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Introdugdo: Eritropoetina € uma glicoproteina com aproximatamente
34 kDa e uma sequéncia polipeptidica com 166 aminoéacidos.
Sintetizada nos rins, funciona como estimulador da eritropoese,
provocando a proliferagdo e a diferenciacdo de células eritroides na
medula éssea. Obtida pela tecnologia de DNA recombinante, é
produzida em células superiores, onde o gene da eritropoetina foi
transfectado. Contém uma sequéncia de aminoacidos idéntica a
eritropoetina natural. Proteinas como a eritropoetina ndo apresentam
boa solubilidade em agua por serem moléculas grandes. A albumina
de soro humano é usada nos processos de formulagéo como solvente
estabilizante, mas o seu uso estd sendo desencorajado pelas
autoridades regulatérias. Aminoacidos como glicina, alanina e acido
glutamico sdo usados por sua compatibilidade com a estrutura
macromolecular e funcional das células, ndo interferindo nas atividades
enziméticas ou estrutura funcional das proteinas e aumentando sua
estabilidade. O desenvolvimento de métodos analiticos adequados é
fundamental para a determinag&o destes aminoéacidos. A eletroforese
capilar (EC) tem se tornado importante técnica em analise
biofarmacéutica. Em geral, a derivatizacdo dos aminoacidos é
realizada antes da separacéo por EC, a fim de melhorar a sensibilidade
para deteccdo em UV ou fluorecéncia, aumentando o tempo de analise
e gerando produtos cuja estabilidade depende de condigbes
experimentais como pH e temperatura.

Objetivo: Desenvolver metodologia analitica por eletroforese capilar
com deteccdo por UV, sem derivatizacdo quimica, para determinacédo
dos aminoéacidos (acido glutamico, glicina, alanina) utilizados como
excipientes no biofarmaco alfaepoetina humana recombinante.

Metodologia: Um equipamento de EC (CE7100, Agilent) com detector
UV/Vis de arranjo de diodos foi empregado. O método de Eletroforese
Capilar de Zona (CZE) foi aplicado e separagfes realizadas usando
capilar de silica fundida com comprimento total de 55 cm (46,5 cm
efetivo) e didmetro interno de 50 pm. Introdug&o hidrodindmica das
solugdes padrbes e amostras a 50 mbar por 15s, potencial -25kV,
temperatura 15 °C e deteccdo direta em 220 nm foram utilizados. O
eletrélito de trabalho foi tampéo fosfato 30 mmol L-1 (pH 11,5),
contendo CTAB 0,6 mmol L-1 e metanol 10% vi/v.
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Resultados: O método se mostrou linear na faixa de 50 a 2500 mg L-
1. Valores adequados de precisédo foram alcancados e os limites de
guantificagdo foram 19,6, 20,4 e 19,5 mg L-1 para acido glutamico,
glicina e alanina, respectivamente. A viabilidade do método foi
estudada através de testes de recuperacdo (recuperacdo média =
97,4%). Nao houve necessidade de derivatizagdo quimica e tratamento
prévio da amostra. Tempo de migragdo menor que 5 min foi obtido para
a separagao dos trés analitos.

Concluséo: Os resultados obtidos mostraram um conjunto de
condigbes que possibilitaram o uso de EC para determinagdo
simultanea de A&cido glutamico, glicina, alanina utilizados como
excipientes no biofarmaco alfaepoetina humana recombinante, sem
necessidade de derivatizagdo quimica e tratamento da amostra.
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