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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DO FARMACO
BEVACIZUMABE POR CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD FOR QUANTITATION OF THE DRUG BEVACIZUMAB
BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY.In this study, an analytical method was developed and validated for
quantitation of the drug bevacizumab (Avastin®) by high performance liquid chromatography (HPLC). The HPLC column was a
BioSuite 250°HR SEC, 300 x 7.8 mm x 5 pm (Waters, USA). The mobile phase consisted of phosphate buffered saline (PBS). The
results revealed that the method was specific, precise, accurate, robust and linear (r>= 0.998) from 5 to 75 pug mL. Therefore, this
method can be used in drug release studies or in quality control ampoules of the drug.
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INTRODUCAO

O bevacizumabe (Avastin®) € um anticorpo monoclonal humani-
zado, produzido por tecnologia de DNA recombinante em um sistema
de expressdo em célula de mamifero, de ovdrio de hamster chinés, em
um meio nutriente contendo o antibidtico gentamicina e ¢ purificado
por um processo que inclui a inativagdo viral especifica e etapas de
remogdo. Esse anticorpo € constituido por 214 aminoécidos e tem massa
molecular de aproximadamente 149 kDa. O bevacizumabe foi aprovado
pelo FDA (Food and Drug Administration) em fevereiro de 2004 e
em janeiro de 2005 pela EMEA (European Agency for the Evaluation
of Medicinal Products) para uso no tratamento de cancer colorretal.

O mecanismo de agdo do bevacizumabe baseia-se na sua ligacdo
ao fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF, vascular en-
dothelial growth factor, um dos principais agentes que estimulam a
formacao de novos vasos), inibindo desta forma a ligacdo do VEGF
aos seus receptores na superficie das células endoteliais. A neutraliza-
¢do da atividade bioldgica do VEGF diminui a vascularizacdo, o que,
no caso de tumores, causa a diminui¢@o ou supressao do crescimento.!

Devido ao seu efeito inibidor da angiogénese, o farmaco vem
sendo utilizado nélo s6 no tratamento de diversos tipos de cancer, mas
também em doengas oculares decorrentes da angiogénese excessiva,
tais como a Retinopatia Diabética Proliferativa e a Degeneragdo
Macular Relacionada a Idade.? Seu uso off-label em tais doencas
ja é préatica comum dentro dos consultérios de oftalmologia em
diversos paises, inclusive o Brasil. Como ¢ necessdria a aplicacio
diretamente no local de a¢@o, o formaco € administrado no interior do
bulbo do olho por meio de injegdes intravitreas.' Sdo requeridos entre
150 e 300 pL do medicamento em cada inje¢do, o que torna pratica
comum pelos médicos o fracionamento da ampola de Avastin®, ji
que a mesma contém originalmente 4 mL do medicamento. Assim,
¢ fundamental o desenvolvimento de um método analitico seletivo
e de alta sensibilidade que permita a quantificagdo do farmaco para
avaliar a qualidade dos produtos fracionados e, também, possibilitar

*e-mail: armando @ufmg.br

o desenvolvimento de novos sistemas de administragdo.

A maioria dos trabalhos descritos na literatura utilizam ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) para a quantificacdo do
bevacizumabe, uma técnica cara e de dificil aplicacdo em rotina
analitica.>* Poucos sdo os trabalhos que utilizam CLAE para a quan-
tificagdo do farmaco e, quando o fazem, ndo hd informagdes claras
em relagdo ao desenvolvimento do método.”!° O presente trabalho
teve por objetivo o desenvolvimento e a validacdo de método analitico
para doseamento do farmaco utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), uma técnica mais simples e mais econdmica.

Foi escolhida a cromatografia por exclusdo de tamanho, uma
vez que as técnicas mais utilizadas em CLAE (cromatografia em
fase normal e reversa) utilizam solventes organicos para ajuste da
polaridade da fase mével, como acetonitrila e metanol, o que causaria
a desnaturac@o do farmaco.

A validag¢ao foi realizada de acordo com a Resoluc@o n° 899/2003
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)."

PARTE EXPERIMENTAL
Material e equipamentos

Foram utilizados os seguintes compostos: Avastin® (25 mg/mL,
ampola de 4 mL); 4gua purificada obtida em sistema Milli-Q para uso
em CLAE; fosfato de potassio monobasico anidro; fosfato de sédio
monobasico anidro; fosfato de s6dio dibasico anidro; fosfato de s6dio
dibdsico hepta-hidratado; cloreto de sédio; D-(+)-trealose; Tween 20.

Para as andlises foram utilizados: espectrofotdmetro Hewlett
Packard HP 8453; cromatdgrafo Waters (bomba Waters 515 e autoin-
jetor Waters 717) acoplado a detector Waters 486 UV-VIS; coluna
Waters - BioSuite 250, 5 ym, HR SEC (7,8 x 300 mm).

Método

Desenvolvimento do método analitico
Primeiramente foi realizada uma varredura do farmaco na regiao
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do ultravioleta em espectrofotdmetro HP 8453. Uma amostra de
bevacizumabe foi diluida em solucdo salina tamponada pH 7,4 até
uma concentra¢do final de 25 pg/mL, sendo a varredura programada
em uma faixa entre 200 a 400 nm, com o objetivo de se determinar
o comprimento de absorvancia maxima do farmaco.

Foram testadas duas solugdes como fases méveis. A primeira,
constituida de tampao fosfato de sédio pH 7,4, foi preparada com
1,2 g de fosfato de s6dio monobasico anidro e 13,4 g de fosfato de
sodio dibdsico hepta-hidratado, diluidos em dgua purificada até um
volume final de 1000 mL. O pH final foi ajustado com fosfato de
sédio monobdsico anidro.

A segunda solugdo testada como fase movel, solugdo salina
tamponada pH 7.4, foi preparada com 2,38 g de fosfato de sédio
dibdsico anidro, 0,19 g de fosfato de potdssio monobadsico anidro e
8,00 g de cloreto de sédio, diluidos em dgua purificada até um volume
final de 1000 mL. O pH final foi ajustado com fosfato de potdssio
monobdsico anidro.

Com o objetivo de reducdo de custo e de tempo de andlise,
foram avaliados trés diferentes fluxos para a fase mével (0,5; 0,8 e
1,0 mL/min).

Validagdo do método analitico

Todo método desenvolvido e ndo descrito em farmacopeia ou
formuldrios oficiais deve ser validado, sendo avaliados os seguintes
parametros: especificidade, intervalo, linearidade, limite de detecgdo,
limite de quantificaciio, precisdo, exatiddo e robustez.!!

Pardmetros avaliados

A especificidade do método foi testada analisando-se uma amostra
de solucdo salina tamponada pH 7,4 contendo as substancias pre-
sentes na formulacio do medicamento nas concentragdes indicadas
pelo fabricante: 60 mg/mL de D-(+)-trealose e 0,4 ug/mL de Tween
20 (polissorbato 20 ou monolaurato de polioxietileno 20 sorbitano).

A avaliagd@o da linearidade foi realizada a partir da média de 3
curvas analiticas obtidas em 3 dias consecutivos, nas concentragdes
de 5 (limite inferior do intervalo), 10, 25, 50 e 75 (limite superior do
intervalo) pg/mL de bevacizumabe. Para cada dia foi utilizado um
lote diferente do medicamento, totalizando trés lotes de producdo ao
final dos trés dias de andlise. Todas as amostras foram diluidas em
solucdo salina tamponada pH 7,4 até a concentragdo final desejada,
filtradas em membrana 0,45 pm de poro (Durapore, Millipore®) e
injetadas em triplicata no cromatdgrafo, registrando-se os valores
das dreas. Os resultados foram tratados estatisticamente pelo método
dos minimos quadrados, obtendo-se a regressao linear. Ainda como
resultado da avaliagdo da linearidade do método, foram calculados
os limites de deteccdo e de quantificac@io, por meio da divisdo entre
o desvio padrio dos coeficientes lineares das trés curvas analiticas
do ensaio de linearidade pela média dos coeficientes angulares das
curvas, multiplicados por 3,0 e 10,0, respectivamente.!! Para o estudo
darobustez foram avaliadas a variacdo de fluxo (0,99 a 1,01 mL/min)
e de pH da fase mével (7,0 a 7.8).

A precisdo foi avaliada em dois niveis: precisdo intracorrida (re-
petitividade) e precisdo intercorridas (precisdo intermedidria). Para
a repetitividade, cinco solu¢des com concentragdes diferentes (5,
10, 25, 50 e 75 pug/mL) foram injetadas em triplicata, totalizando 15
determinagdes, sendo o resultado da andlise expresso em termos de
desvio padrdo relativo (DPR). A precisdo intermedidria foi avaliada
do mesmo modo, porém as andlises foram realizadas em trés dias
diferentes, totalizando 45 determinagdes.

A exatiddo foi definida preparando-se as amostras até a obtencao
de quatro concentragdes utilizadas para a construg@o da curva analitica
utilizada no teste de linearidade, considerando-se que o método ¢
exato quando ha proximidade dos resultados obtidos em relacio ao
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valor verdadeiro. Foi utilizada a concentragdo declarada nas ampolas
de Avastin® como referéncia.

Além disso, foi feita uma avaliacdo da estabilidade do farmaco.
O bevacizumabe foi diluido em solug¢do salina tamponada pH 7,4 até
uma concentracdo final de 50 pg/mL e a amostra foi colocada em
incubadora mantida a 37 °C por 7 dias. Em tempos pré-determinados,
foram retiradas aliquotas desta amostra, que foram analisadas por
CLAE.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desenvolvimento do método analitico

Os primeiros relatos da utiliza¢do do Avastin® (bevacizumabe) por
meio de injecdo intravitreo no tratamento de doengas da coroide e da
retina datam de agosto de 2005.'>!13 A partir dessa data, a utilizagao
intravitreo do medicamento se tornou uma pratica comum em varios
paises. Mas esse procedimento requer o fracionamento da ampola
do Avastin®, jd que nessa via de administracdo a dose requerida do
farmaco ¢ entre 200 a 400 vezes menor que a utilizada por via sis-
témica. Até o momento, apenas Bakri e colaboradores* realizaram
estudos de estabilidade com o Avastin®. O método de quantificagido
desenvolvido por esses autores, apesar de dispendioso e de dificil
aplicacdo em rotina analitica, tem sido o mais adotado nos mais
diferentes tipos de estudo empregando o bevacizumabe.

De acordo com o espectro de varredura feito na regifio do ul-
travioleta, o comprimento de onda de maior absor¢do do farmaco
encontrado foi 279 nm e, portanto, esse foi o comprimento de onda
selecionado para as andlises em CLAE.

As fases moveis testadas foram compostas exclusivamente por
tampdo, uma vez que o uso de solventes organicos poderia desnatu-
rar o farmaco. O primeiro tampdo testado (tampao fosfato de sédio
0,1 M pH 7,4) ndo apresentou viabilidade para ser utilizado como
fase modvel, pois apresentou uma alta absorvancia em 279 nm e nio
houve uma boa resolu¢do entre o pico referente ao tampao e o pico
referente ao farmaco (Figura 1). Em seguida, foi testada solucio
salina tamponada pH 7,4, que apresentou uma baixa absorvancia no
comprimento de onda selecionado (Figura 1) e ndo interferiu no pico
do farmaco. Dessa forma, esse tampao foi escolhido como fase mével.

Apés escolha do tampdo a ser utilizado como fase mével, foi feita
a avaliagdo de diferentes fluxos de fase mével (0,5; 0,8 e 1,0 mL/min).
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Figura 1. Cromatogramas das fases moveis testadas: (a) tampdo fosfato de

sodio 0,1 M pH 7,4, mostrando o valor da drea do pico; (b) bevacizumabe

(50 pug/mL) diluido em tampdo fosfato de sédio 0,1 M; (c) solu¢do salina

tamponada pH 7,4, mostrando o valor da drea do pico
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Foram considerados a simetria do pico e o tempo de retencdo. Nao
houve alterag@o na simetria dos picos quando o fluxo € alterado.
Dessa forma, o fluxo de 1,0 mL/min foi escolhido por proporcionar
maior rapidez a andlise, diminuindo o tempo de corrida de 28 (fluxo
de 0,5 mL/min) para 15 min (1,0 mL/min). O tempo de retengio (ty)
do farmaco foi reduzido de 14,98, referente ao fluxo de 0,5 mL/min,
para 7,58 min, com fluxo de 1,0 mL/min (Figura 2).
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Figura 2. Cromatograma do bevacizumabe (50 ug/mL) em solugdo salina
tamponada pH 7,4 com fluxo de 1,0 mL/min

O cromatograma obtido com o fluxo escolhido apresentou pico si-
métrico, com tempo de retencao curto, como demonstrado na Figura 2.

Durante o estudo, o volume de inje¢do foi fixado em 20 pL. Os
pardmetros cromatograficos utilizados encontram-se no Quadro 1.

Quadro 1. Parametros cromatogrdficos utilizados para validagdo do método

analitico
Parametro Condigdo
Detec¢io UV (A=279 nm)
Fluxo 1,0 mL/min
Coluna Silica,7,8 x 300 mm, tamanho de particula 5 yum
Temperatura 25°C
Fase movel Tampao PBS pH 7,4
Volume de injecao 20 uL
Tempo de corrida 15 min

Validacio do método analitico

A seletividade ou especificidade foi o primeiro parametro avaliado
para a validacdo do método analitico desenvolvido, uma vez que se
a especificidade ndo for garantida, os outros pardmetros podem ser
comprometidos. O método apresentou boa especificidade, pois ndo
foram registrados picos no tempo de reten¢do do farmaco no cro-
matograma referente a solugdo salina tamponada pH 7,4 contendo
D-(+)-trealose na concentrag¢do de 60 mg/mL e 0,4ug/mL de Tween
(polissorbato) 20 (Figura 3).

A linearidade de um método demonstra que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentragio do formaco na amostra,
dentro de um intervalo especificado.'* Desse modo, 0 método proposto
apresentou linearidade para o intervalo de concentragdes entre 5 a 75
pg/mL, conforme equacdo daretaY = 1536x — 2161.
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Figura 3. Cromatograma da amostra de solu¢do salina tamponada pH 7,4
contendo 60 mg/mL de D-(+)-trealose e e 0,4 ug/mL de Tween 20 (polis-
sorbato 20)

Por meio de andlise de variancia (ANOVA), verificou-se regressao
linear significativa e desvio da linearidade néo significativo (p<0,05).
O coeficiente de determinag@o encontrado para a curva média foi de
0,9983, estando acima de 0,99, que € o valor minimo aceitdvel pela
RE 899/2003 da ANVISA (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados do tratamento estatistico por andlise de varidncia para
a regressdo linear

Fonte de Graus de liber-  Soma dos Variancia F
variagao dade quadrados
Total 14 2,432 x101° 1,737 x 10°
Regressédo 1 2,428 x 10" 2,428 x 10" 12140,5*
Desvios da 3 20000000 6666667 3,33
regressao
Erro puro 10 20000000 2000000

Estatistica de

regressao e

coeficientes
R? 0.9983
Inclinacao 1536
Intercepto -2161

* Valor significativo (a0 = 0,05)

Com os dados provenientes da avaliagdo da linearidade foram
calculados os limites de detec¢do e de quantificacdo. Os valores
obtidos foram 1,11 e 3,71 ug/mL, respectivamente.

A robustez de um método analitico mede sua suscetibilidade
frente a pequenas variagdes que podem ocorrer durante as andlises
de rotina."” O método se mostrou robusto para variagdes de fluxo no
intervalo proposto (0,99 a 1,01 mL/min). Porém, para as variacoes
de pH, no intervalo testado (7,0 a 7,8), verificou-se que ha diferenga
estatisticamente significativa nos valores de drea obtidos em pH 7,0
quando comparados aos obtidos em pH 7,4 ou 7,8. Em relacdo aos
dois ultimos, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
as dreas obtidas (p<0,05). Os resultados estdo descritos nas Tabelas
2 e 3. Sendo assim, recomenda-se o controle do pH para a utilizacdo
deste método, visto que pode haver erros nos resultados se o valor
de pH nao for mantido constante durante o estudo.
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Tabela 2. Robustez com relagdo a variacio do fluxo. Médias com letras iguais
sdo estatisticamente semelhantes a 5%

Concentrag@o (ug/mL
(;f]i?ﬁn) , 5 Z (ke p ) o M cv
0,99 46,3 48,2 48,0 47,7 47,5 47,5 1,57%
1,00 48,2 47,8 47,8 48,6 455 47,6 2,54%
1,01 47,6 47,2 46,4 50,0 472  47,7* 287%

Tabela 3. Robustez com relagao a variacao do pH. Médias seguidas de letras
distintas diferem entre si estatisticamente pelo teste t de Student a 5%

Concentragdo (ug/mL)

pH | 5 3 . e Média Ccv

7,0 38,0 359 36,8 37,8 36,5  37,0* 2,39%
74 49,8 46,4 48,6 49,0 50,7 489" 329%
7.8 51,4 50,4 50,2 51,0 49,6 50,5 1,39%

Os resultados da repetibilidade e da precisdo intermedidria foram
expressos em termos de desvio padrdo relativo (DPR) (Tabela 4).
Todos os valores de DPR obtidos, tanto para a precisdo intracorrida
quanto para a precisdo intercorridas, encontram-se abaixo de 5%,
estando de acordo com o que preconiza a RE 899/2003 da ANVISA,
o que evidencia repetibilidade e precisdo intermedidria adequadas
para o método analitico em questio.

Tabela 4. Valores de desvio padrio relativo da avaliagdo da repetibilidade e
da precisdo intermedidria do método analitico

Concentracdo DPR (%) .
Interdias
(ng/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3
5 4,56 1,27 1,91 3,59
10 4,87 1,27 2,91 3,38
25 1,11 1,60 0,65 2,75
50 1,81 0,59 1,72 2,21
75 0,91 0,53 0,44 1,99

No que diz respeito a exatiddo, o método permitiu a recuperagio
de 99,66 + 2,37% para a concentragdo de 5 pg/mL; 101,39 +4,13%
para 10 pg/mL; 101,95 £2,07% para 50 pg/mL e 99,79 + 2,17% para
75 ug/mL, o que caracteriza o método como exato.

Por meio do estudo de estabilidade, verificou-se que a concen-
tragdo de bevacizumabe atinge 94% da concentragdo inicial em 7
dias, em solugdo salina tamponada pH 7.4 e temperatura de 37 °C.
A estabilidade do medicamento € satisfatéria, uma vez que o estudo
de estabilidade foi conduzido em condi¢des mais drdsticas do que as
condic¢des em que o mesmo € armazenado (entre 2 e 6 °C).
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CONCLUSAO

O método analitico proposto para detec¢@o e quantificagdo do
bevacizumabe por CLAE mostrou-se sensivel, preciso e linear no
intervalo de concentragdo entre 5 e 75 ug/mL, sendo adequado para
o controle de qualidade do medicamento ou estudos de desenvol-
vimento de sistemas de liberagdo farmacéutica com esse peptideo.
A estabilidade do farmaco em solu¢@o salina tamponada pH 7,4 ¢
limitada, porém suficiente para a realizac@o de andlises normalmente
conduzidas em rotina analitica.
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