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Introducgéo: A clonagem do gene da Eritropoetina Humana levou a
producdo da proteina recombinante (EPOhr) para o tratamento de
anemias associadas a insuficiéncia renal cronica, uso terapéutico de
Zidovudina, tratamentos oncolégicos e reducdo de transfusdes
sanguineas.

Objetivo: Dentre as metodologias preconizadas pela Farmacopéia
Européia (F.E.) para andlise da homogeneidade da EPOhr, destacam-
se |IEF, CZE, SDS-PAGE, SEC-HPLC e RP-HPLC. O objetivo do
estudo foi avaliar a homogeneidade da EPOhr através das técnicas
preconizadas, bem como otimizar tais metodologias, visando ao
controle de qualidade do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) da EPOhr
em Bio-Manguinhos.

Metodologia: As andlises foram realizadas utilizando-se as amostras
IFA de EPOhr e a Preparagdo de Referéncia Bioldgica (BRP) da F.E.
Foi utilizado para IEF uma combinacdo de anfélitos que gera um
gradiente de pH acido, 4 yg da EPOhr dessalinizada e coloragéo
automatizada com nitrato de prata. A analise CZE foi realizada usando
0s parametros descritos na metodologia proposta pela F.E. ajustando-
se temperatura, pressdo, tempo de injecdo e a concentragdo da
amostra. Para a SDS-PAGE foi utilizada gel de poliacrilamida a 12,5%
e coloracdo rapida com azul de coomassie. Para as analises
cromatograficas foi ajustado a coluna analitica, fluxo, eluentes e
gradiente de eluigdo. Em SEC-HPLC foi utilizada coluna analitica Gel
de TSK G2500 e RP-HPLC foi usada a Vydac C8 e Bakerbond WP
octadecil com um fluxo de 1,0 mL/min, volume de inje¢&o.

Resultados: Em IEF evidenciou-se a presenca de oito isoformas
principais, e o pl estimado de 6,43 a 4,12. A percentagem de cada uma
das isoformas foi calculada e comparada com o limite definido pela F.E.
e pelo CIM, havendo concordancia de resultados entre as réplicas.
Uma vez estabelecidas as condi¢cdes de andlise por CZE, a técnica
demonstrou sensibilidade e reprodutibilidade, sendo detectadas oito
isoformas em eletroferogramas de alta resolucdo. A SDSPAGE
demonstrou ser como uma metodologia robusta e com excelente
reprodutibilidade. As amostras sdo homogéneas e a média do PM
encontrado foi de 34kDa. Em SEC-HPLC e RP-HPLC as amostras
apresentaram um pico com tempo de retencdo e area equivalentes
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entre as réplicas. Foi possivel definir o limite de quantificacdo e
deteccdo. A andlise foi realizada com a metade do tempo gasto pelo
que é descrito pela F.E e CIM. A integragdo dos picos cromatogréaficos
demonstra percentagem de pureza de acordo com as especificacdes.

Concluséo: Os métodos otimizados permitirdo uma andlise adequada
do IFA de EPOhr quanto a homogeneidade e caracterizagao fisico-
quimica e deverdo ser implementados na rotina do controle de
qualidade a partir da produgdo do biofarmaco em Bio-
Manguinhos/Fiocruz.
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