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RESUMO
"PROCESSOS PARA A MEDIGAO DA POTENCIA DO ACETATO DE
GLATIRAMERO"

A presente invencao proporciona um processo para medicdo da
poténcia relativa de um lote de teste de acetato de
glatirémero. Adicionalmente, a presente invencao
proporciona um pProcesso para preparacgcdo de um lote de
acetato de glatirémero aceitéavel para utilizacéo

farmacéutica.



DESCRICAO
"PROCESSOS PARA A MEDIQAO DA POTENCIA DO ACETATO DE

GLATIRAMERO"

Ao longo deste pedido, sé&o citadas varias referéncias,
utilizando citagdes abreviadas dentro de paréntesis. As
citacdes completas para estas referéncias podem ser
encontradas no fim da descricdo, 1imediatamente antes das

reivindicacdes.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a métodos de padronizacgdo da
medicdo da poténcia do acetato de glatirdmero com base no
reconhecimento especifico do acetato de glatiré&mero por

células T.

ANTECEDENTES

E desejdvel padronizar a medicdo da poténcia de composicdes
farmacéuticas uma vez que existe uma poténcia e qualidade
6ptimas do componente activo que sdo eficazes no tratamento

da doencga para a qual este é administrado.

O acetato de glatirémero (AG, também conhecido como
Copolimero-1 (Physician's Desk Reference), Copolimero 1,
Cop-1 ou COPAXONE®), ¢ um farmaco aprovado para O
tratamento de esclerose multipla (EM). O acetato de
glatirdmero consiste nos sais de acetato de polipéptidos

sintéticos, contendo quatro aminoadcidos de ocorréncia

natural (Physician's Desk Reference): &cido L-glutamico,
L-alanina, L-tirosina e L-lisina (Physician's Desk
Reference) com  uma fraccgéao molar média de acido
L-glutémico: 0,129-0,153; L-alanina: 0,392-0,462;

L-tirosina: 0,086-0,100; L-lisina: 0,300-0,374,



respectivamente. O peso molecular médio do acetato de
glatirémero é de 4.700 - 11.000 daltons (Physician's Desk
Reference). Quimicamente, o acetato de glatirémero ¢é
designado polimero de éacido L-glutdmico com IL-alanina,
L-lisina e L-tirosina, acetato (sal) (Physician's Desk

Reference). A sua fdérmula estrutural é:

(Glu, Ala, Lys, Tyr)yx*xCH;COOH (CsHoNOgeCsHNO, e CoH1aN,O; 0 CoHi1NOs) 0 xCoHaO,CAS  —
147245-92-9

(Physician's Desk Reference). O acetato de glatirémero ¢é

também escrito como: poli[L-Glu'”*°, L-Ala’’*°, L-Tyr®°*'%,

L-Lys”*?’] -nCHsCOOH.

Mostrou-se que o) acetato de glatirémero suprime
encefalomielite auto-imune experimental (EAE) - um modelo
experimental ©para esclerose multipla (EM) em vVvarias

espécies animais (Lando et al., 1979; Aharoni, 1993).
Estudos de EAE em murideo sugeriram que a protecgdo contra
EAE é mediada por actividade de células T (Aharoni, 1993).
Esta proteccdo da indugdo activa de EAE através de
homogenato de medula espinal de ratinho, em que estéao
envolvidos varios auto-antigénios, pode ser adoptivamente
transferida para receptores normais através de injecgdo de
células T supressoras especificas do acetato de glatirémero
(Aharoni, 1993). Em ensaios clinicos de fase I11,
verificou-se que injecgdes subcutlneas didrias de acetato
de glatiramero retardam a progressido da incapacidade e
reduzem a taxa de relapso em esclerose multipla em
exacerbacao remitente (Johnson, 1987). Os processos de
fabrico de acetato de glatirédmero sdo descritos nas
Patentes U.S. N°. 3 849 550 e 5 800 808 e na Publicacdao
Internacional PCT N°. WO 00/05250.



E vulgarmente aceite que um elevado nivel de especificidade
do antigénio €& uma caracteristica da activacdo de células
T. As células T do sistema imunitdrio reconhecem péptidos
imunogénicos complexados com as moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II ou I,
expressas em células de apresentacdo do antigénio (APCs). A
especificidade do reconhecimento do antigénio por células T
¢ definida por varios parémetros: 1) afinidade do receptor
de células T para o complexo de péptidos MHC; 2) sequéncia
primadria do péptido antigénico; e 3) efeitos sinergisticos
de certas combinagdes de amincdcidos dentro do péptido
antigénico. Com base no conhecimento actual sobre o
mecanismo de accdo do acetato de glatirdmero, cré-se que a
actividade bioldégica do acetato de glatirdmero em EM ¢é

mediada pela imunomodulacgdo da actividade de células T.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengao proporciona um processo para medicdo da
poténcia de um lote de teste de acetato de glatiramero
relativamente a poténcia conhecida de um lote de referéncia
de acetato de glatirémero que compreende:
a. imunizacdo de ratinhos fémeas (SJL x BALB/C)F1
entre as 8 e as 12 semanas de idade com uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirémero do lote de
referéncia;
b. preparacdo de uma cultura primdria de células de
ndédulos linfaticos dos ratinhos do passo (a) 9-11 dias
apdés a imunizacédo;
C. incubacéao separadamente de pelo menos cinco
amostras de referéncia, cada uma das gquals contém um
numero predeterminado de células da cultura priméaria
do passo (b) e uma quantidade predeterminada de
acetato de glatiramero entre 1 pg/mL e 25 pg/mL de um

lote de referéncia;



d. incubacdo de pelo menos duas amostras, cada uma das
quails contém um numero predeterminado de células da
cultura primdria do ©passo (b) e uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirémero do lote de
teste;
e. determinacdo para cada amostra nos passos (c) e
(d), da quantidade de interleucina-2 segregada pelas
células em cada amostra apds 18-21 horas de incubacéo
de tal amostra;
f. correlagcdao das quantidades de interleucina-2
segregadas pelas amostras incubadas com o lote de
teste de acetato de glatirémero com as quantidades de
interleucina-2 segregadas pelas amostras incubadas com
o0 lote de referéncia de acetato de glatiré&mero de modo
a determinar a poténcia do lote de teste de acetato de
glatirémero relativamente ao lote de referéncia de
acetato de glatiramero,
em que em cada amostra nos passos (c) e (d), o numero de
células predeterminado ¢é substancialmente idéntico, e em
que para cada amostra contendo uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirdmero do lote de teste
existe uma amostra de referéncia correspondente contendo
uma gquantidade predeterminada substancialmente idéntica de

acetato de glatirdmero do lote de referéncia.

A presente invencgdo proporciona também um processo para
medicdo da poténcia de um lote de teste de acetato de
glatirémero relativamente a poténcia conhecida de um lote
de referéncia de acetato de glatirdmero que compreende:
a. 1imunizagdo de um mamifero de teste com uma
quantidade predeterminada de acetato de glatiré&mero do
lote de referéncia;
b. preparagdo de uma cultura primdria de células do
mamifero de teste do prasso (a) num momento

predeterminado apdés a imunizacéo;



c. incubacdo separadamente de pelo menos duas amostras
de referéncia, cada uma das quais contém um numero
predeterminado de células da cultura primadria do passo
(b) e uma guantidade predeterminada de acetato de
glatirémero de um lote de referéncia;
d. incubacdo de pelo menos duas amostras, cada uma das
quais contém um numero predeterminado de células da
cultura primdria do passo (b) e uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirdmero do lote de
teste;
e. determinacdo para cada amostra nos passos (c) e
(d), da qguantidade de uma citocina segregada pelas
células em cada amostra apds um periodo de tempo
predeterminado de incubacdo de tal amostra;
f. correlacgdo das quantidades da citocina segregada
pelas amostras incubadas com o lote de teste de
acetato de glatiré&mero com as quantidades da citocina
segregada pelas amostras incubadas com o lote de
referéncia de acetato de glatirdmero de modo a
determinar a poténcia do lote de teste de acetato de
glatirémero relativamente ao lote de referéncia de
acetato de glatirémero,
em que em cada amostra nos passos (c) e (d), o numero de
células predeterminado ¢é substancialmente idéntico, e em
que para cada amostra de imunizacdo contendo uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirdmero do lote de teste
existe uma amostra de referéncia correspondente contendo
uma quantidade substancialmente idéntica predeterminada de

acetato de glatirédmero do lote de referéncia.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1l: Imunizacdo com AG PR (Padrdao de Referéncia).
Cultura primaria de células de NL. Deteccédo de IL-2 através

de ELISA.



Figura 2: Indugdo de células T especificas de AG. Culturas
primdrias de células de NL derivadas de ratinhos imunizados
com 250 mng de AG PR + CFA ou apenas com CFA foram
cultivadas na presenca de concentracdes crescentes de AG
PR. Apds incubacdo de um dia para o outro a 37°C os meios
de cultura foram colhidos e ensaiados quanto a IL-2 através

de ELISA.

Figura 3: Diagrama de hemacitdmetro.

Figura 4: Optimizacdo do protocolo de imunizacdo - fonte da
cultura e efeito da dose do AG Padrdo de Referéncia (PR).
Culturas primarias de células de Ndédulos Linfaticos (NL) e
do bacgo foram derivadas de ratinhos imunizados com 10 ou
250 pg de AG RS + adjuvante completo de Freund (CFA). As
células foram cultivadas na presencgca de concentracgdes
crescentes de AG PR. Apds incubacdo de um dia para o outro
a 37°C, os meios de cultura foram colhidos e ensaiados
quanto a IL-2 através de ensaio imunossorvente enzimdtico

(ELISA) .

Figura 5: Optimizacdo do protocolo de imunizagcao -
adjuvante e efeito da dose. Culturas primdrias de células
de NL derivadas de ratinhos imunizados com 250 pg de AG PR
+ CFA ou com 10 mg de AG PR + adjuvante completo de Freund
(ICFA) foram cultivadas na presenga de concentracgdes
crescentes de AG PR. Apds incubacdo de um dia para o outro
a 37°C, os meios de cultura foram colhidos e ensaiados

quanto a interleucina-2 (IL-2) através de ELISA.

Figura 6: Efeito do periodo de imunizagé&o. Ratinhos foram
imunizados com 250 pg de AG PR em CFA e os LN foram
removidos apdés 9, 10 e 11 dias. A resposta das células de

NL dos diferentes grupos a varias concentracdes de AG PR



foi testada in vitro através da medicdo da secrecdo de IL-2

por ELISA.

Figura 7: Efeito do meio de cultura na resposta de células
T especificas de AG. Culturas primarias de células de NL
foram cultivadas com diferentes meios contendo soro de
ratinho normal (NMS) a 1%, soro fetal bovino (FBS) a 1% ou
meio de cultura celular definido (DCCM1l). As células foram
incubadas com concentracdes crescentes de AG PR durante 21
horas a 37°C. Subsequentemente, os meios de cultura foram

colhidos e ensaiados quanto a IL-2 através de ELISA.

Figura 8: Cinética da secregdo de IL-2 em resposta a AG PR.
Uma cultura primdria de células de NL foi preparada a
partir de ratinhos imunizados com 250 pg de AG PR + CFA. As
células foram incubadas com 0, 0,5, 2,5 e 5 pg/mL de AG PR
a 37°C durante os intervalos indicados. A <cada dado
momento, uma aliquota de 5x10° células foi centrifugada e o
sobrenadante foi mantido a -20°C. Todas as amostras foram

ensaiadas simultaneamente quanto a IL-2 através de ELISA.

Figura 9: Estabilidade de IL-2 em meio de cultura. Uma
cultura primédria de células de NL foi preparada a partir de
ratinhos imunizados com 250 pg de AG PR + CFA. As células
foram incubadas com vArias concentragdes de AG PR a 37°.
Apds incubacdo de um dia para o outro, o0s sobrenadantes
foram colhidos e divididos em duas aligquotas. Uma aliquota
foi ensaiada imediatamente através de ELISA, e a segunda

fol mantida durante 7 dias a -20°C antes de ser ensaiada.

Figura 10: Estabilidade da solugdo de AG PR a -20°C. Foi
preparada uma solucdo de AG PR a 1 mg/mL, dividida em

aliquotas e mantida a -20°C. A resposta a dose das células



especificas de AG a solucdo de AG PR foi testada no tempo

zero (Data 1) e apds 5 meses a —-20°C.

Figura 11: Efeito do peso molecular médio (PM) na resposta
de células T especificas de AG PR. Uma cultura primaria de
células de NL foi preparada a partir de ratinhos imunizados
com 250 ng de AG PR + CFA. As células foram cultivadas na
presenca de 2 concentracdes diferentes de AG PR e de AG
Substancia Farmaco (SF) de diferentes pesos moleculares.
Apds incubacgdo de um dia para o outro a 37°C os meios de

cultura foram colhidos e ensaiados quanto a IL-2 através de

ELISA.
Figura 12(A e B): Reactividade c¢ruzada de células T
especificas de AG PR com AG SF e Produto Farmaco (PF). Uma

cultura primdria de células de NL foi preparada a partir de
ratinhos imunizados com 250 pg de AG PR + CFA. A resposta
das células T especificas de AG PR a outro lote de AG SF
(Fig. 12A), a um lote de AG PF e a manitol (Fig. 12B) foi
comparada com a resposta ao lote de AG PR. Os niveis de IL-

2 no meio de cultura foram medidos através de ELISA.

Figura 13: Cinética da protedlise de AG PR por tripsina. AG
PR foi proteolisado por tripsina nos momentos indicados. A
actividade das amostras proteolisadas foi testada através

de um teste de poténcia in vitro.

Figura 14: Cromatografia Liquida de Alta Pressdo de Fase
Inversa (RP-HPLC) de AG antes e apds protedlise por
tripsina. AG PR foi proteolisado por tripsina e o perfil

cromatografico das amostras foi testado através de RP-HPLC.

Figura 15: Cinética da protedlise de AG PR por

guimiotripsina. AG PR foi proteolisado por quimiotripsina



nos momentos indicados. A actividade das amostras
proteolisadas foi testada através do teste de poténcia 1in

vitro.

Figura 16: RP-HPLC de AG antes e apds protedlise por
quimiotripsina. AG PR foil proteolisado por quimiotripsina e
o perfil cromatogrdfico das amostras foi testado através de

RP-HPLC.

DESCRICAO DETALHADA

A presente invencado proporciona um processo para medicgao da
poténcia de um lote de teste de acetato de glatirémero
relativamente a poténcia conhecida de um lote de referéncia
de acetato de glatiré&mero que compreende:
a. imunizacdo de ratinhos fémeas (SJL x BALB/C)F1
entre 8 e 12 semanas de idade com uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirémero do lote de
referéncia.
b. preparacdo de uma cultura primdria de células de
ndédulos linfaticos dos ratinhos do passo (a) 9-11 dias
apdés a imunizacédo;
c. incubacéao separadamente de pelo menos cinco
amostras de referéncia, cada uma das guais contém um
numero predeterminado de células da cultura priméaria
do passo (b) e uma quantidade predeterminada de
acetato de glatirdmero entre 1 pg/mL e 25 pg/mL de um
lote de referéncia;
d. incubacdo de pelo menos duas amostras, cada uma das
quais contém um numero predeterminado de células da
cultura primdria do ©passo (b) e uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirémero do lote de
teste;
e. determinacgdo para cada amostra nos passos (c) e

(d), da qguantidade de interleucina-2 segregada pelas
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células em cada amostra apds 18-21 horas de incubacéo
de tal amostra;
f. correlagdao das quantidades de interleucina-2
segregadas pelas amostras incubadas com o lote de
teste de acetato de glatirémero com as quantidades de
interleucina-2 segregadas pelas amostras incubadas com
o lote de referéncia de acetato de glatiré&mero de modo
a determinar a poténcia do lote de teste de acetato de
glatirémero relativamente ao lote de referéncia de
acetato de glatiramero,
em que em cada amostra nos passos (c) e (d), o numero de
células predeterminado ¢é substancialmente idéntico, e em
que para cada amostra contendo uma quantidade
predeterminada de acetato de glatiradmero do lote de teste
existe uma amostra de referéncia correspondente contendo
uma gquantidade substancialmente idéntica predeterminada de

acetato de glatirdmero do lote de referéncia.

Numa forma de realizacdo, seis amostras de referéncia séo

incubadas separadamente no passo (d).

A presente invengdo proporciona também um processo para
medicdo da poténcia de um lote de teste de acetato de
glatirémero relativamente a poténcia conhecida de um lote
de referéncia de acetato de glatirdmero que compreende:
a. 1imunizacdo de um mamifero de teste com uma
quantidade predeterminada de acetato de glatirémero do
lote de referéncia;
b. preparacdo de uma cultura primdria de células do
mamifero de teste do passo (a) num momento
predeterminado apds a imunizacgdo;
Cc. incubacédo separadamente de pelo menos duas amostras
de referéncia, cada uma das quais contém um numero

predeterminado de células da cultura primdria do passo
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(b) e uma guantidade predeterminada de acetato de
glatirémero de um lote de referéncia;
d. incubacdo de pelo menos duas amostras, cada uma das
quais contém um numero predeterminado de células da
cultura primdria do passo (b) e uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirémero do lote de
teste;
e. determinacdo para cada amostra nos passos (c) e
(d), da gquantidade de uma citocina segregada pelas
células em cada amostra apds um periodo de tempo
predeterminado de incubacdo de tal amostra;
f. correlacédo das quantidades da citocina segregada
pelas amostras incubadas com o lote de teste de
acetato de glatirlmero com as quantidades da citocina
segregada pelas amostras incubadas com o lote de
referéncia de acetato de glatirdmero de modo a
determinar a poténcia do lote de teste de acetato de
glatirémero relativamente ao lote de referéncia de
acetato de glatiramero,
em que em cada amostra nos passos (c) e (d), o numero de
células predeterminado ¢é substancialmente idéntico, e em
que para cada amostra de imunizacdo contendo uma quantidade
predeterminada de acetato de glatiramero do lote de teste
existe uma amostra de referéncia correspondente contendo
uma gquantidade predeterminada substancialmente idéntica de

acetato de glatirdmero do lote de referéncia.

Numa forma de realizacdo, a citocina € uma interleucina.

Numa forma de realizacdo preferida, a interleucina é interleucina-2.
Noutra forma de realizacdo, a interleucina é interleucina-6.

Ainda noutra forma de realizacdo, a interleucina é interleucina-10.
Numa forma de realizacdo adicional, a citocina é interferdo—gama.
Numa forma de realizacdo, o mamifero produz células T especificas
para acetato de glatiré&mero padrdo de referéncia.

Noutra forma de realizacdo, o mamifero & um roedor.
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Ainda noutra forma de realizacdo, o roedor € um ratinho.

Numa forma de realizacdéo adicional, o ratinho é um ratinho fémea
(SJL x BALB/C)F1.

Noutra forma de realizacdo, o mamifero tem cerca de 8 a cerca de 12
semanas de idade.

Ainda noutra forma de realizacdo, as células sdo células de nddulos
linféaticos.

Numa forma de realizacdo, as células sdo células do baco.

A presente 1invengdo proporciona ainda um processo para
preparacdo de um lote de acetato de glatiradmero aceitéavel
para utilizacdo farmacéutica que compreende:
a. preparacdo de um lote de acetato de glatiramero;
b. medicdo da poténcia relativa do lote de acordo com
0 processo da reivindicacao 1; e
c. qualificacdo do lote como aceitavel para utilizacéo
farmacéutica se a poténcia relativa medida estiver
entre 80% e 125% do lote de referéncia de acetato de

glatirémero.

Adicionalmente, a presente invencgado proporciona um pProcesso
para preparacdo de acetato de glatirdmero aceitdvel para
utilizacdo farmacéutica que compreende:
a. preparacgdo de um lote de acetato de glatirémero;
b. medicdo da poténcia relativa do lote de acordo com
0 processo da reivindicacéao 3; e
c. qualificacdo do lote como aceitédvel para utilizacéo
farmacéutica se a poténcia relativa medida estiver
entre 80% e 125% do lote de referéncia de acetato de

glatirémero.

Assim, a presente invencao proporciona a padronizacdo da
medicdo da poténcia de AG. O teste de poténcia determina
quantitativamente a actividade bioldégica de AG. Esta é a

primeira apresentacdo de sempre de um tal teste. Este
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método de padronizacéao é essencial para mostrar
reprodutibilidade de lote para lote em relacdo a poténcia e
qualidade de SF e PF. No contexto deste pedido, SF refere-
se ao ingrediente activo, 1i.e., AG. FP é utilizado para
indicar o produto acabado, i.e., Copaxone®. PR denota um
lote de acetato de glatiré@mero possuindo um peso molecular

médio de cerca de 7000 Da.

A presente invencédo utiliza a observacdo de que as células
T incubadas com uma citocina, p.ex., IL-2, proliferam em

resposta a essa citocina (Lisak et al., 1974).

Os exemplos que se seguem descrevem a invencdo em detalhe
em relagdo a mostrar como podem ser feitas certas formas de
realizacdo especificas representativas desta, sendo o0s
materiais, aparelhos e passos do processo entendidos como
exemplos que se pretende sejam apenas ilustrativos. Em
particular, a invenc¢do nado deve ser entendida como estando
limitada aos métodos, materiais, condig¢des, parametros do
processo, aparelhos e semelhantes especificamente aqui

citados.

EXEMPLOS EXPERIMENTAIS

DELINEAQAO GERAL DO PROCEDIMENTO

Os ratinhos foram imunizados com 250 pg de AG PR em CFA. AG
PR foi produzido tal como descrito na Patente U.S. N°.
5,800,808 ou no Pedido Internacional PCT N°. WO 00/05250. O
AG PR foi escolhido com base nas propriedades quimicas e
biolégicas no intervalo médio de Copaxone® tal como
descrito acima. Apds 9-11 dias, foi preparada uma cultura
primaria de células de NL, e as células foram incubadas com
vadrias concentracgdes de AG PR e com amostras de teste. Apds

18-21 horas de incubagdo a 37°C numa incubadora de CO;
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humidificada, os meios de cultura foram colhidos e o nivel
de IL-2 foi medido através de ELISA. A resposta das células
T a cada lote de SF foi testada a duas concentracgdes

(dentro do intervalo linear), e a % de poténcia do lote de

SF foi calculada relativamente a do lote de AG PR.

EXEMPLO 1: PROCEDIMENTO PADRAO

Objectivo
O objectivo deste procedimento foi determinar a poténcia
relativa do lote de AG SF in vitro, utilizando células T

especificas de AG PR.

Equipamento

Céamara de fluxo laminar, hemacitdémetro, lamelas
descartéveis, centrifuga de contagem de células, incubadora
com agitacado de temperatura controlada, incubadora de CO; a
5% de temperatura controlada e humidificada, microscépios
6pticos e invertidos, leitor de ELISA (filtro de 450 nm),
congelador, tesouras refrigeradoras, férceps, processador
por passos (stepper), pipetas 40-200 pL, pipetas 200-1000
pL, pipetas 5-40 pL, controlador de pipetas, seringas de

vidro estéreis e pontes de luer.

Consumiveis

Criotubos, placa de ELISA de 96 pocgos de ligacao aumentada
(Nunc, Cat. # 442404), placa de microteste de 96 pogos néao
estéril (Falcon, Cat. # 3911), placa de cultura de tecidos
de 24 pogos de fundo raso esterilizada (Nunc, Cat. #
143982), caixas de petri, tubos Eppendorf (polipropileno),
pontas de pipeta esterilizadas de 200-1000 uL, pipetas: 2,
5 e 10 mL, bata de laboratdério, luvas, filtro de acetato de
celulose de 0,2 p, sistema de filtracédo de 200 mL (Corning,

Cat. # 430767), lencos de papel Kimwipe, plataforma de
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suporte, seringas de 10 mL, agulhas 21Gxl 1/2", seringas de

insulina e Combitips de 5 mL.

Materiais e reagentes

Para o procedimento de imunizacdo

Etanol a 95% (Bio Lab, Cat. # 13680605, ou equivalente),
etanol a 70% preparado a partir de etanol a 95% através de
diluicdo com &gua destilada, solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) 1x (SIGMA, Cat. # 3813, ou equivalente), CFA
contendo 1 mg de Micobacterium tuberculosis (MT) (H37Ra,
ATCC 255177), (SIGMA, Cat. # F-5881, ou eqgquivalente), e
lote de AG PR.

Para o procedimento de biocensaio in vitro

Etanol a 95% (Bio Lab, Cat. # 13680605, ou equivalente),
etanol a 70% preparado a partir de etanol a 95% através de
diluicdo com &gua destilada, azul tripano (BDH, Cat. #
3407), DCCM1 (Meio de Cultura Celular Definido) (Beit
Haemek, Cat. # 05-010-1A ou equivalente), RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute) (Beit Haemek, Cat. # 01-
100-1A), L-glutamina esterilizada 2 mM x 100 (Bio Lab, Cat.
# 13.015), MEM esterilizado (Meio Essencial Minimo) -
aminoacidos nao essenciais x 100 (Bio Lab, Cat. # 11.080),
piruvato de sédio esterilizado 1 mM x 100 (Bio Lab, Cat. #
13.016), Solugdo de antibidtico/antimicdético 1 (Bio Lab,
Cat. # 13.020), 2-mercaptoetanol (SIGMA, Cat. # M-7154),
PBS (SIGMA, Cat. # 3813), concavalina A (Con A) (SIGMA,
Cat. # C-5275), péptido de MBP (Proteina Basica da Mielina)
(87-99) (BACHEM, Cat. # H-1964, ou equivalente), e AG PR.

Para o ELISA
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A IL-2 foi medida através do estojo de ELISA: OptEIA™ Set:

IL-2 de

equivalente).

Animais

Foram utilizados ratinhos fémeas

12 semanas de idade

embora possam

entre 8-12 semanas de idade de outras fontes.
de alojamento e cuidados

condicdes livres de patogénios especificos

Solugdes

Tabela 1

ratinho

ser

(Pharmingen, Cat. # 2614KTI, ou

(SJL x BALB/C)Fl entre 8-

(Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME),

utilizados ratinhos fémeas (BALB/C)F1

As condigdes
animais foram mantidas

dos em

(SPF) .

: Procedimentos para fazer solucdes

PBS esterilizado

O contetudo de uma embalagem de PBS foi dissolvido
em 1 litro de &gua bidestilada (ddH,0). O tampao
foi filtrado através de um filtro de acetato de
celulose de 0,2 p e mantido no frigorifico (2-8°C)
até uma semana.

Azul tripano a 2%

Cerca de 0,5 g de Azul tripano foram dissolvidos em

(p/v) em PBS 25 ml de PBS filtrado e armazenados no frigorifico
até 6 meses.

Azul tripano a | Solugdo de Azul tripano a 0,1% foi preparada a

0,1% (v/v) em PBS partir da solugdo de reserva de Azul tripano a 2% e

filtrada através de filtro de acetato de
celulose de 0,2 p. A solugdo de Azul tripano a 0,1%
foi armazenada a temperatura ambiente até um més.

um

2-Mercaptoetanol
esterilizado

Foram adicionados 10 pl de 2-mercaptoetanol a 9,99
ml de PBS esterilizado e filtrou-se através de uma
membrana de acetato de celulose de 0,2 p e manteve-
se no frigorifico até 3 meses.

Solugdo de reserva
de AG PR de 1
mg/mL

Cerca de 10 mg de acetato de glatirdmero PR foram
rigorosamente pesados e dissolvidos em ddH,0 até
uma concentrac¢do de aprox. 1,2 mg/mL. A densidade
6ptica (DO) da solugdo de PR foi medida a 275 nm. A
DO foi ajustada a aprox. 1,03 com ddH,0, e obteve-
se uma solugdo de reserva de 1 mg/mL de AG PR. A
solugdo foi bem misturada, dividida em aliquotas de
trabalho (200-500 plL) e armazenada a -20°C até a
utilizacgéo.

MEM esterilizado x
100

A solugédo esterilizada foi dividida em aliquotas de
5 mL cada, e mantida a -20°C até a utilizacdo. Apds
descongelacdo, a aliquota de trabalho foi mantida
no frigorifico até um més.

Solucgao de

A embalagem original de 20 mL foi mantida a 20°C. A
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antibidético/antimi
cético 1

embalagem foi aberta e todo o contetdo foi dividido
em aliquotas de 2 mL cada e armazenada a -20°C até
a utilizagdo. A aliquota de trabalho era estavel e
foi capaz de ser sujeita a varios ciclos de
congelagao—descongelagao.

L-glutamina 2 mM
x100 esterilizada

O contetdo da embalagem aberta foi dividido em
aliquotas de 2 mL cada e mantido a -20°C até a
utilizacao.

Meio DCCM1
enriquecido

Para 100 mL de DCCMl estéril enriquecido, foram
misturados os seguintes componentes: 1 mL de L-
glutamina (2 mM), 1 mL de MEM, 1 mL de piruvato de
sédio (1 mM) , 200 pl de solugdo de
antibidtico/antimicdético 1, 400 pL de 2-
mercaptoetanol e 96,4 mnlL de DCCML. O DCCML
enriquecido foi filtrado através de um filtro de
acetato de celulose de 0,2 p e armazenado no
frigorifico até 1 semana.

Péptido de MBP

Banco primdrio: A solugdo de reserva de 10 mg/mL em

ddH,0 foi preparada, dividida em aliquotas de
trabalho e mantida a 20°C.
Banco secunddrio: Uma aliquota do banco primdrio

(10 mg/mL) foi descongelada e diluida até 1 mg/mL
com ddH,O0. A solugdo do banco primdrio foi dividida
em aliquotas de trabalho de 50 plL cada e mantida -
20°C. Apds utilizacgao, uma aliquota do banco
secunddrio foi descongelada e diluida com DCCM1
enriquecido para obter uma solugdo de 20 pg/mL.

Solucao de Con A

Banco primdrio: O conteudo de um frasco de 5 mg de

Con foi dissolvido em 1 mL de PBS, bem misturado e
dividido em aliquotas de 50 uL cada. As aliquotas
foram mantidas a -20°C até expirar a data
estabelecida pelo fabricante.

Banco secunddrio: Uma aliquota do banco primdrio (5

mg/mL) foi descongelada e diluida com 4,95 mL de
meio DCCM1 enriquecido para se obter uma solugdo de
50 pg/mL. A solugdo foi dividida em aliquotas de
trabalho de 100 pL cada e mantida a -20°C. Apds
utilizacgdo, uma aliquota do banco secundario foi
descongelada e diluida até 1 mL (uma diluigdo de 10
vezes) com DCCM1 enriquecido para obter uma solugéo
de 5 pg/mL de Con A.

Imunizacgéao

A emulsdao de AG PR em CFA foi preparada sob condicgdes

estéreis, 1i.e.,

numa céamara de fluxo laminar, utilizando

equipamento e materiais estéreis.

Preparacdo da solucdo de AG PR

Cerca de 15 mg de AG PR foram pesados com exactidao e

dissolvidos em PBS estéril até uma concentracgdo de 5 mg/mL.
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Preparacdo da emulsdo de AG PR

Foram misturados volumes iguais de solugdo de AG PR (5
mg/mL) e CFA. A mistura foi transferida para uma seringa de
vidro estéril ligada a uma segunda seringa de vidro através
de uma ponte de luer. A mistura foi bem misturada ao ser
transferida de uma seringa para outra até a mistura estar
bem emulsionada. Uma emulsdo estdvel foi confirmada guando

uma gota da emulsdo flutuou em Agua sem se dispersar.

Injecgéo

A emulsdao de AG PR foi transferida para uma seringa de
insulina. Depois, foram injectados 100 pL da emulsdo (250
ng de AG por ratinho) nas quatro almofadas da pata de cada
ratinho ingénuo (cerca de 25 pL em cada almofada da pata).
Os ratinhos imunizados foram utilizados para o teste 1in

vitro 9-11 dias apdés a imunizacéao.

Preparacdo de uma cultura primdria de células de NL

A cultura primédria de células de NL foi preparada 9-11 dias

apds a imunizacdo, de acordo com o seguinte procedimento:

Procedimento cirurgico para remogdo de células de NL

A lémpada de UV foi ligada 20 minutos antes de comecar o
trabalho na camara de fluxo laminar e desligada quando o
trabalho comecou. Antes de colocar quaisquer reagentes sob
o fluxo, a superficie de trabalho foi limpa com uma solucéo
de etanol a 70%. Foi preparado meio DCCM1 enriquecido. O
DCCM1 enriquecido e o meio RPMI foram pré-aquecidos a 37°C
antes da utilizagdo. Os ratinhos foram sacrificados através
de deslocamento cervical. Cada ratinho foi colocado de
costas e preso a uma plataforma de suporte. O abddémen foi
vaporizado com &alcool a 70% e foi feita uma incisdo média
(uma incisdo de 2 cm de comprimento foi habitualmente

suficiente). A pele foi intersectada até as patas
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posteriores e foram localizados os NL das patas posteriores
e anteriores. Os NL foram transferidos para uma caixa de
petri estéril contendo cerca de 5 mL de meio RPMI estéril e
as células de NL foram separadas através do émbolo de uma
seringa estéril. A seringa estéril foi wutilizada para
recolher a suspensdo de células a partir da caixa de petri
(a colheita de restos de tecido foi evitada através da
utilizacdo de agulhas estéreis). A suspensado de células foi

transferida para um tubo estéril de 50 mL.

Contagem de células: Exemplo de procedimento para contagem

de células de NL derivadas de 5 ratinhos imunizados

O tubo das células foi enchido com meio RPMI até 40 mL. As
células de NL foram centrifugadas a 200 xg durante 10
minutos a temperatura ambiente (15-25°C). O sedimento foi
ressuspenso com 40 mL de RPMI. Foram tiradas duas aliquotas
de 50 pL da suspensao de células diluida 4 vezes com 150 pL
de Azul tripano a 0,1% num pogo de microteste. As aliquotas
foram bem misturadas através de pipetagem suavemente para
cima e para Dbaixo. O hemacitdémetro foi coberto com uma
lamela. Foi utilizada uma pipeta de 50-200 ul para carregar
ambas as aliquotas nas camaras superior e inferior do
hemacitdémetro, uma suspensdo em cada cémara. A mistura foi
deixada assentar dentro das cémaras durante cerca de 2
minutos. Foi tido cuidado para nao introduzir bolhas na
cémara. A mistura (suspensdo celular + Azul tripano) foi
deixada cobrir toda a superficie da cé&mara. Se estivessem
presentes bolhas na camara, ou se esta estivesse
sobrecarregada, o hemacitdémetro era completamente limpo e
seco com lencos de papel e as camaras eram novamente

carregadas.

As células viédveis foram contadas no gquadrado central

(composto de 25 quadrados grandes de 16 quadrados peguenos



20

cada, ver Fig. 3) das cédmaras superior e inferior. As
células viadveis nao absorveram Azul tripanc e por 1isso
caracterizaram-se por uma aparéncia transparente. No
entanto, as células mortas eram permedveis ao Azul tripano
e surgiram de cor azul. As células que surgiam no bordo do
quadrado central eram contadas apenas se uma porgao da
célula estivesse de facto no quadrado central. Se uma
célula estivesse no bordo, e ndo estivesse de todo dentro
do quadrado central, nao era contada. A densidade celular

foi calculada utilizando a seguinte equacgdao:

séinlas
mL

Hamars: médio do odlalas vidvedis {ambas ag cimavas) = 4 » 19t =
As células foram centrifugadas a 200 xg durante 10 minutos
a temperatura ambiente. As células foram ressuspensas até

uma densidade de 1x10’ células/mL com DCCM1 enriquecido.

Bioensaio in vitro
O bioensaio in vitro foi efectuado numa placa de teste de
cultura de tecidos de 24 pocgos, de fundo raso a um volume

final de 1 mL.

Preparacdo da curva de calibracdo de AG PR

Uma aliquota de 1 mg/mL de reserva de AG PR foi
descongelada. A solugdo de reserva de AG PR foi diluida até
100 pg/mL (10 vezes) com meio DCCM1 enriquecido e filtrado
através de um filtro de acetato de celulose de 0,2 p. Foram
preparadas seis diluigdes em série da solugdo de AG PR com
meio DCCM1l enriquecido entre 2-50 pg/mL, tal como descrito

pelo exemplo na Tabela 2.
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Tabela 2: Exemplo para preparacdo de diluicdes de AG PR

CONCENTRACAO | VOLUME (uL) DE SOLUGAO VOLUME (ul) DE
DE AG PR DE RESERVA DE AG PR DCCM1
(p/mL) (100 pg/mL) ENRIQUECIDO
50 1000 1000
30 600 1400
20 400 1600
10 200 1800
5 100 1900
2 40 1960

Preparacdo de diluicdes de AG SF

Cerca de 10-20 mg de AG SF do lote a testar foram pesados
com exactiddo e dissolvidos com ddH;O0 até 1,2 mg/mL. A DO
menos o branco da solucdo foi medida a 275 nm. A DO da
amostra foli ajustada a aprox. 1,03 com ddH,0 para obter uma
solucdo de reserva de 1 mg/mL de AG. Foil preparada a
solugdo de reserva de 100 p/mL com DCCM1 enriquecido e
filtrada através de um filtro de acetato de celulose de 0,2
Bn. A solugdo de reserva foi diluida até 10 e 20 pg/mL tal

como descrito na Tabela 2 para o lote de PR.

Reaccdo do ensaio

Foi adicionado o seguinte a placa de cultura de tecidos de
24 pogos de fundo raso (ver um exemplo de um molde de placa

abaixo) :

AG PR

0,5 ml de células de NL (densidade final, por exemplo,
5x10° células/poco) .

0,5 ml de cada diluicdo de AG PR, assim as concentracdes
finais de AG PR nos pog¢os foram de 25, 15, 10, 5, 2,5 e 1
ng/mL.



Amostras de AG SF

0,5 ml de células de NL

5x10° células/poco) .

0,5 ml de cada diluicao da amostra,

(densidade final,
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por exemplo,

assim as concentragdes

finais da amostra de teste no pogo foram de 5 e 10 nug/mL.

Cada teste incluiu os seguintes controlos:

1) Controlo negativo - células de NL incubadas com um
péptidos de controlo:

0,5 ml de células de NL (densidade final de 5x10°
células/pogo)

0,5 ml de solucgédo de péptido de MBP (20 pg/mL) em
DCCM1 enriquecido (concentracdo final de 10 ng/mL)

2) Controlo positivo - células de NL estimuladas com

Con A (estimulante de células T nédo especifico):
0,5 ml de células de NL (densidade final de 5x10°
células/pogo)

0,5 ml de Con A (5 pg/mL)

(concentragédo final de 2,5 pg/mL)

em DCCM1 enriquecido

Exemplo para um molde de placa

AG PR* AG PR¥* AG PR* AG PR* AG PR* AG PR* 25
1 pg/mL 2,5 pg/mL 5 pg/mL | 10 pg/mL | 15 pg/mL pg/mL
Amostra 1 Amostra 1
5 pg/mL 10 pg/mL
Amostra 2 Amostra 2
5 pg/mL 10 pg/mL
Amostra 3 Amostra 3 Controlo Controlo
5 pg/mL 10 pg/mL Negativo | Positivo
AG PR* — Acetato de glatirdmero padrdo de referéncia.

A  densidade
resposta a AG. As

incubadora de CO,

placa foi

das

centrifugada

temperatura ambiente.

células

a b%

culturas

foi

mudada

foram mantidas

dependendo da

a 37°C numa

humidificada durante 18-21 h.

a 200

xg durante

10 minutos

Os sobrenadantes foram colhidos para

sua
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criotubos. Os sobrenadantes foram divididos em aliquotas de
trabalho para evitar congelacdo/descongelacdo repetida das
amostras. Os sobrenadantes foram armazenados a -20°C até
uma semana. A cdmara foi limpa com solucdo de etanol a 70%
e seca com lengos Kimwipe. As luvas foram removidas e as

maos foram imediatamente lavadas com desinfectante.

ELISA para detecgdo de IL-2
Todas as amostras foram testadas em triplicado. Cada placa

corrida incluia o seguinte:

1) Curva padrdo de IL-2 - 1incluindo pelo menocs 6
concentracgcdes nado zero de IL-2.
2) Branco
+ 1° anticorpo, sem padrdao de IL-2 + 2° anticorpo
(ponto zero).
3) Amostras
O meio de cultura de AG PR, amostras de teste e
controlos foi diluido com DCCM1 enriquecido como se segue:
a) Uma diluicéo de 2 vezes das amostras de 1 e 2,5
pg/mL de AG PR e da amostra de controlo negativo;
b) Diluigbes de 5-10 vezes das amostras de 5-25
ng/mL de AG PR e das amostras de teste; e
c) Uma diluicdao de 15-20 vezes da amostra de

controlo positivo (Con A).

O protocolo de ELISA para medicdo dos niveis de IL-2 foi
efectuado de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Se
a densidade ¢dptica de qualgquer amostra alcangasse o0S
limites superior/inferior do leitor de placas, a amostra
era reanalisada a uma diluicéao superior/inferior,

respectivamente.

Célculos e critérios de aceitagéo
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Medicdes de ELISA

A absorvancia média foi subtraida da amostra do branco
(ponto zero do padrdo de IL-2) da absorvancia dos padrdes,
amostras e controlos, e calculados para cada conjunto de
triplicados, a média (absorvancia-branco), o desvio padrao

(DP), e o desvio padrao relativo (DPR).

Réplicas das Amostras

Sempre que se suspeitava de um valor extremo (outlier), era
necessario assegurar que esse valor tinha base estatistica,
para elucidar quailsquer potenciais problemas que pudessem
ter afectado os resultados globais. Se o DPR entre as
medigdes em triplicado fosse superior a 10% e a DO média do
branco fosse > 0,300, era aplicada a rejeicdo do wvalor
extremo utilizando o teste Q de Dixon. O teste Q de Dixon
foi wutilizado para rejeitar possiveis valores extremos
quando o0s critérios de aceitacdo relevantes ndo eram
satisfeitos num teste baseado em replicados. O teste dos
valores extremos era aplicdvel apenas a medigdes replicadas
da mesma solucdo padrdo. Para menos de 10 observacdes,
apenas foil possivel determinar e eliminar 1 valor extremo.
Este procedimento expandiu a utilizacdo do Teste Q de Dixon
na rejeigdo de valores extremos de qualquer numero de
medigdes replicadas entre 3 e 7, com um nivel de confianca

de 95%.

Procedimento

O valor extremo suspeito foi designado X;. Todas as outras
medicbes foram marcadas em referéncia ao valor extremo
suspeito, p.ex., X; era o valor a seguir ao valor extremo
suspeito, X3 era o segundo valor em relacdo ao valor
extremo suspeito, Xx era o mais afastado do valor extremo
suspeito e Xy.1 era o segundo valor antes do mais afastado,

etc.
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Para 3-7 replicados, foi utilizada a seguinte equacao:

2&;.:.4&1
xk - xl .

O wvalor k apropriado foi determinado a partir da fraccgao

calculada utilizando a Tabela 3.

Tabela 3: Valor de k

Ne. de Valor a
Observagdes (k) Pos
3 0,94

4 0,76

5 0,642

6 0,560

7 0,507

Se néo era identificado qualquer valor extremo através do
Teste Q de Dixon mas a % de diferenga entre 2 dos 3
replicados nédo era de mais de 10%, eram utilizados os 2
replicados mais prdximos para o calculo da % de poténcia.
De outro modo, o teste de ELISA era repetido para esta

amostra.

Foi aplicada rejeicdo de valores extremos de amostras com
DO < 0,300 (branco, controlo negativo e pontos de padréao
baixos). Quando era 1localizado um valor extremo, era
rejeitado e relatado. Medicobes em duplicado foram

o)

utilizadas para o calculo da % de poténcia.

Amostras de Branco
A absorvancia de cada uma das amostras de branco foi <10%
da média da absorvédncia da concentragcdo mais elevada do

padrao de IL-2. Se um dos replicados de branco estivesse
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para além dos limites acima, era rejeitado e eram

utilizadas as amostras em duplicado.

Curva Padrdo de IL-2

A curva padrdo de IL-2 foil representada num grafico de
acordo com as recomendagdes do fabricante. Era possivel
rejeitar os padrdes de IL-2 que exibiam fraca sensibilidade
ou erro de processamento da amostra se um minimo de seis
concentracgdes nao zero dos padrdes de IL-2 permanecessem na
curva. A concentracdo de padrao calculada teve um erro
relativo (ER) superior a 20% para o ponto de calibracéao
mais baixo e de *15% para todas as outras concentracgdes. A
curva de calibracdo de IL-2 foi construida a partir de pelo
menos seis pontos de concentracdes nao zero (pelo menos 17
pontos de calibracao), cobrindo o intervalo de
concentracdes esperadas. O intervalo da curva padrao era
passivel de ser truncado se falhasse a concentragdo mais
elevada ou mais baixa. O R’ da curva de regressio linear

foi 2 0,97.

Controlos do Ensaio

A concentracao de IL-2 foi calculada em todas as amostras a
partir do grafico de regressdo linear do padrdo de IL-2,
utilizando a equagdo da curva de regressao linear. A
concentra¢cédo final de IL-2 foi calculada em todas as
amostras através de multiplicacdo pelo factor de diluigédo

das amostras.

Controlo Negativo (Péptido de MBP)

A concentracdo final de IL-2 em pelo menos 2 dos 3
replicados da amostra de controlo negativo estava abaixo
dos niveis de IL-2 medidos para o ponto de calibracgdo mais

baixo da curva de AG PR.
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Controlo Positivo (Con A)

A concentracdo final de IL-2 em pelo menos 2 dos 3
replicados da amostra de controlo positivo foli semelhante
ou acima do nivel de IL-2 no ponto de calibragdo mais

elevado da curva de AG PR.

Cdlculo da poténcia relativa de lotes de AG SF

Curva de AG PR

A curva de AG PR foi representada num grafico numa escala
log-log, com o logaritmo da concentragdo de IL-2 no eixo
dos yy e o logaritmo da concentracdo de AG PR no eixo dos
xx. A curva de calibracdo foi construida a partir de pelo
menos cinco concentragdes nao zero (pelo menos 14 pontos de
calibracado). Foram rejeitados pontos de calibracao tal como
descrito para os pontos do padrdao de IL-2. A curva de
regressdo de melhor ajuste foi calculada através dos pontos

padrdo. O R® foi 2 0,97. O declive (B) foi 2= 0,77.

Andlise do paralelismo

A curva de resposta a dose de cada amostra de teste foi
representada em grafico numa escala log-log, com O
logaritmo da concentracdo de IL-2 no eixo dos yy e O
logaritmo da concentracdo de AG SF no eixo do xx. A curva
de regressdao de melhor ajuste foi calculada através dos
pontos da amostra. O declive (B*) esteve dentro do seguinte

intervalo:

B x 0,635 < B* < B x 1,365

Se [B* estivesse fora dos limites, o teste in vitro era
repetido em duplicado (duas preparacdes da amostra
separadas). Se R* num novo teste falhasse, o lote era

rejeitado. Se [(* em ambos 0s novos testes estivesse dentro
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Q

dos limites, era determinada a % de poténcia e os limites

de confianca de 95%.

Estimativa da % de poténcia e dos limites de confianca

A estimativa do erro aleatdério a utilizar para determinar
os Limites de Confianca (que tém uma probabilidade de 95%
de incluir a "verdadeira % de poténcia") foi obtida através
da utilizacdo de ANOVA. Esta técnica estatistica divide a
variacdo total entre as respostas observadas em componentes

separadas, nomeadamente:
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Os componentes 3 e 4 foram incluidos no termo de erro
aleatodrio devido a desvios nao significativos da
linearidade e do paralelismo, respectivamente. A soma total
dos quadrados foi fraccionada em 3 componentes (SQ-
Regressdo, SQ-Preparacdo e SQ-Erro), o numero apropriado de

graus de liberdade e o teste F para significéncia.
A % de poténcia do lote testado e os limites de confiancga a
95% para a poténcia estimada foram calculados tal como

descrito abaixo:

Algoritmo Computacional para o CAlculo da Poténcia Relativa

e dos Limites de Confianca a 95%
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Passo 1: Calculo da transformacdo dos dados oferecidos
(Lote de AG e AG PR) na escala logip:

Yyi = logio(respostay;); i=1,...,ng
Xpi = logio(dosey;); i=1,...,ng

onde k=1,2 ¢é um indice de preparacdo do lote de AG e AG RS,
respectivamente;
n, e n; sdo o numero total de medigdes efectuadas para o

lote de AG e AG RS, respectivamente.
Assim, N=n:+n, € o numero total global de observacdes.

Passo 2: Calcular o declive comum para a regressido linear
com base em todos os pontos de dados medidos através da

férmula:
f_‘(r, -Px,-B
TR

onde Y é um valor médio global de logio(resposta);

X é um valor médio global de log;y(dose).

Passo 3: Calcular a soma dos quadrados devido a regresséao

em logio(dose) como:

=p2 3 (.’r’«-?)2
J=li

Passo 4 : Calcular a soma dos quadrados dos erros

A

”REG

aleatdérios como:

¥ 2 “t % kg 2
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onde Yy, Xy sdo os valores médios do log.,(resposta) e do

logip (dose), respectivamente, da preparacado k.

Passo 5 : Calcular o termo Erro da Média dos Quadrados como

se segue:

GLgrr (graus de liberdade do erro aleatério) = N-3;

MQrrr= SQrrr/GLERR -

Passo 6 : Utilizar as tabelas estatisticas da distribuicéo

t para verificar o valor apropriado da estatistica t:
t=t (0, 975, GLERR) .

Passo 7: Calcular a estimativa pontual da poténcia relativa

como se segue:
y.-F ,
—l-JLthEﬁXEB
% Pnténciaaio 8 'Wﬂ%;

Passo 8 : Calcular a expressdo denominada C através da

férmulac:

33
N e 10 «f

ERR

Passo 9: Calcular os logaritmos dos limites inferior e

superior do Intervalo de Confianca a 95%:

¥F.¥ i
Rog,  timits gferserps %‘Iwgeg& - §;§; & Yo

¥ ¥ MO T 1y
FOTIRE. 7 WITRE ANVCANINE N S N S S }q&i««&«m . A s
8 3 ¥ T2 8
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Passo 10: Transformar os valores calculados no passo
anterior na escala original tomando os anti-logaritmos dos
limites dos logaritmos resultantes e multiplicar por 100%.
A poténcia estimada do lote de AG SF nao foi inferior a 80%
e nado foil superior a 125% da poténcia afirmada. Os limites
de confianca do erro (P=0,95) da estimada poténcia foram
inferiores a 70% e ndo foram superiores a 143% da poténcia
afirmada. Se o lote estivesse fora dos limites acima, o
teste 1In vitro era repetido em duplicado. Se os resultados
de ambos 0s novos testes estivessem dentro das
especificacdbes, o lote era aceitdvel. Se um novo teste

falhasse, o lote era rejeitado.

Documentacao

A contagem de células de NL e o molde de placas de ELISA
foram registados. Foram preenchidos os registos originais

do leitor de ELISA e o formuldrio de resultados.

EXEMPLO 2: DESENVOLVIMENTO DO PROCEDIMENTO PADRAO DO
EXEMPIO 1

Experiéncia 2A: Perfil de citocinas segregadas por células
T especificas de AG PR

As células de NL foram derivadas de ratinhos fémeas (SJL x
BALB/C)F1 imunizados com 250 png de AG PR em CFA 9-11 dias
antes, foram cultivadas na presenca de varias concentracdes
de AG PR. As células foram incubadas com AG PR durante 18-
24 horas a 37°C numa incubadora de CO; a 5%, humidificada.
Subsequentemente, as culturas foram centrifugadas e os
sobrenadantes colhidos e ensaiados quanto a citocinas

através de ELISA.

O ELISA foi efectuado utilizando anticorpos biotinilados

especificos para a citocina e conjugado com estreptavidina-
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peroxidase de réabano (HRP) para deteccdo. Cada placa
corrida incluiu um controlo de branco (primeiro e segundo
anticorpos sem o padrdo de citocina). Cada placa corrida
incluiu também amostras de controlo de qualidade (CQ) (trés
concentracdes de padrdao de citocina dentro do intervalo
linear do ensaio). Cada teste in vitro incluiu um controlo
positivo (Con A, um estimulante de células T néao
especifico) e um controlo negativo (sem AG ou qualquer
outro antigénio). Todas as citocinas foram medidas apds 18-
24 horas de incubacdo. 0Os niveis de TGF-f, IL-10 e IL-4
foram testados novamente apds 72 horas de incubacdo. Os

resultados sao mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Perfil de citocinas

Citocina Niveis de secrecgéao
IL-2 ++
INF-y ++
I1-6 +
L-10 +
1L-13 -
TGF— -
IL-4 -
TNF-« -

Na Tabela 4, os niveis maximos medidos para cada citocina
sdo apresentados em unidades arbitrarias: (-) < limite de
deteccdo; (+) até - 400 pg/mL; e (++) > 400 pg/mL. A Tabela
4 mostra que em resposta a AG PR em cultura, as células de
NL segregaram IL-2, INF-y, IL-10 e IL-6, enquanto TNF-q,
IL-4, 1IL-13 e TGF-B nao foram detectados no meio de
cultura. Estes resultados indicam que as citocinas
produzidas pelas células T especificas de AG PR sao do tipo
Tho. Deve notar-se que foi observado um perfil Thy em
diferentes protocolos de imunizacdo, i.e., 1imunizacdo com

IFA ou com doses baixas de AG.

Uma vez que IL-2 ¢é um bom marcador para activacido de

células T, e uma vez que a secrecao de IL-2 em resposta a
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AG PR foi muito reprodutivel, com uma relacdo dose-resposta
linear, a IL-2 pareceu ser a citocina ¢éptima para medir a

activacédo de células T.

Experiéncia 2B: Optimizagdo do procedimento de imunizagédo

Foram efectuadas véarias experiéncias para estabelecer o
protocolo de imunizacdo dptimo. A primeira experiéncia
testou o efeito da dose de AG PR (antigénio de imunizacédo)
em respostas de células T nos NL e no bago. Dois grupos de
10 ratinhos cada foram imunizados com 250 pg de AG em CFA
(grupo 1) (tal como no teste de bloqueio de EAE) ou com 10
ng de AG em CFA (grupo 2). Foram preparadas culturas
primdrias dos NL e dos bagos dos ratinhos imunizados. As
culturas foram incubadas de um dia para o outro com varias
doses de AG PR e a partir dai os meios de cultura foram
colhidos e ensaiados quanto a IL-2 tal como na Experiéncia
2A. Os resultados na Fig. 4 mostram claramente que em ambos
0os protocolos de imunizacdo os niveis de IL-2 segregados de
células de NL sédo elevados em comparagdoc com 0s segregados
de células do baco. Com base nestes resultados foi decidido
utilizar culturas primadrias de células de NL para o ensaio.
Adicionalmente, as doses de AG PR injectadas em ratinhos
ndo afectou a resposta de células T em cultura. Tanto as
células de NL como as de bacgco segregaram guantidades
semelhantes de IL-2 independentemente da dose de imunizacao
de AG PR. Isto indica que o procedimento de imunizacgdo é
robusto, e que até grandes variagdes na dose de imunizacédo

de AG PR ndo afectam o resultado imunoldgico.

Para maior optimizacdo do protocolo de imunizacdo, um grupo
foi injectado com 250 pg de AG PR em CFA e o segundo grupo
com 10 mg de AG em ICFA. A dose de AG PR no segundo grupo
foi mais elevada uma vez que foil wutilizado ICFA, um
adjuvante mais fraco. Dez dias depois, a resposta das

células de NL de ambos os grupos a AG PR foi testada in
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vitro. A Fig. 5 mostra gque a imunizacdao com 250 pg de AG PR
em CFA induziu uma resposta muito mais forte na cultura,
embora tivesse sido utilizada uma dose muito inferior de

antigénio.

Com base nestas descobertas e no facto de que 250
ng/ratinho de AG em CFA sdo muito eficazes no bloqueio de
EAE (blogueando pelo menos 80% de EAE nesta estirpe de
ratinho), 250 pg/ratinho de AG em CFA parece ser a dose

6ptima.

Células T &especificas foram habitualmente geradas em
aproximadamente 10 dias, apds uma Unica imunizacdo com CFA.
A Fig. 6 mostra a resposta das células de NL a AG PR em
cultura, preparadas 9, 10 e 11 dias apds a imunizacdo. Uma
vez que a resposta a dose da secrecdao de IL-2 era
semelhante em todos os dias, o periodo de imunizacgdo pode

durar 9-11 dias.

Experiéncia 2C: Optimizagdo das condigdes de teste in vitro
Foram efectuadas varias experiéncias para estabelecer o
protocolo éptimo para a reacgdo in vitro. Estes estudos
incluiram a optimizacdo das condic¢des de cultura, do tempo
de incubacédo, da estabilidade de IL-2 em amostras de teste

e estabilidade de AG PR a —-20°C.

i) Meios de cultura

As culturas de células linfdides de ratinho sao
habitualmente mantidas em meio RPMI, suplementado com 1% de
soro normal de ratinho. O soro normal de ratinho pode
conter IL-2 enddgena qgque pode ser detectada através de
anticorpos monoclonais anti-IL-2 de ratinho utilizados no
estojo de ELISA. Adicionalmente, a utilizacdo de diferentes

lotes de soro normal pode aumentar as variacgdes inter-dia
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do teste in vitro. Para evitar contaminacgdo cruzada com IL-
2 enddbgena de ratinho, e reduzir as variacgdes inter-dia do
método, as respostas das células T especificas de AG foram
testadas em 4 meios de cultura diferentes: 1) RPMI + soro
normal de ratinho (NMS) a 1%; 2) RPMI + soro fetal bovino
(FBS) a 1% (a IL-2 bovina ndo é reconhecida pelo anti-IL-2
de ratinho wutilizado no estojo de ELISA); 3) Biotarget
(meio sem soro produzido exclusivamente por BeitHaemek,
Israel); e 4) DCCM1 (meio sem soro produzido por varios

fabricantes).

A Fig. 7 mostra os resultados de uma experiéncia
representativa que compara a resposta de células de NL a AG
PR em diferentes meios de cultura. As melhores respostas
foram observadas quando foram utilizados meios sem soro. O
intervalo de resposta a dose foi deslocado para a esqguerda
na auséncia de soro. Isto pode ser explicado por estudos
anteriores mostrando que AG se liga a albumina e a outras
proteinas do Soro. Esta ligacéao pode reduzir a
disponibilidade de AG em cultura a interacg¢gdes com APCs, e
serem assim necessdrias concentracgdes de AG mais elevadas
para estimular as células T. Com base nestes resultados, o

meio dptimo parece ser o meio DCCM-1.

ii) Cinética da secrecdo de IL-2

IL-2 é um factor de crescimento autdcrino e parédcrino que é
essencial para a proliferacdo clonal de células T e para as
propriedades funcionais das células B e dos macréfagos.
Apds estimulacdo da cultura com AG RS, IL-2 ¢é segregada
pelas células T  especificas de AG activadas e ¢é
subsequentemente consumida pelas células de NL. Foram
efectuados estudos cinéticos da secrecdo de IL-2 numa
tentativa de determinar o tempo déptimo (pico) para a
colheita dos sobrenadantes, apdés estimulacdo com AG.

Células de NL foram cultivadas e incubadas com varias
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concentracgdes de AG PR a 37°C numa incubadora de CO;
humidificada. Nos intervalos 1indicados na Fig. 8, foram
amostradas aliquotas e as células foram removidas através
de centrifugacdo. Os sobrenadantes foram mantidos a 20°C e
no final da experiéncia foram ensaiados quanto a IL-2

através de ELISA.

A Fig. 8 mostra que o pico dos niveis de IL-2 no meio de
cultura estd entre 18-21 horas. A reducgdo nos niveis de IL-
2 nas amostras colhidas de 24-48 horas pode ser explicada
pelo consumo de IL-2 pelas células de NL. Assim, o tempo
6ptimo para a colheita do sobrenadante parece ser apds 18-

21 horas de incubacao.

iii) Medicdo de citocinas

O método baseia-se em medicdes precisas de IL-2 em amostras
de AG PR e amostras de teste. Durante as experiéncias, os
niveis de IL-2 foram medidos através de OptEIA (Pharmingen,
Cat. # 2614KI) - uma estojo de ELISA especifico para IL-2
de ratinho. Este estojo de ELISA é muito sensivel e o0s

resultados sdo precisos e reprodutiveis.

iv) Estabilidade de IL-2 em amostras de teste a -20°C

Na maioria das experiéncias efectuadas, os meios de cultura
foram colhidos e mantidos a -20°C antes de serem analisados
através de ELISA. Estudos preliminares da estabilidade de
IL-2 em meio de cultura mostram que a citocina é estéavel
durante uma semana a -20°C (Fig. 9). Por essa razdo, o meio
de cultura das amostras de teste in vitro pode ser mantido
a —20°C durante até uma semana antes da medicdo de IL-2. Os
resultados desta experiéncia demonstraram também gque o0s
resultados de ELISA s&o muito reprodutiveis - os niveis de

IL-2 medidos nas amostras foram praticamente idénticos em
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duas corridas de placas de ELISA efectuadas em dois dias

diferentes separados por uma semana.

v) Estabilidade da solucdo de AG PR a -20°C

Para testar a estabilidade da solugdo de AG PR a -20°C, a
resposta a dose de uma solucdo de AG PR foi testada
imediatamente apds a preparacgdo, e apds armazenamento
durante 5 meses a -20°C. A Fig. 10 mostra que praticamente
ndo existe diferenca nas curvas de resposta a dose da
solucgdo de AG PR antes e apds armazenamento durante 5 meses
a -20°C. Por essa razado, aliquotas da solugdo de AG PR
podem ser preparadas e mantidas a -20°C durante pelo menos

5 meses antes da utilizacéo.

Experiéncia 2D: Determinagdo do Intervalo Linear das Curvas
de Calibracdo de AG PR
A validacgdo estatistica foi realizada com base nas curvas
de calibracédo de AG PR calculadas e avaliadas separadamente
para cada uma das 21 placas recebidas para andlise. Estas
21 amostras foram reunidas em momentos diferentes ao longo
de um periodo de aproximadamente quatro meses. O intervalo
de concentracdes de AG para as dadas placas variou de 0,25
a 50 ng/mL. As seguintes caracteristicas de validagéo
derivadas das curvas de calibracdo de AG PR constituiram a
principal preocupacdo das andlises:

1. Transformagdo ¢éptima para assegurar limites mais amplos do
intervalo linear;

2. Determinacdo dos limites do intervalo linear;

Critérios globais para aceitagdo de uma curva de calibracao;

3
4, Estimativa da exactiddo e precisdo do ensaio;
5

Avaliagdo da confianga do duplicado (ver o parédgrafo abaixo).

A natureza das experiéncias era tal que houve tipicamente 3
replicados (triplicados) em cada ponto de calibracao. No

entanto, nalguns casos, qgquando nao podia ser proporcionada
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uma medicdo em triplicado, a avaliacdao da confiancga do

duplicado tornou-se essencial.

Linearidade da Relacdo da Resposta a Dose de AG

A Dbase da maioria dos aspectos da discussdo de wvalidacéao
apresentada abaixo foi um modelo de regressdo linear que
relacionou a concentracgéo de IL-2 (pg/mL) com a
concentracdo de AG (pg/mL). A assumpcdo da linearidade
desta relacdo foi necessdria para o ajuste apropriado do
modelo de regressao linear. 0Os dados foram representados
num grafico numa escala Linear-Linear. A mesma relacgdo foi
transformada em escala Log-Log, bem como numa escala Log-
Linear, e numa escala Log-Raiz Quadrada. A transformacao
Log-Log demonstrou as caracteristicas lineares mais
adequadas. Assim, a forma escolhida do modelo de regressao

foi a Log-Log:

Loy (rone. de IL-2) = & + §% Lag (cone. de AG) & @8Xra

A resposta varidvel foi a média transformada em logaritmo
dos 3 replicados medidos em cada ponto de calibracao. Este
modelo foi ajustado a cada amostra de calibracdo e as
estatisticas apropriadas (R?, intercepgcdo e declive) foram
calculadas para cada curva ajustada. O valor de R?
reflectiu a razado da soma residual dos quadrados (SRQ) para

a soma total dos quadrados (STQ) através da férmula:

R' = 1-SRQ/STQ

Determinacdo do Intervalo Linear

O intervalo linear foi determinado com base nos seguintes
critérios:
1. Inspeccgdo visual de 1log;y; (conc IL-2) vs. 1logig

(conc AG) em gréafico;
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2. Diagnésticos da influéncia da regressao, tal como a
distancia estatistica de Cook conhecida na técnica;

3. A avaliacdo da variacdo dos valores de precisao e
exactidao calculados para as curvas de calibracdo para
vdrias ©potenciais definigdes do intervalo linear
proporcionou uma avaliacgdo visual da linearidade da
relagcdo. N&o houve evidéncia de né&o linearidade da
relacdo dentro do intervalo linear escolhido de 1-25

pg/mL.

Experiéncia 2E: Determinagdo dos Critérios para a Curva
Padrdo de AG PR
Os parédmetros de validagdo derivados das curvas de
calibracéo de AG PR, ajustados dentro dos limites
seleccionados (1-25 upg/mL) do intervalo 1linear, foram
determinados como sendo os seguintes:
1. R?* dos ajustes da regressao linear de log;y (conc
IL-2) a logiy (conc AG) para cada placa no estudo;
2. Declives e intercepcdes para estes ajustes de linha
rectay;
3. Exactidao calculada a cada ponto de calibracéo para
cada placa; e
4. Precisdo calculada a cada ponto de calibracdo para

cada placa.

Para calcular a exactiddao e precisdo, cada curva de
calibracgéo foi utilizada para calibrar (calculo inverso) as
concentrag¢des de AG dados os valores da concentragdao de IL-
2

~ {ing (ConcdeIL-2} -~a}f |
}; p 1& @m LT i Lo L)

i+ imw
i=1,2,3 - indice do triplicado.

A medida béasica de (in)exactiddo utilizada foi a diferenca
percentual entre a média das concentragdes estimadas e a

verdadeira concentracdo nas amostras em triplicado:
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mexactidin = (Jedie (R e} - oomes AC Joone. AG 1 ¥ 100%,

A medida bésica de precisdo utilizada foi o desvio padréo
relativo (DPR  ou CV) das concentracgdes estimadas em

triplicado:

ljl’EfiSﬁﬂ = CU{‘Kl-im.'] = gDES‘U P. ';'K‘i-im.'} ! Meédia {Ki-im'}} * 100%.

O objectivo da anédlise foi propor critérios de aceitacao
para a curva de calibracido ajustada que assegurassem que a
exactiddo e precisdo do método eram adequadas. Os critérios
de aceitacao foram baseados no R’ e no declive da curva de
calibracdo do AG PR. Cerca de 80% das placas puderam ser

caracterizadas por pequenos valores de inexactidao (< 13%)

e por boa precisdo (1,1% - 6,7%). Para estas 16 curvas
padrao "bem comportadas”, foram obtidos o0os seguintes
resultados:

1. Elevados valores de R® (>0,98);
2. Valores de declive relativamente elevados, reflectindo

relacdes de resposta a dose (>0,78 em 15 das 16 placas).

Uma vez que a mailoria das curvas de calibracdo eram
caracterizadas por R’ relativamente elevados (média = 0,99)
e por declives relativamente ingremes (média = 0,87), em
contraste com as placas excluidas que tiveram tanto R?
relativamente baixos (média = 0,94) como declives bastante
planos (média = 0,72), os critérios globais de aceitacéo
para as curvas de calibracado foram considerados em termos
de R e declive. A regra simples definindo os parémetros de
aceitacdo foi baseada no cédlculo dos pontos de separacgdo
para o declive e o R? separadamente e situou-os a meio
entre o valor méximo para as curvas rejeitadas (max_R® =

0,95 médx_declive = 0,77) e o valor minimo para as curvas
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aceites (min_R* = 0,98 min_declive = 0,77). Assim, os
critérios de aceitacédo foram derivados como se segue:

1. R® 2 0,97;

2. Declive 2 0,77.

Estes c¢ritérios foram aplicados a pelo menos cinco
concentracdes diferentes (triplicado) para ajuste a curva
de calibracéo dentro do intervalo 1-25 ng/mL de
concentracao de AG. Adicionalmente, o intervalo de valores
de intercepcdo foi entre 1,42 - 1,78, média = 1,58. Este
intervalo foi semelhante para as 16 placas elegiveis e as b5

removidas.

A exactiddo e precisdo foram calculadas para cada curva, e
para cada concentracdo entre as da placa. Foi também
calculada a média deste wvalores individuais (para cada
curva e concentracdo) para:

1. Diferentes concentracgdes para cada curva;

2. Curvas diferentes para cada concentracgao; e

3. Para todas as curvas e concentracodes.

A conclusao relevante foi que para as curvas de calibracao
de AG PR baseadas em pelo menos cinco pontos de calibracao
diferentes no intervalo linear de 1-25 ng/mL, gquando a
curva de concentracdo era restringida a ter R 2 0,97 e
declive 2 0,77, a exactiddo e precisdo médias resultantes
foram estimadas como:

1. O valor médio (+ DP) de exactiddo para o método foi de:
8,0% £ 2,3%; e

2. 0 valor médio (+ DP) de precisdo para o método foi de: 2,9%

+ 1,7%.

Avaliagdo da Confianga das Curvas de Calibragcdo de AG PR

com Base em Medi¢bes em Duplicado
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Foi efectuada uma comparacdo da estatistica descritiva da
exactidao e precisdo do ensaio para avaliar a confianca das
curvas de calibracdo de AG PR ajustadas utilizando medicgdes
em duplicado em cada ponto de calibracdo. Adicionalmente,
foram estudados os valores individuais de exactidédo e
precisado (para cada curva e concentracado) para todas as
trés seleccgdes possiveis de medicgdes em duplicado, a partir
do dado triplicado. Quando nos concentrdmos nas curvas dque
satisfizeram os critérios de aceitacdo descritos na seccgéo
anterior e se ajustaram dentro dos limites do intervalo
linear definido de 1-25 npg/mL, foi evidente que quando, por
alguma razao, nado pode ser proporcionada uma medigcdo em
triplicado, esta pode ser substituida com sucesso por

medicdo em duplicado.

Tabela 5: Resumo da Estatistica Descritiva da Exactiddo e

Precisédo
Triplicado Duplicado (1,2) Duplicado (1,3) Duplicado (2,3)
Exactiddo | Precisdo | Exactiddo | Precisdo | Exactiddo | Precisdo | Exactiddo | Precisdo
Média 8,00 2,93 8,13 2,53 7,98 2,88 8,40 2,40
D.P. 2,31 1,72 2,80 1,66 2,45 2,13 2,79 1,53
Min. 5,23 1,10 4,93 0,95 5,21 0,93 4,97 0,81
Max. 12,79 6,67 12,51 6,33 12,44 9,24 13,41 5,99

A média (+ DP) da exactiddo e precisdo do método com base
em triplicados foi de 8,0% + 2,3% e 2,9% <+ 1,7%,

respectivamente (Tabela 5).

A média (£ DP) da exactiddo e precisdao do método com base

em duplicados foi de:

1. Exactidédo: 8,1% = 2,8%; Precisdo: 2,5% = 1,7%;
2. Exactidao: 8,0% + 2,5%; Precisao: 2,9% = 2,1%; e
3. Exactidado: 8,4% + 2,8%; Precisao: 2,4% + 1,5%.

Experiéncia 2F: Determinagdo da Relagdo Estatistica
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Verificou-se que a (in)exactiddo média do método ¢ de 8,0%
com DP=2,3%. 0O objectivo foi desenvolver um teste de
confianga para a comparacdo dos declives de duas linhas
log(dose) -log(resposta) de um novo lote de AG vs. AG PR. O
teste teve em consideracdo a (in)exactiddo do método acima
mencionado. O limite mais elevado da regido de tolerancia
individual aproximada de 95% para a (in)exactiddo média do
método serviu como valor limiar: Média + 2*DP = 12,6%.
Assim, variacdes dentro do intervalo + 12,6% foram

consideradas nao significativas.

Segue-se uma explicacdo matemdtica completa da relacéo
entre pR* (o declive da linha do 1lote), B (o declive da
linha do padrdo) e o valor de (in)exactiddo mais elevado
permitido. Sem perder a generalidade, apenas o caso onde [*
> B serd provado em detalhe (devido a simetria existente, a
extensdo da prova para o caso onde B* <  é débvia). O valor
da dose calculado inversamente, para uma dada log(resposta)
foi:

X, = 10%9% ,de ¥ = log,, (concentraciie de IL-2),

A férmula para o calculo da (in)exactidao foi de:

{injexactidio = Hlﬂw“mmrxwmmi! Xyerdadeiro 3‘ * 100%.

Yraixo © Yelevade fOram o0s valores mais baixo e mais elevado de
log(resposta) permitidos pela (in)exactidédo mais elevada

permissivel de + 12,6%.

Assim, a regido onde a hipdétese de igualdade dos declives

seria aceite era:
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[(10 T /B L 30 /%] * 100% 2 -12.6%

(020 Metewaas =M7® - %) /X,} % 100% s -12,8%

10 - /8% 2 0,874

10 Fetewio = 2M/Byx < 1 126

Assim, as fronteiras da igualdade dos declives foram:

Y = g + B log(X, - 0,874}

baixo

¥ = o + B log{X, » 1,126)

elevado

O declive de uma linha recta foi calculado como se segue:

5* = Y olevado ™ YthElog }:1 "lﬂg xi} = [§ - lag{ix@;xll " 51,125!03:?41.}; ! 10§§Xzf3;?
B = (R logil, 288317109 (X,/X,) = B < (1 »+ log(l, 288} /1og (Xp/Xy))

Assumindo para o caso particular em consideracgdo que X;/X;
= 2 (para niveis de dose de 5 e 10 pg/mL), B  foi calculado

como se sedgue:

B* = § - (1 + log{1.288)/log 2) = P - 1,365

Combinando este resultado com o obtido para o caso

simétrico onde B* < B, os limites foram calculados como:
p* < § - 1,365
{ Br 2 B - 0.635

Nos dados oferecidos, todos os valores do declive estavam
dentro dos limites criticos correspondentes, significando
que nao foil observado nenhum desvio da assungdo de

paralelismo.
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Uma vez aceite um lote como estatisticamente wvalido
(provada a existéncia de linearidade e paralelismo), foi
estimada a razdo das poténcias da preparagdo de teste
relativamente ao padradao. Isto foi feito num ensaio de
linhas ©paralelas através do ajuste de 1linhas rectas
paralelas aos dados e determinacdo da disténcia horizontal

entre elas:

y-r.
M =logp=-T S (X -—'A’S) :
B .

. . Y Sn Yo .
onde p denominava a poténcia, Ya. YT 23 X7 eram a média de

log(respostas) e log(doses) das preparacdes de padrao e de
teste, respectivamente. B - era um declive comum para as
linhas de log(dose)-log(resposta) de padrdo e de teste. A
estimativa dos quadrados minimos do declive comum - B era
uma média ponderada dos quadrados minimos estimados de dois
declives separadamente da linha do padrao e da linha do
teste. Tomando o anti-logaritmo da expressao de cima, foi-
se capaz de obter um ponto estimado da "verdadeira % de
poténcia"™ de uma preparacdo de teste relativamente ao seu

padrao:

w«fw*)
Potincia=10 B T 3% 100%
EXEMPILO 3: VALIDAQAO DO PROCEDIMENTO PADRAO DO EXEMPLO 1

O objectivo da anédlise, apresentada abaixo, foi estabelecer
especificagbes de divulgacdo validadas para a poténcia
relativa de um lote de AG. Um lote de AG foi considerado
vdlido, se nos seguintes critérios, com base em inferéncia
estatistica, fosse verificado:

1. Nenhuma wviolagdo das assungdes envolvidas na

abordagem de analise do bioensaio:
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(a) Independéncia e normalidade do log(respostas);

(b) Homogeneidade da variédncia do log(respostas);

(c) Nenhum valor extremo;

(d) Paralelismo (auséncia de significncia do teste de
razao dos declives);

2. A estimativa pontual da poténcia relativa esté
dentro de um intervalo pré-especificado: 80% - 125%; e
3. 0Os Limites de Confianca a 95% para o valor da
"verdadeira ©poténcia relativa" estdo dentro de um
intervalo de confianca pré-definido mais amplo: 70% a
143%.

0O modelo assumiu que as preparagdes de padrdao e teste se
devem comportar como se uma fosse uma simples diluigao da
outra. Isto significa que as linhas de log(dose)-resposta
para as duas preparacgdes nao se devem desviar
significativamente da linearidade e do paralelismo. Assim,
um anti-logaritmo da deslocac¢adao horizontal constante entre
estas linhas rectas foi capaz de servir como estimativa da
razdo das poténcias. Estes dois requisitos, linearidade e
paralelismo, constituiram um conceito da wvalidade do
ensaio. A verificacdo da validade foi um pré-requisito ao
calculo da poténcia relativa e dos seus limites de

confianca.

A estimativa do erro aleatério foi necessdria para o
cdlculo dos limites de confianca para o valor verdadeiro da
poténcia relativa. Esta medida foi obtida através da
implementacéo da técnica estatistica conhecida como
"Analise de Variancia" (ANOVA) . Por essa razéo, as
assungdes estatisticas cléssicas do ANOVA tiveram de ser
satisfeitas. Os requisitos para a andlise estatistica de um
modelo de Dbiocensaio de linhas paralelas foram como se

segue:
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1. As respostas foram independentemente distribuidas
normalmente pelos seus valores esperados;

2. A variéncia da resposta ndo foi afectada pelo valor
médio da resposta;

3. Nao houve valores extremos;

4. A relacdo entre o log(dose) e a resposta pbde ser
representada por uma linha recta ao longo do intervalo
de doses; e

5. A linha recta da preparacdo de teste foi paralela a

do padrao.

Os dados da andlise do lote foram obtidos a partir de
diferentes experiéncias efectuadas em dias diferentes por
operadores diferentes. Os ensaios de validacéao do
procedimento padrdo do Exemplo 1 foram realizados através
de uma série de experiéncias, envolvendo cada uma: 1)
imunizagdo de ratinhos com 250 pg de AG PR em CFA; 2)
preparacdo de uma cultura primaria das células de NL 9-11
dias apdés a imunizacdo; 3) incubacdo das células de NL com
vdrias concentracgdes de AG PR e com amostras de teste; 4)
colheita do meio de cultura e anadlise dos niveis de IL-2
através de ELISA; 5) representacdo gradfica de uma curva de
AG PR com base nas medigbdes de IL-2 em triplicado
efectuadas a 6 niveis de dose de 1-25 ug/mL; e 6)
comparacdo da resposta das células T a cada amostra de
teste com a resposta ao lote de PR (em triplicado) a duas
concentragdes dentro do intervalo linear (5 e 10 pg/mL). A
$CV foi também calculada para cada triplicado para detectar
quaisquer problemas associados a variabilidade entre os
triplicados (normalmente, a 3%CV entre triplicados néao deve
exceder 10-15%). Para os dados oferecidos, nao foram

detectadas violacgdes das condigdes.

As caracteristicas de validacéao utilizadas para

proporcionar um conhecimento global das capacidades do
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procedimento analitico foram: linearidade, intervalo,
exactidao, precisao, especificidade e robustez. Os
critérios de validagdo e as andlises basearam-se nas linhas
orientadoras de consenso de ICH, "Validation of Analytical
Procedures: Methodology", Novembro de 1996
(CPMP/ICH/281/95). Os métodos estatisticos recomendados nas
linhas orientadoras de "European Pharmacopoeia" foram

adaptados aos dados oferecidos para fins de andlise.

Experiéncia 3A: Linearidade e Intervalo

Em cada teste in vitro, uma curva de resposta a dose do
lote de AG PR foi wutilizada para calcular a resposta
relativa das células as amostras testadas. Cada curva de
calibracgdo incluiu pelo menos cinco pontos (sem zero).
Foram representadas graficamente e avaliadas para cada
placa vinte e uma curvas de calibragdo recolhidas de
diferente testes in vitro, efectuados durante os estadios

de desenvolvimento e validacao.

A anadlise estatistica dos dados revelou que os graficos de
logig (concentracgdo de IL-2) versus logip(concentracdo de AG
PR) proporcionaram o melhor ajuste linear. O intervalo
linear emergiu principalmente através de inspecg¢ao visual e
avaliacéo da exactiddo e precisé@o dos pontos de calibracgao.
A SDPR foi calculada para cada triplicado para detectar
qualisquer problemas associados a variabilidade entre
triplicados (normalmente, a %DPR entre triplicados ndo deve
exceder 10-15%). O intervalo da curva de AG PR foi

especificado entre 1-25 ng/mL.

Com base nestas andlises, a curva de AG PR deve ser
constituida por pelo menos 6 pontos de calibracdo, um com
concentracao zero (controlo negativo) e pelo menos 5

concentragdes de AG PR no intervalo entre 1 e 25 pg/mL. A
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regressao linear de 1logip(concentracdo de IL-2) versus
logio (concentracdo de AG PR) deve ter um R® 2 0,97 e um

declive 2 0,77.

Experiéncia 3B: Exactidéao

A exactiddo do método foi estabelecida ao longo do
intervalo linear especificado da curva de AG PR. A andlise
estatistica dos dados revelou que a exactiddo média do

método era de: 8,0% + 2,3%.

Experiéncia 3C: Precisédo
A medida bésica de precisdo utilizada foi o desvio padréo
relativo (DPR) da estimativa de concentracdo em replicado

(habitualmente triplicado).

O DPR foi estabelecido ao longo do intervalo linear das
curvas de AG PR. A andlise estatistica dos dados revelou
que a precisdo média do método foi de 2,9% + 1,7%. A
confianca das medigdes em duplicado foi equivalente as dos
triplicados. Por essa razdo, gquando um dos trés replicados
era identificado como um valor extremo, o valor extremo era
omitido e eram aceites o0s resultados das medigcdes em

duplicado.

Experiéncia 3D: Reprodutibilidade do Método

A resposta das células T especificas de AG a um lote de AG
SF foi medida repetidamente, 3 vezes, no mesmo teste 1in
vitro. Trés pesos do mesmo lote foram, cada um, diluidos
até 5 e 10 pg/mL e incubados com as células T especificas
de AG. Os niveis de IL-2 no meio de cultura das amostras de
teste e das amostras de AG PR, foram medidos através de
ELISA em triplicado. A % de poténcia e os limites de

confianca a 95% das células para cada replicado foram
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Q

calculados relativamente ao AG PR. A Tabela 6 mostra a % de

resposta calculada para cada replicado.

Tabela 6: Reprodutibilidade do Método

Amostra Conc. de % de Poténcia | Méd. DP DPR Limites de confianca de
# AG SF =6 95% (Limite Inferior-—
(pg/mL) Limite Superior)
1 5 75| 80 74 77 3,3 4,2 67-89
10 73| 79 | 81
2 5 83| 83 | 92 84 5,0 5,9 73-97
10 80| 79 | 88
3 5 72 74 71 76 5,2 5,2 65-88
10 80| 78 | 79

Experiéncia 3E: Precisdo intermédia

A % de resposta de um lote de AG SF foi testada em 3 testes
in vitro diferentes, efectuados em dias diferentes, por 3
investigadores diferentes do mesmo laboratdério. A Tabela 7

resume a % de poténcia e os limites de confianga a 95%

determinados para este lote nas 3 experiéncias repetidas.

Tabela 7: Precisdo Intermédia

Amostra Conc. de % de Poténcia Méd. DP | DPR | Limites de confiangca a 95%
# AG SF =6 (Limite Inferior-Limite
(pg/mL) Superior)
1 5 85 86 83 83 3,1 (3,7 71-97
10 77 84 84
2 5 90 86 87 86 3,0(3,7 79-94
10 82 84 89
3 5 75 80 74 77 3,314,2 65-88
10 73 79 81

Experiéncia 3F: Reprodutibilidade do método

A reprodutibilidade do método foi avaliada por meio de
estudo inter-laboratdrios. A % de resposta ao lote de AG SF
foi testada em duas experiéncias diferentes, efectuadas em

2 laboratdérios diferentes, utilizando diferentes analistas,
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equipamento e reagentes. A Tabela 8 resume o0s resultados de

ambos os laboratdrios.

Tabela 8: Reprodutibilidade do Método

Lab 1 Lab 2
% de Poténcia Média = DPR 86 £ 3,5 83 £ 5,0
Limites de Confianca a 95% 79 - 94 78 - 90

Com base nas experiéncias acima, pode concluir-se que o

teste in vitro é reprodutivel.

Experiéncia 3G: Especificidade

A descriminacdo do método foi testada a 3 niveis: 1)
descriminacdo entre as amostras incubadas com/sem AG PR
(efeito de matriz); 2) descriminacdo entre AG PR e outras
proteinas e péptidos relacionados e nado relacionados,
incluindo AG ©SF; e 3) descriminacdo entre AG PR e
copolimeros relacionados com AG nos quais as sequéncias

peptidicas foram deliberadamente modificadas.

i) Reconhecimento de AG PR por células T especificas de AG

PR (efeito de matriz)

Células T especificas de AG foram induzidas através de
imunizagdo de ratinhos fémeas (SJL x BALB/C)F1 com 250 g de
AG PR em CFA. Esta dose de AG é rotineiramente utilizada
para testes da actividade bioldgica de lotes de AG nesta
estirpe de ratinho utilizando o teste de bloqueio de EAE. O
grupo de controlo nesta experiéncia foil injectado apenas
com CFA. Dez dias apbdés a imunizacgdo, células de NL foram
removidas de ambos os grupos de ratinhos. As células foram
incubadas com AG PR durante 18-24 horas a 37°C numa

incubadora de CO, a 5% humidificada.

Subsequentemente, as culturas foram centrifugadas e o0s

sobrenadantes colhidos e ensaiados quanto a interleucina-2
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(IL-2, uma citocina segregada por células T activadas)
através de ELISA utilizando anticorpos biotinilados
especificos para IL-2 e conjugado com estrepavidina-
peroxidase de rabano (HRP) para deteccdo (Fig. 1). Cada
placa corrida incluiu branco de controlo (primeiro e
segundo anticorpos sem a citocina padréao). Cada placa
corrida dincluiu também amostras de controlo de qualidade
(CQ) (trés concentragcbes de citocina padrdo dentro do
intervalo linear do ensaio). Cada teste in vitro incluiu um
controlo positivo (Con A, um estimulante de células T nao
especifico) e um controlo negativo (sem AG nem qualquer
outro antigénio). A Fig. 2 mostra que as células de NL de
ratinhos imunizados com AG PR segregam IL-2 dependentemente
da dose em resposta a AG PR em cultura, enquanto as células
de NL dos ratinhos de controlo nao respondem a AG PR em
cultura. Os niveis de IL-2 nas amostras de controlo
negativo estdo habitualmente abaixo ou prdximos do limite
de deteccdo de ELISA (aproximadamente 3 pg/mL). Estes
niveis de IL-2 estdo sempre abaixo dos niveis segregados
pelo ponto de calibracdo mais baixo de AG PR (1 ug/mL).
Estes resultados indicam que a secrecdo de IL-2 pelas

células T especificas de AG é dependente de AG.

ii) Discriminacdo entre antigénios relacionados e nédo

relacionados

A descriminagdo entre antigénios relacionados e néo
relacionado (proteinas e péptidos simples) foi demonstrada
através do teste da resposta das células T especificas de
AG PR a varios antigénios in vitro. Uma cultura primaria de
células de NL derivou de ratinhos fémeas (SJL x BALB/C)F1
imunizados 9-11 dias antes com 250 pg de AG PR em CFA. A
cultura primaria foi incubada de um dia para o outro com AG
PR e com vAarios outros antigénios a 37°C numa incubadora de

CO, a 5% humidificada. Depois, as culturas foram
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centrifugadas e o0s sobrenadantes colhidos e ensaiados
quanto a IL-2 através de ELISA tal como na Experiéncia
3G (i) .

A Tabela 9 mostra que neste sistema experimental as células
T especificas de AG nado responderam nem a MBP humana
(proteina bésica da mielina), nem ao péptido imunodominante
da MBP pos. 87-99 (um péptido encefalitogénico), nem ao seu
anadalogo pos. 87-991. 95 (um péptido supressor de EAE). A
lisozima, uma proteina badsica n&o relevante, também ndo foi
reconhecida pelas células T especificas de AG. TV-35 e TV-
109 eram péptidos com um peso molecular de 3757 e 11727,
respectivamente (Publicacéao Internacional PCT N°. WO
00/18794). Estes péptidos tinham uma sequéncia definida
constituida pelos mesmos quatro aminodcidos de AG (Ala,
Glu, Lys, Tyr), na mesma razdo molar que em AG. As células
de NL especificas de AG PR nédo responderam a TV-35, e
tiveram uma reactividade cruzada muito baixa com TV-109.
Estes resultados podem ser explicados pela observagao de
que a 1imunizagdo com AG PR induziu a formagédo de uma
mistura de células T com diferente especificidade para os
multiplos epitopos de células T presentes em AG. TV-35 e
TV-109 podem partilhar sequéncias comuns com AG, no
entanto, uma incubacdo das células T especificas de AG com
um unico péptido causou provavelmente apenas uma
estimulacdo parcial de uma pegquena fracgdo das células
especificas de AG em cultura. Assim, a resposta global das
células T (secrecgdo de IL-2) ficou abaixo ou prdéximo dos

limites de deteccao.
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Tabela 9: Especificidade de células de NL especificas de AG

PR
Antigénio % de Poténcia’
AG PR 100
Lisozima 0
MBP Humana 0
MBP pos. 87-99 0
MBP pos. 87-991. o6 0
TvV-35 0
Tv-109 17

1

Concenfracio e IL-2 no meie d¢ cultura do antgénie X100

%o d¢ Poténcia = - - -
Concentragiio de IL-2 no meio de culima de AG PR

O teste in vitro foi sensivel ao peso molecular médio (PM)
do lote de AG. A Fig. 11 mostra a resposta das células
especificas de AG PR a AG PR (PM = 7900) e a lotes de AG SF
diferindo no seu PM médio. Tal como se pode observar, a
resposta correlacionou-se geralmente com o PM médio; quanto
mais elevado o PM médio, maior a resposta. No entanto, deve
observar—-se que as especificacgdes divulgadas para o PM
médio de AG SF estdo entre 4700-10000, e que niveis
semelhantes de IL-2 foram segregados em resposta a lotes de
SF com PM médio dentro das especificacgbdes (Fig. 11). Estes
resultados indicam gque o método era altamente especifico

para AG e sensivel a alteragdes no PM médio de AG.

iii) Reconhecimento de AG substédncia farmaco (SF) e do

produto farmaco (PF) Copaxone® por células T especificas de

AG PR

Nove a onze dias apdés a imunizacdo de ratinhos fémeas (SJL
x BALB/C)F1l com 250 pg de AG PR em CFA, as células de NL
foram removidas e cultivadas com varias doses de lote de AG

PR (0o antigénio imunizante) e com um lote de SF.
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A IL-2 foil medida tal como na Experiéncia 3G(i). A Fig. 12A
mostra que as células de NL reagiram de foram cruzada com
ambos os lotes padrdo. As curvas de resposta a dose de
secrecdo de IL-2 (medidas através de ELISA tal como acima)
por ambos os lotes foram semelhantes, indicando gque os
lotes testados partilhavam epitopos de células T
semelhantes. A comparagdo entre AG PR e um lote de
Copaxone® mostra que as células T especificas de AG PR
também reagem de forma cruzada com o lote de PF, e que o
manitol, o excipiente na formulacdo de Copaxone®, nio
afectou ou interferiu com a resposta das células T (Fig.
12B) . Assim, este método proporciona uma indicacdo da

reprodutibilidade lote-a-lote.

v) Discriminacdo entre AG e copolimeros relacionados

Na Experiéncia 3G(ii), foil demonstrado que o teste in vitro
era sensivel ao PM médio dos péptidos de AG, utilizando
lotes de AG SF diferindo no seu PM médio. Uma vez que a
experiéncia se baseava no Dbio-reconhecimento de AG por
células T especificas de AG, que respondem especificamente
a sequéncias lineares, era esperado que o método fosse
sensivel a variacgbes/modificacdes nas sequéncias dos
péptidos de AG. Isto foi demonstrado através da utilizacéo
de: 1) copolimeros sintetizados a partir de apenas 3 dos 4
aminoacidos que constituem AG; 2) um lote de AG (XX)
resultante de modificagdo deliberada nas condigdes de
fabrico, i.e., adicdo de um excesso de aminodcidos livres
aos mondmeros de AG durante a sintese. O PM médio deste
lote foi elevado e fora das especificacdes (PM = 11150 Da);
e 3) produtos de degradacdo de AG PR obtidos através de

protedlise com tripsina e quimiotripsina.

A Tabela 10 mostra que as células T especificas de AG néo
responderam aos copolimeros de 3 aminodcidos sem lisina,

o]

alanina ou tirosina. Adicionalmente, a % de resposta das
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células ao lote XX foil relativamente elevada e fora das
especificagbes do método (100 + 30%), indicando que o
método poderd ser sensivel a modificagdes no processo de
producdo. A elevada % de resposta pode também ser explicada
através da sensibilidade do teste ao PM dos péptidos de AG,

tal como demonstrado.

Tabela 10: Especificidade do Método

)

Modificacgéo % da Poténcia Média =
DPR

Copolimero

Tyr-Lys—Glu

Sem Alanina

Tyr-Ala-Glu

Sem Lisina

Ala-Glu-Lys

Sem Tirosina

Hlo|lolo

Lote XX Excesso de aminodcidos livres 170
em estadio de polimerizagdo

Estudos de cinética da protedlise de AG PR por tripsina e
gquimiotripsina mostram que o teste in vitro era sensivel a
degradacao de péptidos de AG. As Figs. 13 e 15 mostram que
a secregdo de IL-2 pelas células era reduzida apds um tempo
de protedlise, e a % de poténcia das células para oS
péptidos proteolisados estava fora das especificacgdes do
método (100 + 30%) (Tabela 11). Cromatogramas de
sobreposicdo (através de RP-HPLC) das amostras degradadas
(Figs. 14 e 16) demonstraram a cinética da protedlise por
tripsina e guimiotripsina, respectivamente. Os resultados
cumulativos de todos os estudos de especificidade revelaram
que o método era altamente especifico para AG e
intimamente

discriminava entre AG e antigénios

relacionados.

Tabela 11: Especificidade do Método - Efeito da Protedlise

Enzima Tempo de protedlise (minutos) % de Poténcia Média
Tripsina 1 40
5 36
15 19
30 7
de um dia para o outro 0
Quimiotripsina 5 11
20 0
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Experiéncia 3G: Robustez

i) Robustez dos Critérios de Aceitacdo

A  consisténcia e robustez dos critérios de aceitacéao
definidos foram examinadas através de comparacdo das
estimativas resultantes da poténcia relativa obtida para os
lotes de AG repetidos. 0Os dados da andlise dos lotes
incluiu véarios lotes de AG repetidos. Foram medidos dois
lotes em trés dias diferentes por operadores diferentes.
Também, um lote foi testado em dois dias diferentes por

operadores diferentes.

No teste de paralelismo para os lotes de AG repetidos,
todos os valores do declive dos lotes de AG estavam dentro
dos limites criticos apropriados para o teste da razdo dos
declives de paralelismo. Todos os lotes de AG satisfizeram
0s critérios de aceitacdo para as estimativas pontuais dos
valores da poténcia relativa com limites de confianca a 95%
(a % de poténcia estimada estava dentro dos limites de 80%-
125% e os limites de confianca a 95% estavam dentro do
intervalo de 70%-143%). Para os dados analisados dos lotes
de AG repetidos, a sua validade nado dependeu do dia da

experiéncia nem do operador que efectuou o teste. Estes

dados apoiam a robustez das especificacdes estabelecidas.

ii) Robustez dos Parédmetros Criticos no Procedimento de

Imunizagdo e na Reacgdo in vitro

A robustez dos parametros criticos em ambos 0s
procedimentos de 1munizag¢do e na reacgcao in vitro foi
avaliada. Resumidamente, verificou-se que: 1) a resposta
imunoldgica das células de NL nédo foi afectada pela dose de
imunizacdo de AG PR; 2) o periodo de imunizacdo foi de 9-11
dias; 3) a resposta das células de NL a AG PR foi superior

em comparacdo com a resposta das células do bacgo; 4) a
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imunizac&o com AG PR + CFA resultou nas células de NL terem
uma resposta mais forte em comparacdo com a imunizagao com
ICFA; 5) a presengca de soro no meio de cultura afectou
fortemente a resposta das células T especificas de AG,
assim a reaccgdo in vitro foi efectuada num meio sem soro;
6) o intervalo de tempo éptimo para colheita do meio de
cultura foi de 18-21 horas apds a incubacdo com AG PR e as
amostras de teste; e 7) o meio de cultura pode ser mantido
a -20°C até uma semana antes de ser testado em ELISA.

Assim, foi mostrado que o método era robusto.

Estatistica de Resumo para a Estimativa Pontual e dos

Limites de Confianga a 95% da Poténcia Relativa

Limites de Tolerdncia a 95% para a Poténcia Relativa Média

Para avaliar os 1limites de aceitacdo para a poténcia
relativa estimada de um novo lote, fol calculada a média e
o desvio padrao de cada estimativa do log(poténcia):

Média (My) = 0,0074;

DP (My) = 0,0402.

Um intervalo de toleradncia de aproximadamente 95% para o
valor da poténcia relativa média, com base nos dados

analisados, foi:

[laMénﬂiﬂ{Mj + 3 ® DP{?'E';)I w* 100% = {84%3 122%} .

Intervalo dos Limites de Confianca a 95% da Poténcia

Relativa
Os valores minimo e méximo dos Limites de Confianca a 95%

para cada estimativa da poténcia relativa foram:

Minimo (Limite Inferior) = 79,3%
Maximo (Limite Superior) = 147,3%

Satisfacdo dos Critérios de Aceitacédo
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Com base na andlise, os critérios de aceitacgdo foram
determinados como sendo:
1. As assungdes envolvidas na abordagem de andlise de
bioensaio foram verificadas, nomeadamente:
a. Independéncia e normalidade do log(respostas);
b. Homogeneidade da variéncia do log(respostas);
c. Auséncia de valores extremos; e
d. Paralelismo (ndo significéncia do teste da
razdo dos declives).
2. A poténcia relativa estimada ndo foi inferior a 80%
e ndo foi mais de 125% da poténcia padrédo; e
3. Os Limites de Confianca a 95% do erro da poténcia
relativa estimada nédo foram inferiores a 70% e nao foram

mais de 143% da poténcia padréo.

Discussdo do Exemplo 3

A validacdo do teste in vitro revelou gque o método era
reprodutivel e a exactiddo e precisdao médias estavam num
intervalo aceitédvel. O método foi altamente especifico para

péptidos de AG e sensivel a qualidade da substéncia activa.

SUMARIO E DISCUSSAO

Foi desenvolvido um método in vitro para lotes de AG SF e
Copaxone®. Este método baseou-se no bio-reconhecimento de
epitopos de células T (sequéncia lineares) por células T
especificas de AG PR. As células T especificas de AG PR
segregam citocinas Thy em resposta a AG em cultura. Neste
método, o reconhecimento dos lotes de AG por células T é
monitorizado através da medigdo dos niveis de IL-2 no meio
de cultura através de ELISA. Foi mostrado que as células T
especificas de AG PR sd&o reactivas de forma cruzada com
lotes de SF e PF, indicando que estes lotes partilham

sequéncias semelhantes com o lote de PR, e gque o manitol, o
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excipiente na formulagdo de PF, nao interfere com a

reaccao.

0O método foli muito especifico para péptidos de AG e ¢é
sensivel para o PM médio da mistura de péptidos. A MBP néao
foi reconhecida pelas células T especificas de AG. Péptidos
imunodominantes de MBP (péptidos tanto encefalitogénicos
como supressores), bem como péptidos simples com uma
composigdo de aminoacidos semelhante a do AG, nao
estimularam as células T. Os parametros criticos no
procedimento de imunizacao, bem como a reacc¢do in vVvitro,
foram optimizados durante esta experiéncia. Esta
experiéncia mostrou que o método era muito reprodutivel e

robusto.

0O método pode ser adaptado para padronizar outros
antigénios de células T para utilizacdo em composicgdes
farmacéuticas. Pode ser feita uma cultura primaria de
células T especificas para um antigénio PR, em vez de AG
PR, a partir de animais imunizados contra o antigénio PR.
Pode ser medida a produgdo de citocinas desta cultura em
resposta a um antigénio PR e em resposta ao antigénio da
amostra. A producgdo de citocinas em resposta a um antigénio
PR pode ser representada num grafico contra a concentracgao
do antigénio PR para criar uma curva padrao. A producdo de
citocinas em resposta ao antigénio da amostra pode ser
comparada com a curva padrdo para determinar se o antigénio

estd dentro do intervalo de poténcia aceitével.

A citocina d6ptima para monitorizar pode ser determinada tal
como na Experiéncia 2A. As condigdes para imunizacgao e
teste in vitro podem ser optimizados tal como nas

Experiéncias 2B e C.
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REIVINDICACOES

1. Processo para medicgdo da poténcia de um lote de teste
de acetato de glatiré@mero relativamente a poténcia
conhecida de um lote de referéncia gue compreende:
a) imunizacdo de ratinhos fémeas (SJL x BALB/C)F1
entre 8 e 12 semanas de idade com uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirémero do lote de
referéncia.
b) preparacdo de uma cultura primdria de células de
ndédulos linfaticos dos ratinhos do passo (a) 9-11 dias
apdés a imunizacédo;
C) incubacéao separadamente de pelo menos cinco
amostras de referéncia, cada uma das guais contém um
numero predeterminado de células da cultura priméaria
do passo (b) e uma quantidade predeterminada de
acetato de glatirdmero entre 1 pg/mL e 25 pg/mL de um
lote de referéncia;
d) incubacdo de pelo menos duas amostras, cada uma das
quais contém um numero predeterminado de células da
cultura primdria do ©passo (b) e uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirémero do lote de
teste;
e) determinacgdo para cada amostra nos passos (c) e
(d), da guantidade de interleucina-2 segregada pelas
células em cada amostra apds 18-21 horas de incubacéo
de tal amostra;
f) correlagcdo das quantidades de interleucina-2
segregada pelas amostras incubadas com o lote de teste
de acetato de glatiramero <com as quantidades de
interleucina-2 segregada pelas amostras incubadas com
o lote de referéncia de acetato de glatirdmero de modo
a determinar a poténcia do lote de teste de acetato de
glatirémero relativamente ao lote de referéncia de

acetato de glatiramero,



em que em cada amostra nos passos (c¢) e (d), o numero de
células predeterminado ¢é substancialmente idéntico, e em
que para cada amostra contendo uma quantidade
predeterminada de acetato de glatiramero do lote de teste
existe uma amostra de referéncia correspondente contendo
uma quantidade predeterminada substancialmente idéntica de

acetato de glatirdmero do lote de referéncia.

2. Processo da reivindicacdo 1, em que seis amostras de

referéncia sdo separadamente incubadas no passo (d).

3. Processo para medicdo da poténcia de um lote de teste
de acetato de glatirémero relativamente a poténcia
conhecida de um lote de referéncia que compreende:
a) imunizacdo de um mamifero de teste com uma
quantidade predeterminada de acetato de glatirémero do
lote de referéncia;
b) preparacdo de uma cultura primdria de células do
mamifero de teste do passo (a) num momento
predeterminado apdés a imunizacéo;
c) 1ncubacdo separadamente de pelo menos duas amostras
de referéncia, cada uma das gquais contém um numero
predeterminado de células da cultura primaria do passo
(b) e uma gquantidade predeterminada de acetato de
glatirémero de um lote de referéncia;
d) incubacdo de pelo menos duas amostras, cada uma das
quais contém um numero predeterminado de células da
cultura primdria do ©passo (b) e uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirémero do lote de
teste;
e) determinacgao para cada amostra nos passos (c) e
(d), da qgquantidade de uma citocina segregada pelas
células em cada amostra apds um periodo de tempo

predeterminado de incubacdo de tal amostra;



f) correlacdo das quantidades da citocina
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uma gquantidade predeterminada substancialmente idéntica de

acetato de glatirémero do lote de referéncia.

3,

4, Processo da reivindicacéao 3,
interleucina.

5. Processo da reivindicacéao 4,
interleucina-2.

6. Processo da reivindicacao 4,
interleucina-6.

7. Processo da reivindicacao 4,
interleucina-10.

8. Processo da reivindicacgéao
interferdao—-gama.

9. Processo da reivindicagao 3,

em

em

em

em

em que
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[0S

[ON

em que o mamifero produz

células T especificas para acetato de glatiramero padrédo de

referéncia.



10. Processo da reivindicacdo 3, em que o mamifero é um
roedor.

11. Processo da reivindicacdo 10, em que o roedor é um
ratinho.

12. Processo da reivindicacdo 11, em gue o ratinho & um

ratinho fémea (SJL x BALB/C)F1.

13.

Processo da reivindicagdo 3, em que o mamifero tem

cerca de 8 a cerca de 12 semanas de idade.

14.

Processo da reivindicacdo 3, em que as células séao

células de ndédulos linfaticos.

15.

Processo da reivindicacdo 3, em que as células séao

células do baco.

16.

Processo para preparacao de um lote de acetato de

glatirédmero aceitédvel para wutilizacdo farmacéutica que

compreende:

17.

a) preparacdo de um lote de acetato de glatirémero:

b) medicdo da poténcia relativa do lote de acordo com
0 processo da reivindicacéao 1; e

c) qualificacdo do lote como aceitdvel para utilizacéo
farmacéutica se a poténcia relativa assim medida
estiver entre 80% e 125% do 1lote de referéncia de

acetato de glatiramero.

Processo para preparacdo de acetato de glatiramero

aceitavel para utilizacdo farmacéutica gue compreende:

a) preparacdo de um lote de acetato de glatiramero;
b) medicgdo da poténcia relativa do lote de acordo com
0 processo de qualquer uma das reivindicacdes 3 a 15;

e



c) qualificacdo do lote como aceitédvel para utilizacéo
farmacéutica se a poténcia relativa assim medida
estiver entre 80% e 125% do lote de referéncia de

acetato de glatirémero.

18. Processo para preparacao de uma composigao
farmacéutica contendo acetato de glatiréamero que
compreende:

- obtencdo de um lote de acetato de glatirdmero a testar;
- medicao, separadamente, da quantidade de interleucina-2
segregada por uma cultura primdria de células T obtidas
de ratinhos fémeas (SJL x BALB/C)F1 imunizados com uma
quantidade definida de um lote de padrdo de referéncia
de acetato de glatirémero,
a) onde uma amostra contendo um numero predeterminado
de tais células ¢ incubada na presenca de uma
quantidade predeterminada do lote de ©padrdo de
referéncia, e
b) onde uma amostra contendo o numero predeterminado
de células substancialmente idéntico ¢é incubada na
presenca da mesma quantidade predeterminada do lote de
acetato de glatirémero a testar;

— comparacao das quantidades de interleucina-2
segregadas que sado assim medidas para determinar a
poténcia de wum lote de acetato de glatiramero a
testar; e

- inclusdo da composicdo farmacéutica num lote apenas se
a sua poténcia assim medida estiver entre 80% e 125%

do lote de padrédo de referéncia.

19. Processo para determinacgdo da poténcia de um lote de

acetato de glatirdmero que compreende:

- medicdo, separadamente, da quantidade de interleucina-
2 segregada por uma cultura primdria de células T

obtida de ratinhos fémea (SJL x BALB/C)F1l imunizados



com uma guantidade definida de um lote de padrao de
referéncia de acetato de glatirémero,
a) onde uma amostra contendo um numero predeterminado
de tais células ¢€é 1incubada na presenga de uma
quantidade predeterminada do lote de padrdo de
referéncia; e
b) onde uma amostra contendo o numero de células
predeterminado substancialmente idéntico é incubada na
presenga da mesma quantidade predeterminada do lote de
acetato de glatirdmero a testar;

- comparacao das quantidades de interleucina-2
segregadas dgque sao assim medidas, determinado deste

modo a poténcia do lote.

20. Processo para determinacao de se um lote de acetato de
glatirémero tem uma poténcia predeterminada aceitéavel para
inclusdo numa composicdo farmacéutica que compreende:

- medicdo, separadamente, da quantidade de interleucina-
2 segregada por uma cultura primdria de células T
obtidas de ratinhos fémeas (SJL x BALB/C)F1l imunizados
com uma gquantidade definida de um lote de padrdo de
referéncia de acetato de glatirémero,

a) onde uma amostra contendo um numero predeterminado
de tais células ¢é incubada na presenca de uma
quantidade predeterminada do lote de padrao de
referéncia, e

b) onde uma amostra contendo o numero de células
predeterminado substancialmente idéntico é incubada na
presenca da mesma quantidade predeterminada do lote de
acetato de glatirémero a testar;

- comparacgao das quantidades de interleucina-2
segregadas que sao assim medidas para determinar a

poténcia do lote; e



- comparacdo da poténcia assim medida com uma poténcia
predeterminada para determinar se o lote € aceitéavel

para inclusdo na composicdo farmacéutica.

21. Processo de qualquer uma das reivindicagdes 1 ou 3 a
20, em qgque o lote de padrdo de referéncia é um lote de
acetato de glatirédmero possuindo um peso molecular médio de

7000 Da.

22. Processo para preparacao de uma composigao
farmacéutica contendo acetato de glatir@mero compreendendo
a obtencdo de um lote de acetato de glatirémero; e medicao
da poténcia do lote de acetato de glatir@mero relativamente
a poténcia de um padrdo de referéncia de acetato de
glatirémero através de:
a) preparacdo de uma cultura primaria de células T de
ratinhos fémeas (SJL x BALB/C)F1l entre 8 e 12 semanas
de idade imunizados com uma quantidade predeterminada
do padrédo de referéncia;
b) incubacéao, separadamente, de amostras de
referéncia, cada uma das quais contendo um numero
predeterminado de células da cultura primdria do passo
(a) e uma quantidade predeterminada do padrao de
referéncia entre 1 pg/mL e 25 pg/mL;
c) incubacao de pelo menos duas amostras, cada uma das
quais contendo um numero predeterminado de células da
cultura primdria do passo (a) e uma quantidade
predeterminada do lote de acetato de glatirémero;
d) determinacdo para cada amostra nos passos (b) e
(c), da qguantidade de interleucina-2 segregada pelas
células T em cada amostra apds 18-21 horas de
incubacédo de tal amostra; e
e) correlagdao das quantidades de interleucina-2
segregadas pelas amostras incubadas com o lote de

acetato de glatirémero com as quantidades de



interleucina-2 segregadas pelas amostras incubadas com
o0 padrao de referéncia de modo a determinar a poténcia
do 1lote de acetato de glatirédmero relativamente ao
padrao de referéncia,
em gue em cada amostra nos passos (b) e (c), o numero de
células predeterminado € substancialmente idéntico, e em
que para cada amostra contendo uma quantidade
predeterminada de acetato de glatirlmero existe uma amostra
de referéncia correspondente contendo uma quantidade
predeterminada substancialmente idéntica do padrdo de
referéncia; e preparacao da composicgao farmacéutica
utilizando o lote de acetato de glatirédmero se a sua
poténcia relativa assim medida estiver entre 80% e 125% da

poténcia do padréd&o de referéncia.

23. Processo de qualquer uma das reivindicacdes 18 a 22,

em que as células sdo células de nddulos linfaticos.

24. Processo de qualquer uma das reivindicacbes 18 a 22,

em que as células sédo células do baco.

Lisboa, 30 de Setembro de 2010



FIGURA 1
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Imunizag¢io com AG PR

Cultura primaria de células do NL

Deteccio de IL-2
através de ELISA
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