a deficién-
cia de folato, hemdlise ou sangramento gastrointestinal
(FRIED, 2009; BIO-MANGUINHOS, 2011).

Um fator de grande relevancia, quando do uso da
rhEPO, esta na melhora da qualidade de vida e, de manei-
ra geral, na sobrevida, ocorrendo um decréscimo na sen-
sa¢do de fadiga. O uso da rhEPO pelos pacientes permite
normalizar o seu apetite e acelerar o seu retorno as ativida-
des de rotina (AAPRO et al., 2006; GUAN; CHEN, 2008).

8 A rhEPO além do tratamento da anemia

Existem estudos que avaliaram o uso de rhEPO
em outras etiologias, sugerindo a interagdo da rhEPO
com seus receptores, os quais tém sido identificados em
células tumorais (FANDRY, 2008), e ainda que a rhEPO
possa reagir com receptores em células endoteliais para
estimular a angiogénese (RIBATTI et al., 2007), sugerin-

do fung¢des nio eritroides para a EPO.

Uma pesquisa mostrou que o uso da thEPO me-
lhora o sistema imune por estar associada com efeitos
em uma variedade de pardmetros e fun¢des imunoldgi-
cas, sugerindo também uma fun¢io antimieloma. (PRU-
TCHI-SAGIV et al., 2006).

Algumas investigagdes mostraram que a adminis-
tracdo de rhEPO antes ou logo depois do inicio da isque-
mia, reduziu o tamanho do infarto no miocérdio (IM)
e melhorou a fun¢do cardiaca em fases agudas (CAL-
VILLO et al., 2003; HIRATA et al., 2005; MINAMINO;
KITAKAZE, 2006).

Recentemente, Hirata et al (2005) demonstraram
em modelo animal que a rhEPO aumenta a formagio
de células progenitoras endoteliais assim como a angio-
génese em miocdrdio isquémico apés o IM, enquanto

melhora a fungio cardiaca, sugerindo ainda que alguns

potenciais mecanismos, pelos quais a EPO pode induzir
a cardioprotecdo, seriam a redugdo da morte celular por
apoptose; a angiogénese (pode contribuir para melhora
da funcio cardiaca apds o IM); e a prevengdo do remode-

lamento em 4reas nao infartadas.

O potencial papel protetor da thEPO, em modelos
animais para infarto do miocardio, tem sido avaliado e os
efeitos benéficos tém sido observados independentemen-
te de a administragéo ter sido feita antes da isquemia, no
inicio da isquemia ou na reperfusdo (PATEL et al., 2011).
Isso sugere que o tratamento com a EPO ¢ efetivo para a

prevencao e tratamento da isquemia.

A EPO ¢ conhecida por ser a maior reguladora da
formagdo vascular (i.e angiogénese), do crescimento de
6rgaos no embrido e o EPO-R tem sido encontrado em
quase todos os tecidos embriondrios. A thEPO estimula a
sobrevivéncia e a proliferagio de células endoteliais in vi-
tro e promove a formagio de novos vasos sanguineos. No
modelo murino, a EPO estimulou a angiogénese na cica-
trizacdo de feridas (RIBATTI et al., 2007; RIBATTT, 2008).

O primeiro relato do efeito neuroprotetor da rhE-
PO, administrada por uma via periférica, foi dado por
Brines et al (2000) que demonstraram, em um modelo de
acidente vascular cerebral focal, uma significante redugéo
do volume do infarto quando da aplica¢dao de uma alta
dose (5000 Ul/kg) de thEPO injetada por via intraperito-

nial até seis horas ap6s a reperfusio.

A EPO e seu receptor estdo presentes no sistema
nervoso central, incluindo a retina. In vitro, a EPO pro-
tegeu os neurdnios contra a isquemia induzida pela to-
xicidade ao glutamato, o primeiro fator responsavel pela
morte de células neuronais relacionadas a hipdxia. (BUE-
MI et al., 2003; WEISS, 2003).

A rhEPO tem demonstrado ter efeito antioxidan-
te. O exato mecanismo néo estd completamente elucida-
do, porém varias hipdteses tém sido sugeridas. Uma delas
é que a EPO apresenta agdo antioxidante direta pela re-
mogao de radicais livres (YANG et al., 2011).

9 Riscos associados ao uso de rhEPO

Os principais efeitos colaterais relacionados ao
uso da rthEPO sdo: aumento da hipertenséo arterial pré-

existente, crises convulsivas, hiperemia conjuntival, even-
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tos tromboticos e cefaleia (BIO-MANGUINHOS, 2011;
ABENSUR, 2000).

A expressdo da EPO e de seu receptor tem sido
reconhecida em uma variedade de cénceres humanos,
incluindo de mama, préstata, colo, ovario, ttero, glio-
blastoma e carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescogo. Testes in vitro e em modelos animais tém mos-
trado que o EPO-R pode estar presente em uma gama de
tumores e linhagens de células cancerosas (HARDEE et
al., 2006; OSTERBORG et al., 2007).

A EPO nio somente estimula a proliferacao de cé-
lulas cancerosas e inibe a apoptose, mas também estimula
a migragdo e invasdo dessas células. O completo enten-
dimento da fun¢do do EPO-R em células tumorais ainda
permanece ausente na literatura (HARDEE et al., 2006;
GUAN; CHEN, 2008).

Outro ponto que merece aten¢do é o risco de
trombose. De acordo com estudo baseado na revisio sis-
tematica e triagem de 9.353 pacientes e outro que avaliou
o uso de uma alta dose de EPO (40.000 — 60.000 UT por
semana), administrada por via subcutinea, ambos em
pacientes com cancer, demonstraram que o tratamento
com epoetina ou darbepoetina aumentou o risco e a in-
cidéncia de eventos tromboembdlicos (BOHLIUS et al,,
2006; MINAMINO; KITAKAZE, 2006).

Apesar dos beneficios do uso da EPO, que sdo de
grande importincia, é preciso cautela quanto a sua apli-
cagdo clinica. Isso mostra a importancia de se seguir as

indicagdes autorizadas do uso da rhEPO.

10 Controle da qualidade da rhEPO

Diante da gama de produtos disponiveis no mer-
cado, da abrangéncia da indicagdo terapéutica e das ca-
racteristicas dos pacientes usudrios de rhEPO, ¢ de gran-
de importancia o efetivo controle da qualidade desse
produto previamente ao seu ingresso no mercado. O Mi-
nistério da Saude, em 2005, passou a fornecer produtos
biolégicos, dentre eles a thEPO, por meio de acordo entre
Brasil e Cuba, ficando a Fiocruz na lideranca do grupo
nacional de detentores da tecnologia para a producéo de
biofarmacos (FARDELONE; BRANCHI, 2006).

Desde 1983, o INCQS faz o controle da qualidade
de produtos bioldgicos, entre eles soros hiperimunes e va-
cinas, utilizados no Programa Nacional de Imunizagdes
(PNI), sendo igualmente responsavel pelo controle da qua-
lidade de alguns biofarmacos, i.e. thEPO e Interferon alfa

2b humano recombinante, que sdo adquiridos pelo MS.

Dentre os ensaios preconizados nos compéndios
oficiais e realizados pelo INCQS para o controle da qua-
lidade da rhEPO (Tabela 1), estdo: (i.) analise de proto-
colo resumido de produgéo e controle (PRPC); (ii.) ava-
liagdo da poténcia bioldgica; (iii.) determinacédo de pH;
(iv.) volume médio; (v.) identifica¢ido por imunoblot; (vi.)
identificacdo por SDS-PAGE; (vii.) esterilidade; e (viii.)

endotoxina bacteriana.

Atualmente ndo existe monografia para rhEPO na
Farmacopeia Brasileira; dessa forma, o compendio ado-
tado como referéncia no Brasil é a Farmacopeia Europeia
(Ph. Eur.).

Tabela 1 - Ensaios realizados no INCQS para o controle da qualidade da rhEPO

ENSAIO

VALOR DE REFERENCIA FONTE

Andlise de protocolo

De acordo com a norma oficial

Farmacopeia Europeia,
7.0-2011

Poténcia biolégica

Entre 80 a 125% e limites de confianca
entre 64 e 156% do rotulado 7.0-2011

Farmacopeia Europeia,

Determinacgéo de pH 65a75

Registro do produto

Volume médio

Minimo de 1,1 mL/frasco

Farmacopeia Brasileira,
42 edicao, parte |, 1998

Farmacopeia Europeia,

Identificacdo por Imunoblot

Reativo com reagente

7.0,2011
. “ Conforme a faixa de peso molecular Farmacopeia Europeia,
Identificacdo por SDS-PAGE esperada 7.0,2011

Esterilidade

Auséncia de bactérias e fungos
contaminantes

Farmacopeia Brasileira,
42 edicao, parte |, 1998

Endotoxina bacteriana

< 20 IU para um volume que contenha
100.000 IU de eritropoietina

Farmacopeia Europeia,
7.0, 2011

Fonte: INCQS (2012).
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10.1 Avaliacao da poténcia biolégica para rhEPO

A atividade bioldgica, ou poténcia bioldgica, é
definida como a habilidade especifica ou capacidade do
produto atingir um efeito bioldgico definido (BRASIL,
2010a), no caso da thEPQ, a correcdo da anemia, i.e. a
elevagdo do nivel de hemoglobina e hematdcrito. Essa é
uma avaliagio laboratorial de suma importancia, uma vez
que seu resultado esta relacionado a eficacia do produto
final. Assim, a avaliagdo da poténcia bioldgica é um dos
ensaios preconizados pela Farmacopeia Europeia (Ph.
Eur.) em produtos contendo rhEPO a fim de que possam

ser liberados para uso da populagéo.

Os primeiros bioensaios in vivo preconizados para
avaliacdo da poténcia bioldgica da rhEPO foram baseados
na captag¢do de Fe* radioativo. (METCALF, 2008). Atual-
mente, essa avaliagdo pode ser realizada por dois métodos.
Um método (método A) utiliza camundongos policitémi-
cos e outro (método B) utiliza camundongos normocité-
micos (COUNCIL OF EUROPE, 2011). O método B tem
sido o método de escolha, uma vez que 0o método A — em
camundongos policitémicos — causa maior sofrimento e
estresse aos animais, que devem ser mantidos por longos
periodos em camaras hipobaricas e expostos a radioiséto-
pos (ECVAM, 2002). Como resultado dessa escolha, di-
ferentes linhagens de camundongos normocitémicos tém
sido testadas para a avaliagdo da poténcia de rhEPO, tais
como CF1, Balb/c, e B6D2F1 (ALBERTENGO et al., 1999;
RAMOS et al., 2003; SCHMIDT et al., 2003; BARTH et
al., 2008; COUNCIL OF EUROPE, 2011).

Esse método tem como base a medida do estimu-
lo da produgao de reticuldcitos ap6s a injegdo de rhEPO,

sem qualquer exposi¢do prévia.

O ensaio ¢ realizado com desenho de blocos ao
acaso, no qual os animais sdo distribuidos de forma ran-
démica. O tratamento ¢é feito por via subcutinea em que
alguns animais sdo inoculados com a amostra teste e ou-
tros com padréo de referéncia, sendo seis representantes

de cada dose, totalizando 36 animais em cada teste.

Apos 96 horas (para a linhagem B6D2F1), é re-
alizada a coleta de sangue por via plexo orbital, seguida
do processamento do sangue que consta da colora¢do do
material genético dos reticuldcitos com corante vital azul
de metileno e da inducio da hemolise seletiva. Posterior-
mente, tais células sdo contadas em hemocitémetro (ca-

mara de Neubauer).

Um unico trabalho experimental testou o uso da
linhagem Swiss Webster (SW), sugerindo sua aplicagdo
na avaliacio da rhEPO como alternativa vélida a linha-
gem B6D2F1, preconizada pela Ph. Eur. (LOPES, 2004).
No entanto, por nio ter seguido compéndio oficial e por
nao ter avaliado a correlagio entre essa linhagem alterna-
tiva e a linhagem preconizada oficialmente - B6D2F1 - a
linhagem SW nio pode até hoje ser implantada para fins

regulatorios.

Nesse contexto, ensaios preliminares para avalia-
¢do da poténcia da rhEPO foram realizados, utilizando
a linhagem SW. Com base nos resultados desses ensaios,
publicados por nosso grupo (COSTA et al., 2010), foi
possivel ajustar algumas variaveis como faixa ideal de
peso corpéreo dos animais, melhor esquema de doses,
melhor dia para contagem de reticuldcitos etc. que de-
verdo nortear a validagdo do uso da linhagem SW para

avaliar a poténcia de rhEPO.

11 Situacao da rhEPO no Brasil

O tratamento padrdo para a anemia na doenga
renal crdnica, atualmente, consiste na administragdo de
agentes estimulantes da eritropoiese. Dentre eles, por ter
uma melhor relacdo custo-beneficio, a rhEPO é o far-
maco mais utilizado na terapéutica, inclusive no Brasil
(GURGEL et al., 2012).

A rhEPO ¢ um medicamento que faz parte do
Componente Especializado de Assisténcia Farmacéutica,
aprovado pela Portaria n° 2981 de 26/11/2009 do Minis-
tério da Saude (BRASIL, 2009), como parte da Politica
Nacional de Assisténcia Farmacéutica. Para atender ao
exposto nessa Portaria, o MS, em parceria com a Secreta-
ria de Ciéncia e Tecnologia e Insumos Estratégicos (SC-
TIE), financia o medicamento em cofinanciamento com
as Secretarias Estaduais de Sadde, que também sdo res-
ponsaveis pela aquisi¢do, distribuicdo e dispensa¢io do
medicamento ao usudrio final, para garantir a populagdo

acesso gratuito a thEPO.

Avaliando os protocolos clinicos e diretrizes te-
rapéuticas, elaborados pelo MS, a thEPO esta indicada
e tem sido prescrita para uso ambulatorial e hospitalar,
para casos de anemia na insuficiéncia renal cronica; he-
patite C e transplante de intestino, medula ou pancreas
(BRASIL, 2010b).
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Em consulta realizada no site da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) em 20 de margo de 2012,
observou-se a existéncia de quatro produtos registrados,
de quatro diferentes empresas, quando o termo busca foi
“principio ativo: eritropoetina humana recombinante”
Quatro produtos de quatro diferentes empresas, quando
o termo busca foi “principio ativo: alfaepoetina” e dois
produtos de uma mesma empresa, quando o termo busca
foi “principio ativo: betaepoetina”. Essa consulta mostrou
que temos um numero consideravel de diferentes em-
presas (oito) que detém tecnologia para a producdo de
rhEPO, levando a uma gama de diferentes produtos (10).
E ainda com diferentes paises fabricantes (oito), com pro-
dutos registrados no Brasil. Todas as buscas consideraram

registros validos, ou seja, dentro do prazo de vigéncia.

O INCQS recebe anualmente cerca de 130 lotes
rhEPO para andlise, o que corresponde a demanda do
Ministério da Satude, por meio da Secretaria de Ciéncia,
Tecnologia e Insumos Estratégicos (SCTIE). Ainda as-
sim, esse quantitativo de lotes ndo consegue atender ple-
namente aos pacientes, a maioria deles renais cronicos,

que recebem a rhEPO por meio do SUS (Sistema Unico
de Saude).

A Secretaria de Vigilancia Sanitaria publicou em
seu clipping que, no Para, segundo a Associagdo dos Re-
nais Cronicos e Transplantados do Estado (ARCT-PA),
os pacientes estariam com dificuldades para obter o me-
dicamento eritropoietina. Segundo a ARCT-PA, o Minis-
tério da Saude repassa 10 mil frascos com 4000 mg cada;
no entanto, existem 1.728 pacientes renais cronicos ca-
dastrados que dependem da rhEPO e cada um recebe por
més 12 frascos de thEPO, com 4000 mg cada, ou seja, um
quantitativo insuficiente para a demanda do Pard (BRA-
SIL, 2011b).

Outro exemplo de desabastecimento ocorreu em
Sumaré - Sao Paulo, onde pacientes protestaram contra a
falta de thEPO nas farmacias do SUS. A falta desse medi-
camento, como relatam os pacientes, pode agravar a situ-
acao de individuos que sofrem hemodialise, uma vez que
ele ajuda a manter o quadro de saide (BRASIL, 2011a).

11.1 Lotes analisados pelo INCQS

No INCQS, a avaliagdo da qualidade de lotes de
rhEPO utilizados pelo MS teve inicio no ano de 2007.
Com base nos dados oriundos dos Sistemas de Gerencia-
mento de Amostras (SGA-web e SGA 2000) utilizados no

INCQS e do Protocolo Resumido de Produ¢io e Controle
- PRPC (Tabela 2), foi possivel observar que, no primeiro
ano de analise, foram recebidos 96 lotes. Nos anos seguin-
tes, de 2008 a 2012 (até o més de junho de 2012), foram
recebidos 136, 150, 144, 170 e 83 lotes, respectivamente,
totalizando 779 lotes. Esse total de lotes corresponde a
aproximadamente 6,5 milhdes de frascos de thEPO libe-

rados anualmente para consumo.

Considerando a forma de apresentagdo (2000 UI
ou 4000 Ul/frasco), a maioria dos lotes recebidos no peri-
odo de 2007 a 2012 foi de 4000 Ul/frasco. A apresentac¢do
de 2000 Ul/frasco consistiu cerca de 10% do total de lotes

recebidos em todo o periodo de estudo.

Tabela 2 — Quantitativo de lotes recebidos no INCQS

TOTAL DE .
ANO |7 e | 2000UI | 4000UI | 1(%)
2007 96 27 (28%) | 69 (72%) 0
2008 136 6.(4%) | 130(96%) 0
2009 150 | 16(11%) | 134(89%) 0
2010 144 | 19(13%) | 125 (87%) 0
2011 170 | 18(11%) | 152(89%) 0
2012° 83 7(8%) | 76(92%) 4
Soma 779 | 93(12%) (686 (88%)| 4

# Dados referentes ao periodo de janeiro a junho de 2012; (%)
percentual em relagdo ao total daquele ano. Fonte: INCQS
(2012).

12 Consideragoes finais

Milhdes de pacientes em todo mundo séo benefi-
ciados com o uso da rhEPO, a maioria deles com doenga
renal cronica, o que tem um impacto importante na sau-
de publica, sobretudo devido a reducdo da necessidade
de transfusdes de sangue e a melhor qualidade de vida

dos pacientes.

Dentre os medicamentos de alto custo disponibi-
lizados pelo SUS, a rhEPO tem sido o mais utilizado. Esse
é o0 medicamento de escolha para pacientes em hemodi-
alise, em virtude da maior severidade da anemia nesses
pacientes e seu menor custo em relagdo aos outros medi-

camentos estimuladores da eritropoiese.

Diante da crescente demanda no cendrio nacional,
do alcance de sua indicagio terapéutica e das caracteris-
ticas dos pacientes usuarios de rhEPO, é de grande im-
portéincia o efetivo controle da qualidade desse produto,
garantindo assim seguranca e eficacia na utilizacdo desse

medicamento bioldgico.
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