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RESUMO

ESTUDO DE METpDos CROMATOGRAFICOS E ENSAIO BIOLOGICO PARA
AVALIACAO DO ANTICORPO MONOCLONAL DENOSUMABE

AUTORA: Rafaela Ferreira Perobelli
ORIENTADOR: Sérgio Luiz Dalmora

O denosumabe (DmAb) é um anticorpo monoclonal totalmente humano que inibe diretamente a
proliferacdo e atividade de células osteoclasticas e induz um aumento da massa o6ssea.
Estruturalmente, € uma imunoglobulina do tipo IgG., expressa pela tecnologia do DNA
recombinante através da clonagem e propagacao na linhagem celular CHO. Apresenta massa
molecular de 147 kDa. O DmAb encontra-se disponivel comercialmente no Brasil, e € indicado
clinicamente para o tratamento da osteoporose de alto risco de fraturas em mulheres pGs-
menopausa e da perda 6ssea de pacientes submetidos a terapias que causam diminui¢cdo
hormonal, como cancer de mama e de pristata. Também é recomendado para pacientes com
metastase Gssea de tumores sélidos. Neste trabalho foram desenvolvidos e validados métodos
por cromatografia liquida por exclusdo molecular (CL-EM) e cromatografia liquida em fase
reversa (CL-FR) para a avaliacdo de DmAb em produtos biofarmacéuticos. Além disso, foi
desenvolvido bioensaio por cultura de células de macrofagos RAW 264,7 in vitro para avaliar a
atividade biolégica. No método por CL—-EM utilizou-se coluna TSKGel G2000SWx. (300 mm x
7,8 mm d.i.), mantida a 25 °C. A fase mével foi constituida de solucéo tampéo fosfato de potassio
monobéasico 1 mM, fosfato de potassio dibasico 8 mM e cloreto de sodio 200 mM, pH 7,4, com
eluicdo isocratica de 1,0 mL/min e detecc¢édo por detector de arranjo de diodos (DAD) em 214 nm.
No método por CL-FR, foi utilizada coluna Vydac 214TP C4 (250 mm x 4,6 mm d.i.) mantida a
60 °C, fase moével constituida de acido trifluoroacético (TFA) 0,1% (v/v) em agua e TFA 0,1%
(v/v) em acetonitrila, com elui¢cdo por gradiente, fluxo de 1 mL/min e deteccdo por DAD em 214
nm. Os tempos de retencdo do DmAb foram de 7,6 e 18,2 min, para os métodos por CL-EM e
CL-FR, respectivamente. A especificidade foi verificada e confirmada por estudos de
degradacao forcada, avaliacdo da interferéncia dos excipientes da formulacdo e pureza dos
picos. As curvas de calibracdo dos métodos por CL-EM e CL-FR foram lineares nas faixas de
concentracdo de 5 — 200 pg/mL (r> = 0,9993) e 5 — 300 pg/mL (r?> = 0,9997) e os limites de
deteccao e quantificacado foram de 1,83 e 5,54 pg/mL e 1,94 e 5,87 ug/mL, respectivamente. As
médias da exatiddo foram de 100,53 e 100,80%, com bias inferior a 0,84 e 1,25%,
respectivamente. O bioensaio in vitro foi realizado em células de macréfagos RAW 264,7 que se
diferenciaram em osteoclastos pela adigdo de RANKL e M-CSF, avaliando a capacidade do
DmAb em inibir a formacgdo osteoclastica induzida pelo RANKL. Os métodos por CL foram
aplicados para a quantificacio de DmAb e suas formas degradadas em formulacdes
biofarmacéuticas, e os resultados foram correlacionados com os obtidos pelo bioensaio
antiproliferativo da osteoclastogénese, apresentando correlacdo significativa (p < 0,05). Assim,
sugere-se que 0os métodos por CL validados sejam aplicados paralelamente ao bioensaio in vitro
para aprimorar o controle da qualidade do produto biotecnolégico de DmADb, contribuindo para
garantir sua seguranca e eficicia terapéutica.

Palavras-chave: Anticorpo Monoclonal. Denosumabe. Cromatografia Liquida por Exclusao
Molecular. Cromatografia Liquida em Fase Reversa. Bioensaio. Validacdo. Correlacao.



ABSTRACT

STUDY OF CHROMATOGRAPHY METHODS AND BIOASSAY FOR THE
EVALUATION OF MONOCLONAL ANTIBODY DENOSUMAB

AUTHOR: RAFAELA FERREIRA PEROBELLI
ADVISER: SERGIO LUIZ DALMORA

Denosumab (DmADb) is a fully human monoclonal antibody that inhibits osteoclast formation,
function and survival, reducing bone turnover and resorption. Structurally, it is a fully human
immunoglobulin Gz, yielding a molecular mass of approximately 147 kDa, that was expressed
using recombinant DNA technology. DmAb has been approved for the treatment of
postmenopausal osteoporosis at increased risk of fracture, to avoid bone loss in hormone-
ablation therapy during cancer treatment and for prevention of skeletal related events in patients
with bone metastases from solid tumors. In this study, it was developed and validated size-
exclusion liquid chromatography (SE-LC) and reversed-phase liquid chromatography (RP-LC)
methods to quantitate DmAb in biopharmaceutical formulations. Equally, an in vitro bioassay
using cultures of RAW 264.7 macrophages, that served as osteoclast precursors, was developed
for the quantitation of DmAb. The analysis for the SE-LC method were performed on a TSKGel
G2000SWx. column (300 mm x 7,8 mm i.d.) maintained at 25 °C. The mobile phase consisted of
1 mM monobasic potassium phosphate, 8 mM dibasic potassium phosphate and 200 mM sodium
chloride, pH 7.4, run isocratically at a flow rate of 1.0 mL mint and detection by a photodiode
array detector (PDA) set at 214 nm. The gradient RP-LC method was carried out on a Vydac
214TP C4 column (250 mm x 4.6 mm i.d.) maintained at 60 °C. The mobile phase consisted of
0.1% vl/v trifluoracetic acid (TFA) in water and 0.1% v/v TFA in acetonitrile, at a flow rate of 1 mL
min, and detection by a PDA at 214 nm. The chromatographic separation was obtained with
retention times of 7.6 and 18.2 min, and the calibration curves were linear over the concentration
range of 5 — 200 ug mL? (r?= 0.9993) and 5 — 300 pg mL (r? = 0.9997), respectively, for SE and
RP-LC methods. The limits of detection and quantitation were 1.83 and 5.54 pg mL7,
respectively, for the SE-LC and 1.94 and 5.87 ug mL*?, for the RP-LC. The specificity of the
methods was confirmed by degradation studies, interference of the excipients and peaks purity.
The accuracy was 100.53 and 100.80%, with bias lower than 0.84 and 1.25%, respectively, for
SE and RP-LC. The in vitro bioassay was performed based on the ability of DmAD to inhibit the
effect of human RANKL to stimulate the formation of osteoclasts derived from RAW 264.7 cells,
by the addition of human RANKL and M-CSF. The LC methods were applied for the
determination of DmAb and degraded forms in biotechnology-derived products, and the results
were correlated to those of the osteoclastogenesis antiproliferative bioassay, showing significant
correlation (p < 0.05). Thus, it is suggested the application of the methods developed and
validated by SE and RP-LC to improve quality control of DmAb biotechnology-derived products,
thereby contributing to ensure its safety and therapeutic efficacy.

Keywords: Monoclonal Antibody. Denosumab. Size Exclusion Liquid Chromatography.
Reversed-Phase Liquid Chromatography. Bioassay. Validation. Correlation.
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APRESENTACAO

A presente Dissertacdo de Mestrado segue as recomendacdes do Manual de
Dissertacdes e Teses (MDT) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) do
ano de 2015. O estudo compreende o desenvolvimento e validagcdo de métodos
fisico-quimicos por cromatografia liquida para a quantificacdo do anticorpo
monoclonal denosumabe, bem como o desenvolvimento do ensaio bioldgico por
cultura de células in vitro para avaliacdo da atividade biol6gica e estudos de
correlagcdo. Os resultados obtidos geraram um artigo cientifico que foi submetido
para publicagdo. As secbes MATERIAL E METODOS, RESULTADOS e
DISCUSSAO encontram-se no ARTIGO CIENTIFICO, que apresenta a integra da
pesquisa realizada. As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as
citacbes nos capitulos INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA e DISCUSSAO
da Dissertacdo, pois as referéncias utilizadas para a elaboragédo do artigo estéo

mencionadas no mesmo.



INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

Anticorpos monoclonais (mAbs) sdo imunoglobulinas altamente especificas,
produzidas por um unico clone de linfécito B. Estruturalmente, sdo formadas por
duas cadeias leves e duas cadeias pesadas, com dominios Fab e Fc, responsaveis
pela ligacdo antigeno/anticorpo e pela atividade biolégica, respectivamente
(BREEDVELD, 2000). Os avancos nos estudos da biotecnologia possibilitaram a
producdo de mAbs totalmente humanos, com alto potencial para aplicacdo
terapéutica (LEWIECKI, 2010; NELSON et al., 2010; ECKER et al., 2015).

O denosumabe (DmAb) é um anticorpo monoclonal totalmente humano,
expresso através da clonagem e propagacdo em linhagem celular de ovario de
hamster chinés (CHO), pela tecnologia do DNA recombinante (RI1ZZOLI et al., 2010).
Atualmente, € indicado para tratamento da osteoporose de alto risco de fraturas em
mulheres p6s-menopausa, e da perda 6ssea de pacientes submetidos a tratamentos
de céancer de mama e de préstata que causem diminuicdo hormonal. Encontra-se
também em uso clinico em pacientes com metastase 0ssea de tumores solidos
(MOEN; KEAM, 2011).

O mecanismo de acdo do DmAD estd baseado na sua capacidade de se ligar
com alta afinidade e especificidade ao ligante do receptor do fator nuclear kappa B
(RANKL) na superficie dos osteoclastos. Esta acdo impede que o RANKL se ligue ao
receptor do fator nuclear kappa B (RANK), inibindo a formacado, funcdo e
sobrevivéncia dos osteoclastos, reduzindo a reabsorcdo 6ssea e aumentando a
massa 0ssea (HANLEY et al., 2012).

Os mAbs recombinantes de uso terapéutico apresentam estrutura molecular
complexa e heterogénea, e podem conter mesmo apés sua purificagdo, impurezas
dos processos de expressao e purificacdo, bem como produtos de degradacdo que
se formam durante o armazenamento. A presenca destas formas alteradas pode
afetar a integridade e atividade biolégica da biomolécula e causar imunogenicidade
(EMA, 2012; PINEDA et al., 2016).

Os mAbs requerem alta especificidade estrutural para interagir com seus
antigenos. Por esta razao, guias internacionais enfatizam a importancia da completa
caracterizacdo destas proteinas, por métodos que sejam capazes de determinar a
pureza, propriedades fisico-quimicas, imunoquimicas, atividade biolégica e presenca


http://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3cito_B

16

de formas degradadas dos produtos de uso terapéutico. Deste modo assegurar que
os lotes sucessivos de producdo tenham qualidade igual ou superior ao submetido
aos estudos pré-clinicos e clinicos, durante o processo de registro (ICH, 1999;
BRASIL, 2010; EMA, 2016). Técnicas analiticas como a cromatografia liquida (CL),
juntamente com ensaios bioldgicos in vitro e in vivo, e enzimaimunoensaio (ELISA),
tem sido preconizadas para monitorar e caracterizar os mAbs, bem como suas
formas degradadas. Porém, ndo existem descricdes de procedimentos e bioensaios
oficiais especialmente para o DmAb (EMA, 2016; USP 39, 2016; EP, 2017).

O DmAb, objeto deste estudo, € produzido pela tecnologia do DNA
recombinante e encontra-se disponivel para uso clinico no Brasil, tendo reflexos
diretos na area de saude publica. Até o presente momento, ndo existem monografias
para sua analise descritas em compéndios oficiais. Neste contexto, justifica-se o
desenvolvimento e validagcédo de tecnologias analiticas para avaliacdo de identidade,
pureza, teor/poténcia e estabilidade de DmADb.

O presente trabalho teve por objetivos: a) desenvolver e validar método por
cromatografia liquida por exclusdo molecular (CL—EM) para quantificacdo de DmAb
e de proteinas de alta massa molecular; b) desenvolver e validar método por
cromatografia liquida em fase reversa (CL-FR) para avaliacdo da forma néo alterada
e de proteinas relacionadas; c) desenvolver ensaio biolégico por cultura de células in
vitro para avaliacdo de poténcia de DmAb e das formas degradadas; d) avaliar
correlacdes entre os métodos fisico-quimicos e bioldgico e aplica-los para avaliacédo

de poténcia dos produtos biotecnoldgicos disponiveis no Pais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O osso é um tecido mineralizado composto basicamente por colageno tipo I,
calcio e fosfato. A matriz 6ssea esta em constante remodelacao, fundamental para
renovar sua microarquitetura e conservar o conteddo mineral. O tecido 0sseo esta
sob controle de hormoénios, fatores de crescimento e citocinas, mantendo a relagcéo
dos sistemas imune e esquelético. Sua homeostase depende da atividade
equilibrada entre as células de formacdo e reabsorcdo Ossea, denominadas
osteoblastos e osteoclastos, respectivamente (IKEDA; TAKESHITA, 2014,
FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Os osteoblastos sdo células mononucleares que se originam a partir de
células progenitoras mesenquimatosas da medula 6ssea, e tem como funcdes a
sintese da matriz extracelular mineralizada (calcificada) e o controle da
mineralizacdo. Os osteoclastos sdo células multinucleadas que tem origem
hematopoiética e sdo formados por processo chamado de osteoclastogénese. A
principal funcdo dos osteoclastos, quando ativados, é liberar, dos 0ssos para o
sangue, calcio, fésforo inorganico e fragmentos de colageno (HARADA; RODAN,
2003).

Os percursores osteoclasticos derivam de pr6-mondécitos, que se diferenciam
em mondcitos/macréfagos, células dendriticas ou osteoclastos. A diferenciacdo e
formacdo osteoclastica € regulada por diferentes células, sobretudo por
osteoblastos, que expressam trés moléculas essenciais: fator estimulador de
colonias de macrofagos (M-CSF), responsavel pela sobrevivéncia e proliferacao
destes precursores, ligante do receptor do fator kappa B (RANKL) e
osteoprotegerina (OPG), uma proteina que atua como inibidora da maturacdo e
ativacéo dos osteoclastos (BOYCE, 2013).

Em situacbes fisiolégicas, na osteoclastogénese, 0s precursores
osteoclasticos migram pela corrente sanguinea até 0s 0ssos e aderem a sua
superficie. O M-CSF se liga aos receptores de membrana das células precursoras e
induz a expressao do receptor do fator nuclear kappa B (RANK) na superficie dessas
células. A diferenciacdo € iniciada pela ligacdo do RANKL ao RANK, que leva a

expressdo de genes que caracterizam a linhagem osteoclastica: fosfatase acida
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resistente ao tartarato (TRAP), catepsina K (CATK), receptor da calcitonina (CTR) e
anidrase carbbnica (CA2). A diferenciacéo/proliferacéo € inibida quando a OPG se
liga ao RANKL e bloqueia sua ligacdo ao RANK (BOYLE et al., 2003; KIM; KIM,
2014).

A remodelagéo Gssea é um processo dindmico e continuo que se baseia em
dois processos simultaneos e antagdnicos: formagéo e reabsor¢do. O hormoénio da
paratireoide humano (hPTH) € secretado em resposta a hipocalcemia e nos 0Ssos,
determina a ativacdo e recrutamento dos osteoclastos, pela liberacdo de M-CSF e
RANKL pelos osteoblastos. Os osteoclastos ativados aproximam-se da superficie
0ssea e secretam 4cidos e enzimas hidroliticas que reabsorvem os 0ssos, liberando
calcio, fosforo inorganico e fragmentos de colageno, aumentando o fluxo de ions
calcio para o sangue. A hipercalcemia, por sua vez, inibe a secrecdo do hPTH e
estimula a secre¢do de calcitonina, que promove aumento da atividade osteoblastica
e a deposicdo de célcio nos ossos, acarretando maior sintese 6ssea (RAGGATT,;
PARTRIDGE, 2010).

Desequilibrios no processo de remodelacdo podem resultar em alteracdes na
estrutura e funcdo do esqueleto. Em condi¢cdes patolégicas como na osteoporose
pds-menopausa e em neoplasias e metdstases 0sseas, pode ocorrer aumento na
reabsorcdo 6ssea osteoclastica em relacdo a formacao Ossea osteoblastica, com
perda acelerada de massa 0ssea, que fragiliza os 0ssos e eleva o risco de fraturas
(SANCHEZ-RIERA et al., 2010; PIETSCHMANN et al., 2016).

A determinacdo de marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo permite a
avaliacdo das condicbes da remodelacdo, pois retratam a formacéo/reabsorcao e
sdo importantes para o diagndstico, definicdo terapéutica e monitoramento da
evolucdo das doencas. Como a formacao esta associada a acao dos osteoblastos e
a reabsorcdo com a atividade dos osteoclastos, os biomarcadores fosfatase alcalina
e TRAP permitem determinar os produtos decorrentes da acdo dessas células,
respectivamente (VIEIRA, 2007; HLAING; COMPSTON, 2014).

A osteoporose é uma doenca Ossea assintomatica e é considerada um
problema de saude publica, uma vez que a incidéncia de fraturas tende a aumentar
com o passar dos anos. A prevencdo da doenca inclui a pratica de exercicios fisicos,
cuidados com a alimentacdo, complementacdo de calcio e vitamina D e medidas
para prevencdo de quedas. O emprego terapéutico de farmacos € indicado para

pacientes com alto risco para fraturas, com a finalidade da prevencdo (BRATS,
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2013; COMPSTON et al., 2017). Agentes anabdlicos de formacdo dssea, como o
horménio da paratireoide humano recombinante, restauram a massa 0ssea através
do estimulo da atividade osteoblastica. Porém, a grande maioria dos medicamentos
disponiveis inibem a reabsorcdo Ossea osteoclastica, e incluem bisfosfonatos,
moduladores seletivos do receptor de estrogénio, calcitonina e anticorpo monoclonal
(COSMAN et al., 2014).

As metastases Osseas sao praticamente incuraveis e surgem com maior
frequéncia de carcinomas de pulmdo, mama, tireoide e rins. Sabe-se que a
estimulacdo da reabsorcdo 6ssea aumenta a taxa de proliferacdo de células
tumorais nos 0ssos, e que essas células promovem a formacgdo e atividade do
osteoclastos, num ciclo que atrai e estimula mais células tumorais. As complicacdes
da doenca afetam negativamente a qualidade de vida dos pacientes e incluem
hipercalcemia, perda da integridade dssea, aumento no risco de fraturas, dor crénica
e desenvolvimento de compressdo da medula espinhal, chamadas de eventos
relacionados ao esqueleto (SREs). O tratamento é paliativo e pode incluir
radioterapia, radiofarmacos, quimioterapia ou terapia hormonal sistémica e uso de

bisfosfonatos e anticorpo monoclonal (CRUZ, 2011).

2.2.ANTICORPOS MONOCLONAIS

Anticorpos sao imunoglobulinas (lg) secretadas fisiologicamente por linfocitos
B com capacidade de detectar, inativar ou eliminar antigenos. Estruturalmente, séo
formados por quatro cadeias polipeptidicas (duas leves e duas pesadas) que se
ligam em forma da letra “Y” e se dividem em fragmentos de reconhecimento e
ligacdo ao antigeno (Fab) e fragmentos cristalizaveis (Fc), responsaveis pela funcao
efetora. As Ig sdo divididas em cinco classes de acordo com a estrutura da cadeia
pesada, sendo elas: IgA, IgG, IgM, IgD e IgE. As IgG séo constituidas por quatro
subclasses (IgG1, 1gG2, 1gGs e IgGa) e exercem fungBes bioldgicas importantes por
interagirem com varios tipos celulares, estimulando respostas diretamente
relacionadas com a eliminacéo de antigenos (BUSS et al., 2012).

Anticorpos monoclonais (mAbs) s&o imunoglobulinas produzidas em
laboratério pelo clone de um unico linfécito secretor do anticorpo para o antigeno

correspondente. Os primeiros mAbs desenvolvidos foram chamados de murinos,
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mas quando administrados como medicamento, geravam reacgdes imunogénicas ao
paciente. Foram entdo estudados produtos menos imunogénicos, que levaram a
producdo dos mAbs quiméricos e humanos, mas que ainda assim, causavam
reacoes. Os avancos na area de biotecnologia possibilitaram a producdo de mAbs
totalmente humanos, pela tecnologia do DNA recombinante. Os mADbs
recombinantes tém sido utilizados na terapia de diversas doencas, devido a alta
afinidade e especificidade, baixa imunogenicidade e elevada meia-vida biol6gica
(REA et al., 2012).

Os mADbs de uso terapéutico pertencem a classe IgG. Sua atividade biologica
€ mediada pela ligacdo especifica ao epitopo do antigeno correspondente, e o
mecanismo de acdo e o alvo celular dependem da subclasse a qual pertencem. De
maneira geral, as 1gG1 e 1gGs, reconhecem antigenos de superficie celular e sdo
projetadas para matar células alvo através da mediacdo das funcbes efetoras
imunes, como citotoxicidade dependente de complemento (CDC), citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (CCDA) e fagocitose celular dependente de
anticorpo (FCDA). As IgGz e IgGs também reconhecem antigenos, mas ndo séo
projetadas para matar a célula alvo. Seu mecanismo de agdo esta principalmente
baseado em reconhecer antigenos solUveis ou da superficie celular e bloquear as
interacbes com receptores celulares (JIANG et al., 2011).

Os processos de producdo dos mAbs sdo complexos e os produtos sdo
suscetiveis a degradacdo em todos os estagios de producdo, como fermentacéo e
purificacdo, até o armazenamento e administracdo. Varias vias quimicas e fisicas,
tais como desamidacdo, oxidacdo, hidrélise/fragmentacdo, isomerizacdo e
agregacdo, sao responsaveis pela sua degradacdo. A agregacdo € exacerbada
guando o mADb precisa ser formulado em altas concentragdes, para administragao
subcutédnea. A quantificacdo destes componentes no produto biofarmacéutico é
importante para avaliar os atributos de qualidade da biomolécula, pois podem
comprometer sua seguranca e eficacia (CHIRINO; MIRE-SLUIS, 2004; WANG et al.,
2009; VA'’ZQUEZ-REY; LANG, 2011; WHO, 2013; ROBERTS, 2014).
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2.3.ANTICORPO MONOCLONAL DENOSUMABE

A identificacdo RANK/RANKL/OPG permitiu melhor entendimento dos
mecanismos que regulam a formacéo e atividade dos osteoclastos. Desta forma, se
avancou para explorar a remodelacdo Ossea como estratégia terapéutica para
patologias que afetam a reabsorcdo 6ssea. O denosumabe (DmADb) foi o primeiro
anticorpo monoclonal aprovado para uso clinico que age inibindo a reabsorcéo
O0ssea osteoclastica (BARON et al.,, 2011; RACHNER et al.,, 2011; COMPSTON et
al., 2017).

Fisiologicamente, o DmAb atua no metabolismo 6sseo como um anticorpo
anti-RANKL, de maneira semelhante a OPG, interferindo nas interacoes
ligante/receptor, do seguinte modo: o DmAb se liga com alta afinidade e
especificidade ao RANKL, impedindo sua ligacdo ao RANK. Esta ac¢do inibe a
ligacdo RANKL/RANK na superficie osteoclastica, inibindo a formagéo, ativacao,
funcado e sobrevivéncia dos osteoclastos, conforme mostrado na Figura 1. Com isso,
ocorre uma reducdo na reabsorcdo 0ssea, impedindo a perda exagerada de massa
0ssea (HANLEY et al., 2012).

Figura 1 — Mecanismo de acdo do DmADb.
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Fonte: Adaptacdo de BOYLE et al. (2003, p. 341); MILLER (2009, p. 19).
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O DmADb é produzido pela tecnologia do DNA recombinante por clonagem e
expressdo em células de ovario de hamster chinés (CHO). Estruturalmente, € uma
IgG2, com massa molecular de 147 kDa e férmula quimica Ce404Hg9912N172402004Sso0,
formada por duas cadeias pesadas da subclasse gama e por duas cadeias leves da
subclasse kappa, conforme mostrado na Figura 2. Cada cadeia pesada é constituida
por 447 aminoacidos (anexo A), com 4 pontes dissulfeto intramoleculares e sitios de
N-glicosilacdo na Asparagina 298, onde se ligam estruturas com residuos de acido
sialico e galactose, responsaveis por sua atividade biolégica. Cada cadeia leve é
composta por 215 aminoacidos (anexo B), com duas pontes dissulfeto
intramoleculares (LACEY et al., 2012; AMGEN, 2016a).

Figura 2 — Estrutura bésica do DmADb.

s Cadeia
Pesada

Cadeia

Fab Leve

7//\7 Glicosilagao

Fonte: Adaptacdo de AMGEN (2015, p. 1).

O DmAb encontra-se disponivel para uso clinico no Brasil como produtos
biofarmacéuticos denominados Prolia® e Xgeva®, produzidos pelo laboratério Amgen.
O Prolia® apresenta-se na forma de solugéo injetavel, limpida, incolor a ligeiramente
amarelada, formulada com pH de 5,2 na concentracéo de 60 mg. Os excipientes que
compdem sua formulacdo sdo acido acético glacial, hidroxido de sédio, sorbitol,

polissorbato 20 e agua para injetaveis. O produto é fornecido em seringa preenchida
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com volume de 1,0 mL e o prazo de validade é de 24 meses. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) concedeu seu primeiro registro como produto biolégico
novo em 2011 (AMGEN, 2016a).

Na clinica, o Prolia® é indicado para o tratamento de osteoporose com alto
risco de fraturas em homens e em mulheres pés-menopausa. Além disso, é
recomendado para aumentar a massa Ossea de mulheres que fazem uso de
inibidores de aromatase e de homens que recebem terapia de supressao
androgénica, para cancer de mama e de préstata ndo-metastatico (CUMMINGS et
al., 2009). A dose recomendada é de 60 mg a cada 6 meses e deve ser
administrado por injecdo via subcutdnea na coxa, abdémen ou face posterior do
braco. Na pratica clinica, tem sido indicado para pacientes com problemas
gastrointestinais ou efeitos colaterais a terapias com bisfosfonatos. A administracéo
subcutédnea a cada seis meses possibilita uma melhor adesdo do paciente ao
tratamento, uma vez que outros medicamentos sdo de uso continuo e diario
(LEWIECKI, 2010).

O Xgeva® apresenta-se na forma de solucdo injetavel com concentragdo de
120 mg, formulado com pH de 5,2. Os excipientes da formulagdo incluem &cido
acético glacial, hidréxido de sddio, sorbitol e agua para injetaveis. O produto é
fornecido em frasco-ampola com volume de 1,7 mL e prazo de validade de 36
meses. Seu primeiro registro foi concedido pela Anvisa como produto biolégico novo
em 2011. Na clinica, vem sendo indicado para pacientes com metastase éssea de
tumores solidos, com a finalidade de reduzir/eliminar células osteoclasticas gigantes
e prevenir os SREs associados a doenca. A dose recomendada & de um frasco-
ampola a cada 4 semanas, que deve ser administrado por via subcutanea na coxa,
abddémen ou face posterior do braco (BRANSTETTER et al., 2012; AMGEN, 2016b).

Estudos de farmacocinética foram realizados em individuos saudaveis e
mulheres na poOs-menopausa com osteopenia ou oOsteoporose por injecao
intravenosa e subcutanea, respectivamente, de DmAb (Prolia®), com doses que
variaram entre 0,01 e 3 mg/kg, administradas de 3 a 6 meses, por até 4 anos. Os
resultados demonstraram relacdo néo linear entre a farmacocinética e a dose do
DmADb (SUTJANDRA et al., 2011).

A atividade biolégica dos mAbs tem sido avaliada por ensaios biolégicos in
vivo e/ou in vitro, com base no mecanismo de acdo de cada produto, tal como o

bioensaio para determinar a atividade CCDA das imunoglobulinas do tipo 1gG1 e
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lgGs. A quantificacdo da atividade biolégica é expressa através de métodos
imunoenziméticos (ELISA), fundamentados na ligacdo antigeno-anticorpo. No
entanto, a principal desvantagem dos bioensaios é sua precisdo, que é geralmente
inferior a de técnicas fisico-quimicas (SCHNUERIGER et al., 2011; EMA, 2016; EP,
2017).

Hofbauer e colaboradores (2009) avaliaram a eficacia do DmAb contra o
RANKL, no modelo murino de osteoporose induzida por glicocorticoide. Foram
utilizados camundongos geneticamente modificados pela insercdo do RANKL
humano, que receberam DmAb ou placebo. A perda 6ssea foi associada com a
supressdo da formacdo de ossos vertebrais e aumento da reabsorcdo Ossea,
evidenciada pelo aumento de células osteoclasticas, determinada através do
biomarcador TRAP. O DmADb preveniu a perda 6ssea induzida pela administracdo de
prednisolona durante 4 semanas.

Helas e colaboradores (2009) avaliaram o efeito do DmAb na dose de 10
mg/kg, administrado duas vezes por semana, sobre a calcificacdo vascular da aorta
induzida pelo tratamento com prednisolona na dose de 2,1 mg/kg/dia, em
camundongos geneticamente modificados pela insercdo do RANKL humano. A
prednisolona induziu aumento da reabsorcdo 0ssea, que elevou os teores de célcio
e fosfato na aorta, reduzidos pelo tratamento com DmADb durante 4 semanas.

Kostenuik e colaboradores (2009) avaliaram a atividade biol6gica do DmADb e
OPG in vivo, em camundongos BDF1 com 4 semanas de idade, e hipercalcemia
induzida pela adicdo de RANKL humano. Apos duas injecdes diarias de RANKL por
4 dias, observou-se aumento significativo no célcio ionizado no sangue, que foi
reduzido apos injegcbes de DmAb e OPG. Além disso, os autores avaliaram a
atividade do DmAb e da OPG in vitro, pelo bioensaio por cultura de células murinas
de macrofagos (RAW 264,7), utilizadas como precursoras osteoclasticas. A
diferenciagdo em osteoclastos foi estimulada pela adicdo de M-CSF (30 ng/mL) e
RANKL humano (30 ng/mL). As células foram tratadas com DmAb e OPG e a
resposta foi quantificada pela determinagdo do biomarcador de reabsorcdo Ossea
TRAP por espectrofotometria em 405 nm. Os dados demonstraram maior
capacidade do DmADb para inibir a proliferacéo celular em relacdo a OPG.

Tyagi e colaboradores (2016) também induziram a formag&o de osteoclastos
em células RAW 264,7 pela adicdo de RANKL humano e avaliaram a inibicdo da
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osteoclastogénese e diminuicdo da viabilidade celular, pela adicdo do corante MTT e
leitura espectrofotométrica em 570 nm.

Guias internacionais e as farmacopeias, nos métodos gerais, recomendam a
quantificacdo dos mAbs através de ensaios fisico-quimicos e imunoquimicos (EMA,
2016; USP 39, 2016; EP, 2017). Técnicas analiticas por cromatografia liquida (CL)
tém sido desenvolvidas e aplicadas para analise de mAbs e outros produtos
biotecnoldgicos, por viabilizarem sua separacdo, identificacdo, caracterizacdo e
guantificacdo, podendo também ser utilizadas em combinacdo ou como alternativa
aos bioensaios in vivo e in vitro (LIU et al., 2009; NAVAS et al., 2013; ALMEIDA et
al., 2014; ZHANG et al., 2014; CARDOSO et al., 2017).

Swamulu e colaboradores (2012) desenvolveram e validaram método por CL—
FR para andlise de DmAb em formulacdo biofarmacéutica. Foi utilizada coluna Cis
(250 x 4,6 mm d.i., 5 um) mantida a temperatura ambiente. A fase mével foi
composta por metanol, agua e ortoftaldeido (90:10:01, v/v), com eluicdo isocrética de
1 mL/min e detec¢do no comprimento de onda de 233 nm. O tempo de retencao do
DmAD foi de 3,64 min.

A ligacdo estequiométrica do DmAb ao RANKL, simulando condigbes
fisiol6égicas relevantes, foi determinada in vitro por técnicas de separacdo por
tamanho molecular que incluiram CL-EM com detector de espalhamento de luz
estatica e velocidade de sedimentacdo com ultracentrifugacdo e também por
espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray e analisador por tempo de
voo (ESI-MS-TOF). Foram testadas diferentes concentracdes, demonstrando que a
ligagdo de 3 moléculas de DmAb com 2 trimeros do RANKL é a mais estavel
(ARTHUR et al., 2012).

Método por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS) no modo tandem foi desenvolvido e validado na regido linear de 3,13 —
200 ng/mL. Camadas magnéticas foram ligadas em placa com anticorpo comercial
com a regido Fc anti-humana para capturar o complexo imune antigeno-anticorpo
(RANKL-DmMADb) em plasma de camundongo, com subsequente quantificacdo do
antigeno derivado da digestao triptica por LC-MS/MS. O meétodo foi adotado para
qguantificar o RANKL total na presenca de DmAb em estudo de farmacocinética em
camundongos (ONAMI et al., 2014).

A cromatografia liquida em fase reversa (CL-FR) explora as propriedades

hidrofébicas das moléculas e tem sido aplicada para quantificacdo de formas
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oxidadas e desamidadas das proteinas (FEKETE et al., 2012). A cromatografia
liguida por exclusdo molecular (CL-EM) é referéncia para avaliacdo qualitativa e
quantitativa de proteinas na sua configuracdo nativa e de formas agregadas
(FEKETE et al., 2014; WU et al., 2014). Diversos autores destacam as vantagens
destes métodos na area biofarmacéutica, entre as quais se pode destacar duragédo
de analise, custos adequados e facilidade de execucédo em relacdo aos bioensaios in
vivo e in vitro (XINDU; LILI, 2008; MANNING et al., 2010).

Além do desenvolvimento de métodos analiticos, a validacdo € necessaria
para garantir a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados. Porém, é
fundamental demonstrar com dados experimentais que sdo adequados para a
finalidade pretendida (SHABIR, 2003; ROZET, et al., 2007; SHABIR, et al., 2007). Os
procedimentos, parametros a serem avaliados e as especificacfes para a validacao
encontram-se disponiveis em guias oficiais (ICH, 2005; FDA, 2015) e em
dissertacdes e teses j4 desenvolvidas no Laboratério de Produtos Biolégicos da
Universidade Federal de Santa Maria (STAMM, 2013; SOUTO, 2015), bem como no

artigo cientifico desta dissertacdo, o qual esta anexado a seguir (Capitulo 3).
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ABSTRACT

The fully human monoclonal antibody Denosumab (DmAb) is produced by
recombinant DNA technology and is clinically used to treat osteoporosis and bone
loss in patients with hormone-treated prostate or breast cancer. Size exclusion liquid
chromatography (SE-LC) and reversed-phase liquid chromatography (RP-LC)
methods were validated for the quantitation of the biotechnology-derived medicine.
The SE-LC method was carried out on a TSKGel G2000SWxL column (300 mm x
7.8 mm i.d.) maintained at 25 °C. The mobile phase consisted of 200 mM sodium
chloride, 8 mM dibasic potassium phosphate and 1 mM monobasic potassium
phosphate buffer, pH 7.4, run isocratically at a flow rate of 1.0 mL min~'. The gradient
RP-LC method was carried out on a Vydac 214TP Cas column (250 mm x 4.6 mm
1.d.) maintained at 60 °C. The mobile phase A consisted of 0.1% v/v trifluoroacetic
acid (TFA) in water and mobile phase B consisted of 0.1% v/v TFA in acetonitrile, run
at a flow rate of 1 mL min~'. Retention times were 7.6 and 18.2 min, and calibration
curves were linear over the concentration range of 5 — 200 ug mL™" (r2= 0.9993) and
5 — 300 pug mL™" (r2 = 0.9997), respectively, with detection by a photodiode array
detector (PDA) set at 214 nm. The results of the chromatographic methods were
correlated to those of the osteoclastogenesis antiproliferative bioassay, performed on
the RAW 264.7 cell line, showing their capabilities for the quantitation of DmAD,
contributing to improve the quality control and to ensure the batch-to-batch

consistency and efficacy of the biotherapeutic.
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1. INTRODUCTION

Monoclonal antibodies (mAbs) are immunoglobulins produced by a single
clone of B cells. Recombinant engineering techniques allowed the construction of
fully human mAbs customized for the binding site but with variations in configuration
and effector functions [1]. Denosumab (DmADb) is a fully human monoclonal antibody
with affinity and specificity for the human nuclear factor-kB ligand (RANKL) that
inhibits RANKL from activating its receptor, the nuclear factor-kB receptor (RANK),
on the surface of osteoclasts and their precursors. Prevention of RANKL-RANK
interaction inhibits osteoclast formation, function and survival, thereby decreasing
bone resorption, and increasing bone mass and strength [2]. Clinically, DmADb
belongs to a category of targeted therapeutic agents approved for the prevention and
treatment of postmenopausal osteoporosis at high risk of fracture, bone loss in
patients with hormone-treated prostate or breast cancer and giant-cell tumor of bone
[3-5].

DmADb was developed using transgenic mouse technology, and produced in
genetically engineered mammalian cells (Chinese Hamster Ovary) by a batch-wise
cell culture process [6]. Structurally, it is a full-length of human IgG2 monoclonal
antibody heterotetramer consisting of 2 heavy chains of the gamma 2 subclass, and
2 light chains of the kappa subclass, yielding a molecular mass of approximately 147
kDa. Each heavy chain contains 447 amino acids with 4 intramolecular disulfides
bonds, and N-linked glycan at the consensus glycosylation site at asparagine 298.
Besides, each light chain contain 215 amino acids, with 2 intramolecular disulfides
bridges. Thus, it contains 36 total cysteine residues, which are involved in both
intrachain and interchain disulfide bonds [7 — 8].

Biological activity was assessed by an in vivo assay evaluating the ability of
human RANKL (hRANKL) to bind murine RANK and to stimulate bone resorption in
mice, expressing an extracellular fragment of hRANKL in a manner that could be
inhibited by DmADb. An in vitro bioassay based on the ability of DmADb to inhibit the
effect of HRANKL to stimulate the formation of osteoclasts derived from murine RAW
264.7, stimulated to form osteoclasts by the addition of hRANKL and M-CSF, was
developed quantifying tartrate-resistant acid phosphatase (TRACTP) as the
response, and measuring the absorbance at 405 nm [9]. A cell proliferation assay
based on the suppression of RANKL-induced osteoclast differentiation of

macrophages into osteoclasts using RAW 264.7 cells, and measuring mitochondrial
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dehydrogenase activity with MTT as the substrate was also used to evaluate
osteoclastogenesis [10].

Therapeutic proteins such as mAbs have the potential to be affected by one or
more forms of heterogeneity. Then, due to their inherent complexity and for safety
reasons, there is a need to develop powerful analytical methods to provide their
detailed characterization [11 — 13]. Physicochemical techniques cannot predict the
biological activity yet, but they can provide information about the structure and
composition. Liquid chromatography (LC) has been successfully applied to monitor
content, purity, identity and chemical stability of mAbs [14 — 18]. Reversed-phase
liquid chromatography (RP-LC) is highly accurate and sensitive for the analysis of
related protein variants or degradation products. Given the macromolecular nature of
mADbs, size-exclusion liquid chromatography (SE-LC) has also been applied for the
quantification and to determine the native size and to reveal possible aggregates that
can form during expression, purification and processing, as well as upon storage and
administration, and can cause unwanted immune responses and loss of biological
activity [19 — 21].

This study aimed to develop and validate specific SE-LC and RP-LC
methods to quantitate DmADb in biotechnology-derived-medicine, to correlate the
results with an in vitro bioassay and to evaluate the bioactivity of higher molecular
weight forms and related proteins. Thus, contributing to the development of methods
to monitor stability, improve the quality control, and thereby assuring the efficacy of

the biotherapeutic.

2. EXPERIMENTAL

2.1 Chemicals and reagents

Batches of Xgeva® Amgen (Sdo Paulo, Brazil), containing 120 mg 1.7 mL™" in their
shelf life period, were used as a representative DmAD biological reference substance
(BS-DmADb). Batches of Prolia® Amgen, containing 60 mg mL™" solution in a prefilled
syringe, were acquired from commercial sources within their shelf life period.
Potassium phosphate monobasic and dibasic, sodium chloride, sorbitol, sodium
acetate, polysorbate 20, sodium hydroxide, acetonitrile, trifluoroacetic acid (TFA) and
hydrogen peroxide 30% v/v (H202) were used as reagents, solvents or excipients and
were supplied by Merck (Darmstadt, Germany). All the other chemicals used were of

HPLC grade or special analytical grade. Dulbecco’s modified Eagle’s medium
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(DMEM), fetal bovine serum (FBS) and alamarBlue™ cell viability reagent were
acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Macrophage colony stimulating
factor (GM-CSF) was obtained from National Institute for Biological Standards and
Control — NIBSC (Herts, UK) and hRANKL was obtained from ABCAM (San
Francisco, CA, USA), respectively. For all the analyses, ultrapure water was purified
using an Elix 3 coupled to a Milli-Q Gradient A10 system from Millipore (Bedford, MA,
USA). All solutions were degassed with ultrasonicator Tecnal (S&o Paulo, SP, Brazil)

and filtered through a 0.22 um Millex filters Millipore.

2.2 Apparatus

SE-LC and RP-LC analyses were carried out on a Shimadzu LC system (Kyoto,
Japan) equipped with a CBM-20A system controller, a LC-20 AD pump, a
DGU-20As degasser, a SIL-20ACHt autosampler, a CTO-20A column oven and a
SPD-M20A photodiode array detector (PDA). Peak areas were automatically
integrated in the computer by using a LC Solution version 1.22 SP1 software
program. The absorbances of the in vitro cell culture bioassay were measured on a

Varioskan® Flash microplate reader Thermo Scientific® (Vantaa, Finland).

2.3 Samples and standard solutions

Three commercial batches of Xgeva® were pooled and used as the representative
BS-DmADb. Stock solutions were prepared by diluting the BS-DmAb and the sample
of biopharmaceutical formulations in ultrapure water to a final concentration of 1 000
g mL™". The solutions were stored at 2 — 8 °C protected from light and daily diluted
with ultrapure water to a working concentration of 50 and 100 pug mL™", respectively,
for SE-LC and RP-LC.

2.4 Procedures

2.4.1 SE-LC

The experiments were accomplished on a size-exclusion Tosoh Bioscience (Tokyo,
Japan) TSKGel G2000SWxL column (300 mm x 7.8 mm i.d., with a particle size of 5
um and pore size of 125 A) maintained at 25 °C. A security guard holder was used to
protect the analytical column. The mobile phase consisted of 200 mM sodium
chloride, 8 mM dibasic potassium phosphate and 1 mM monobasic potassium

phosphate buffer, pH 7.4. The analyses were run in the isocratic mode at a flow rate
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of 1.0 mL min~', with detection by PDA set at 214 nm. The injection volume was 50
ML.

2.4.2 RP-LC

The experiments were performed on a reversed-phase Grace Alltech (Torrance, CA,
USA) Vydac 214TP Ca4 column (250 mm x 4.6 mm i.d., with a particle size of 5 pm
and pore size of 300 A) maintained at 60 °C. A security guard holder was used to
protect the analytical column. The mobile phase A consisted of 0.1% v/v TFA in
water and mobile phase B consisted of 0.1% v/v TFA in acetonitrile, run as follows:
time 0 — 0.1 min 0% of B; from 0.1 = 10 min linear up to 40% of B; from 10 — 20 min
40% of B; from 20 - 25 min linear down to 0% of B. The flow rate was 1.0 mL min™,

with detection by PDA set at 214 nm. The injection volume was 50 L.

2.4.3 Osteoclastogenesis antiproliferative bioassay in vitro

The in vitro cell culture bioassay was performed as described elsewhere and
adjusted [9, 10]. The inhibition of osteoclast formation activity of DmAb was assessed
on the RAW 264.7 cell line of macrophages (ATCC® TIB-71™), that served as
osteoclast precursors. The cells were maintained in DMEM culture medium
supplemented with 10% v/v FBS in 75 cm? flasks. The cells were seeded in 96-well
microplates BD Biosciences (San Jose, USA) at a density of 6 x 102 cells mL™" and
were incubated at 37 °C, 5% v/v CO2 with GM-CSF (30 ng mL™"), and hRANKL
peptide (30 ng mL™") for 5 days to stimulate the osteoclastogenesis. Then, the
cultures were dosed upon seeding with four concentrations (ten-fold dilution series)
range starting with 10 ug mL™" of DmAD, in triplicate, as a parallel line assay. The
BS-DmAb was used as standard and the control was DMEM. The plates were
incubated at 37 °C, 5% v/v COz2 for 4 days. Then, 20 pL of alamarBlue™ was added
per well, and the plates were incubated for a further 4 h. The response was
calculated as the difference between the absorbances measured at 570 and 600 nm.
The biological activity was calculated by the parallel line statistical method by using
the CombiStats™ software developed by the European Directorate for the Quality of
Medicines & HealthCare (EDQM) of the Council of Europe (Strasbourg, France).

2.5 Validation of LC methods
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Validation of both SE-LC and RP-LC methods was performed by using samples of
biopharmaceutical formulation with a label claim of 60 mg mL~". Specificity, linearity,
range, precision, accuracy, limit of detection (LOD), limit of quantitation (LOQ),
robustness, and system suitability test, were assessed following the guidelines [22,
23].

2.5.1 Specificity

The specificity of the SE-LC method was assessed by subjecting a BS-DmADb
solution and a sample of the biopharmaceutical formulation (1 000 ug mL™") to a
neutral hydrolysis (45 °C, for 2 h) and shaking for 1 h. Solutions were then diluted
with ultrapure water to the final concentrations of 50 pg mL™'. For the RP-LC, a
BS-DmAb solution and a sample of biopharmaceutical formulation (1 000 yg mL™")
were subjected to photodegradation exposing the sample to 200 W h/m? near-
ultraviolet light in a photostability chamber for 20 h. Also, the oxidative condition
induced by 3% v/v hydrogen peroxide for 30 h was studied. Then, the solutions were
diluted with ultrapure water to a final concentrations of 100 pg mL™". In addition,
possible interference from excipients of the biopharmaceutical formulation was
determined by analyzing a sample that contained only placebo (in-house mixture of
formulation excipients) only. The specificity of the LC methods was established by

determining the peaks purity with a PDA detector.

2.5.2Linearity

The linearity of the SE-LC and RP-LC methods was determined by constructing
three independent analytical curves, each one with eight concentrations of the
BS-DmADb solution, over the 5 — 200 and 5 — 300 ug mL™" range, respectively. Three
replicates of 50 pL injections of the reference solutions were used to verify the
repeatability of the detector response. Peak areas were plotted against the
respective concentrations of BS-DmADb solution and subjected to regression analysis
by a least-squares method to calculate the calibration equation and the determination

coefficient.

2.5.3Precision and accuracy
Precision was determined by means of repeatability (intra-day) and intermediate

precision. Repeatability was examined by six evaluations of a sample of DmAb on
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the same day, under the same experimental conditions. The intermediate precision of
the methods was assessed by analysis of two samples of the biopharmaceutical
formulation on three different days (inter-days) and also by submitting the samples to
analysis by other analysts in the same laboratory (between-analysts). The accuracy
was assessed applying the proposed methods to the analysis of the in-house mixture
of the excipients with known amounts of the biomolecule to obtain solutions at
concentrations of 40, 50, 60 pug mL~" for the SE-LC, and 80, 100, 120 ug mL~"for the
RP-LC methods, equivalent to 80, 100 and 120% of the working concentration
solutions, respectively. Accuracy was calculated as the percentage of the drug
recovered from the formulation; it was expressed as the percentage relative error
(bias %).

2.5.4Limit of detection and limit of quantitation

The LOD and the LOQ were calculated as defined by ICH [22], using the mean
values of three independent analytical curves, determined by a linear-regression
model, where the factors 3.3 and 10 for the LOD and LOQ, respectively, were
multiplied by the ratio of the standard deviation of the intercept and the slope. The

LOQ was also evaluated in an experimental assay.

2.5.5Robustness

The robustness of the SE-LC and RP-LC methods was determined by analyzing the
same samples containing (50 and 100 pg mL™"), respectively, under one-variable-at-
a-time (OVAT) conditions: mobile phase pH, mobile phase concentration, flow rate
(mL min™"), column temperature (°C) and wavelength (nm). Additionally, the
robustness parameters were also evaluated and compared by the multi-variable-at-a-
time (MVAT), using an experimental design. The procedure selected was a two-level
(i.e., 241 or eight experiments), fractional factorial design performed by the selection
of four factors: phosphate buffer pH or TFA (%), flow rate (mL min~'), column
temperature (°C) and wavelength (nm) respectively, for SE-LC, and for RP-LC. The
factors and their high and low levels were evaluated as presented in Table 1. The
obtained responses were processed by Minitab 14 statistical software to assess the
significance of the effects, represented by the Pareto charts, that consists of bars
with a length proportional to the absolute value of the estimated effect, divided by the

pseudo standard error (PSE) defined by Lenth [24]. The chart includes a vertical line
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at the critical t-value (a = 0.05), and smaller effects are considered non-significant. To
assess the stability of the DmAb samples, analysis was performed after their storage
at 2 — 8 °C for 24 and 48 h, and also placed into the auto sampler for 24 h, at room
temperature. To study the stability of these solutions, the experiment was run and
any changes in the chromatographic pattern as compared with the freshly prepared

solutions were recorded.

2.5.6 System Suitability Test

A system suitability test was also carried out to evaluate the repeatability of both the
SE-LC and RP-LC methods. Five replicate injections of 50 pL of BS-DmAb
solutions, containing 50 and 100 pg mL™", respectively, were used. The peak area,
retention time, tailing factor (peak symmetry) and theoretical plates were recorded

using LC Solution version 1.22 SP1 software program.

2.6 Analysis of DmADb in biopharmaceutical formulations

To quantitate DmAb in biopharmaceutical products by the LC methods, samples
available for clinical use were diluted to appropriate concentration in ultrapure water.
The samples were injected in triplicate, and the percentage recoveries were

calculated against BS-DmADb.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Development and optimization of chromatographic conditions

To develop the LC methods, tests were carried out to determine which mobile phase
and column would lead to satisfactory selectivity and sensitivity within a short
separation time. For the SE-LC method, some mobile phases containing potassium
phosphate, sodium phosphate and phosphoric acid were tested. Potassium
phosphate buffer with sodium chloride resulted in higher sensitivity and better
retention time. The influence of the concentration of sodium chloride was evaluated
from 50 — 200 mM, where higher concentrations demonstrated a significant effect on
the peak shape, and then the 200 mM was selected. Mobile phase pH was
investigated from 2.5 - 7.5 and the best performance was achieved at pH 7.4. The
effects of organic modifiers, methanol and isopropanol, in the concentration range of
5 — 10% vl/v, were also evaluated, but no improvement on the chromatographic

profile was achieved. For the RP-LC method, mobile phases containing 0.1% v/v
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TFA in water, and 0.1% v/v TFA in acetonitrile or in a mixture of isopropanol,
acetonitrile, water (70+20+9.9 v/v) were tested. The best peak shape was obtained
using as mobile phase 0.1% v/v TFA in water and 0.1% v/v TFA in acetonitrile. In
addition, the Vydac 214TP Ca column (250 mm x 4.6 mm i.d., with a particle size of 5
um and pore size of 300 A) and Kinetex EVO Cis column (150 mm x 4.6 mm i.d.,
with a particle size of 5 um and pore size of 100 A) were tested based on their
separation compatibilities with high temperature conditions, and the Vydac C4 column
was selected. The temperature of the column was maintained at 60 °C, since it
showed a significant impact on peak elution and symmetry. For the selection of the
best detection wavelength, a PDA detector was used. The optimized conditions for
the SE-LC and RP-LC methods were used to obtain the typical chromatograms,
demonstrating the peaks corresponding to DmAb with retention times of 7.6 min and

18.2 min, as shown in Figures 1 (a, b) and 2 (a, b).

3.2 Methods validation

3.2.1 Specificity

The specificity of the SE-LC method for the biological product was evaluated by
neutral hydrolysis, showing reduction of 43% of the monomer peak area, detected at
7.6 min, and two additional peaks that appeared with retention times at 5.4 and 6.7
min (Figure 1 c). These additional peaks can be attributed probably to higher
molecular weight (HMW) species of the protein. Specificity of the RP-LC method was
evaluated under photolytic and oxidative conditions. The forced photolytic condition
resulted in 35% reduction of the main peak area, and one additional peak at 17.0 min
(Figure 2 c). The forced oxidative degradation showed reduction of approximately
28% of the main peak area, one peak related to the hydrogen peroxide at 3.0 min,
and one additional peak at 17.4 min, as shown in Figure 2 (d). These additional
peaks can be attributed probably to related proteins of the DmAb. Then, the
specificity of LC methods was also established by determining the peaks purity of the
DmADb by overlaying the spectra captured at the apex, upslope, and downslope with
a PDA detector. Together with the peak purity index in the range of 0.9999-1, the
data showed that the peaks were free of any co-eluting peak, and that the excipients
did not interfere in the analysis, which confirmed that the proposed LC methods were
specific for the analysis of DmAD.
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3.2.2Linearity

For the SE-LC method, calibration curves for DmAb were found to be linear over the
range of 5 — 200 pg mL™'. The value of the determination coefficient was calculated
as r2 = 0.9993, y = (58738 + 2451.55) x - (47086 * 35550.74), where X is
concentration and y is the peak absolute area, indicated the linearity of the analytical
curve for the method. Equally, for the RP-LC method, the analytical curves were
found to be linear over the range of 5 — 300 ug mL™". The value of the determination
coefficient was calculated as r2 = 0.9997, y = (49574 + 1004.19) x - (136183 *
29097.25), indicating the linearity of the analytical curve for the method.

3.2.3Precision

The precision of the SE-LC and RP-LC methods was studied by calculating the
relative standard deviation (RSD %) for six analyses at a concentration of 50 and 100
ug mL™, respectively, performed on the same day and under the same experimental
conditions. The obtained RSD values were 0.02 and 0.01%. To assess the
intermediate precision, two samples were analyzed on three different days (inter-
days), giving RSD values of 0.74 and 0.95%, respectively for the SE-LC, and 0.55
and 0.56%, for the RP-LC methods. Between-analysts precision was determined by
calculating the mean values and the RSD after analysis of two samples by two
analysts; the mean values were found to be 1.75 and 0.17%, respectively, for the
SE-LC and 1.08 and 0.17%, for the RP-LC methods.

3.2.4Accuracy

Accuracy of the SE-LC method was assessed from three replicate determinations of
three solutions containing either 40, 50 and 60 ug mL™". In addition, the accuracy of
the RP-LC method was assessed from three replicate determinations of three
solutions containing either 80, 100 and 120 pg mL™", respectively. The absolute
means obtained with a mean value of 100.53 and 100.80% and a bias lower than
0.84 and 1.25% (Table 2), respectively, proved that the methods are accurate within

the desired range.

3.2.5 Limit of detection and limit of quantitation
The LOD and LOQ of the LC methods were calculated from the slope and the

standard deviation of the intercept determined by a linear-regression line by using the
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mean values of the three independent calibration curves. The obtained values were
1.83 and 5.54 pg mL™", for the SE-LC and 1.94 and 5.87 ug mL™", for the RP-LC.
The evaluated experimental LOQ with a precision lower than 5% and accuracy within
+ 5% [25], was found to be 5 pg mL™!, for both methods, suitable for the quality

control analysis of biopharmaceutical formulations.

3.2.6 Robustness

The results and the experimental range of the selected variables evaluated by OVAT
approach are given in Tables 3 and 4, together with the optimized values,
demonstrating that they are within the acceptable deviation (RSD < 2%), with non-
significant differences (p > 0.05), as calculated by analysis of the variance. In
addition, the robustness of the LC methods was assessed by the MVAT approach
and the significance of the effects was evaluated by the Pareto chart. The
parameters are described in Figure 3, and the combination of two codes indicates the
effect of the interaction between the variables. The bars are draw and ranked
according to the strength of the effects, with the largest on the top, showing that they
are statistically non-significant (a > 0.05). Therefore, the LC methods can be
considered robust under the conditions tested. The stability of sample solutions was
assessed, and the data showed the stability for 24 h in auto-sampler and for 48 h

when maintained at 2 — 8 °C.

3.2.7 System Suitability

A system suitability test was performed and RSD values obtained for the peak area,
retention time and peak symmetry were 0.67, 0.38 and 0.34%, respectively for the
SE-LC and 0.18, 0.98 and 1.10%, for the RP-LC methods. The number of
theoretical plates was about 3424.73 with a RSD of 1.25% and 20946.63, with a RSD
of 1.78%, respectively. The parameters tested here were within an acceptable range
(RSD < 2%).

3.3 Application of the methods

The validated methods were applied to the determination of DmAb in
biopharmaceutical formulations, giving mean values 0.99 and 0.49% higher for the
SE-LC and RP-LC, respectively, compared to the bioassay, with non-significant
differences (p > 0.05) (Table 5). The correlation between the LC methods and the
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bioassay was calculated by the Pearson’s coefficient, showing significant correlation
for the SE-LC (r = 0.9273) and for the RP-LC (r = 0.9046). In addition, samples
subjected to the neutral hydrolysis, photolytic and oxidative conditions, described
under the specificity, were analyzed by the LC methods, showing significant
degradations (p < 0.05) (Table 5). The biological activities of the samples degraded
containing HMW forms or related proteins (4¢ and 49) were reduced by 13.60 and
25.40%, respectively, excluding the oxidative condition due to the interference of
H202. The same samples were also subjected to cytotoxicity tests on the NCTC
Clone 929 cell line (mammalian fibroblasts, ATCC® CCL-1™), giving non-significant
results (data not shown). The results show the capability of each method, and that
the combination may represent an improvement, in attempts to develop alternative

assays.

4 CONCLUSIONS

The results of the validation studies showed that SE-LC and RP-LC methods are
specific and sensitive, with significant correlation, as compared to those of the
bioassay. The LC methods represent a great improvement that can be applied in
combination with the bioassay, during the biotechnology process, to monitor the
stability, improve quality control, and to ensure the batch-to-batch consistency of bulk

and finished biotechnology-derived medicine.
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Table 1. Variables selected as factors and levels investigated during the robustness

testing by the multi-variable-at-a-time procedure for the LC methods.

Method Factor Optimal Low level High level
phosphate buffer pH 7.4 7.2 7.6
flow (mL min™") 1.0 0.9 1.1
SE-LC
column temperature (°C) 25 23 27
wavelength (nm) 214 212 216
TFA (%) 0.1 0.09 0.11
flow (mL min™") 1.0 0.9 1.1
RP-LC
column temperature (°C) 60 58 62
wavelength (nm) 214 212 216
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Table 2. Accuracy of SE-LC and RP-LC for DmAb in the biopharmaceutical

formulations.

Nominal Mean concentration
RSDP Accuracy? Bias¢
Method concentration measured 2@
(ug mL™) (hg mL™) (%) (%) (%)
40 40.13 0.21 100.33 0.33
SE-LC 50 50.42 1.40 100.84 0.84
60 60.26 0.62 100.43 0.43
80 81.00 0.86 101.25 1.25
RP-LC 100 100.29 0.56 100.29 0.29
120 121.02 0.43 100.85 0.85

a = Mean of three replicates. » = RSD, Relative standard deviation; ¢ = Bias = [(Measured

concentration — Nominal concentration)/Nominal concentration] x 100.
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Table 3. Chromatographic conditions and range investigated during robustness

testing by the one-variable-at-a-time procedure for the SE-LC method.

' Range DmAb 2 RSD b Optimized
Variable _ _
investigated (%) (%) value
. 7.3 100.32 1.33
Mobile phase
H 7.4 101.04 0.57 7.4
P 7.5 101.01 0.63
Sodium chloride 190 101.56 1.10
concentration 200 101.33 0.20 200
(mM) 210 99.97 0.74
24 101.44 0.14
Column temperature
25 100.35 0.13 25
(°C)
26 101.27 0.36
Wavelength
210 - 320 - - 214
(nm)
_ Autosampler, 24 h 99.86 0.78 -
Solution
N 2-8°C,24h 100.35 1.32 -
stability
2-8°C,48h 99.12 0.11 -

a= Mean of three replicates. °= RSD, Relative standard deviation.



48

Table 4. Chromatographic conditions and range investigated during robustness

testing by the one-variable-at-a-time for the RP-LC method.

' Range DmAb 2 RSD b Optimized
Variable _ _
investigated (%) (%) value
o 39 99.34 0.21
Acetonitrile
40 99.43 0.20 40
(%)
41 99.33 0.24
0.9 99.61 0.48
Flow rate
, 1.0 99.23 0.16 1.0
(mL min™1)
1.1 99.09 0.18
58 99.13 0.30
Column temperature
59 99.26 0.21 60
(°C)
60 99.08 0.15
Wavelength
210 - 300 - - 214
(nm)
_ Autosampler, 24 h 99.43 0.08 -
Solution
N 2-8°C,24h 99.41 0.28 -
stability
2-8°C,48h 99.25 0.22 -

a=Mean of three replicates. = RSD, Relative standard deviation.
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Table 5. Comparative quantitation of DmAb in biopharmaceutical formulations, by the LC methods and the osteoclastogenesis

antiproliferative bioassay.

Theoretical SE-LC 2 Bioassay 2
Sample amount Monomer HMW Main peak  Related proteins Potency Confidence intervals
(mg mL™) (%) (%) (%) (%) (%) (p =0.95)
1 60 98.77 0.41 98.80 0.06 97.10 89.80 — 104.80
2 60 100.22 0.20 99.56 0.04 99.90 90.40 — 110.50
3 60 99.90 0.27 99.35 0.06 100.40 95.70 — 105.40
4 60 100.37 0.40 99.53 0.02 98.90 92.20 — 106.20
5 60 97.14 0.29 96.65 0.50 95.10 87.50 — 103.40
Mean - 99.28 0.31 98.78 0.14 98.29 -
SD b - 1.35 0.09 1.23 0.20 2.18 -
ANOVA F calculated
Between-methods 0.46
4¢ - 57.22 1.11 - - 85.30 78.50 — 92.60
4d - - - 62.86 2.41 73.50 64.60 — 83.50
4e - - - 73.12 9.88 Nt f -

a = Mean of three replicates. ? = SD, Standard deviation. Content of altered samples: ¢ = neutral hydrolysis; ¢ = UV degradation; ¢ = oxidative degradation. f =

Nt, Not tested.
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Figure 1. Representative SE-LC chromatograms showing peak 1 = denosumab; peak 2 = high
molecular weight proteins. (a) Representative biological reference substance of denosumab; (b)

Sample of biopharmaceutical formulation, and after (c) neutral hydrolysis; (d) Placebo.
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Figure 2. Representative RP-LC chromatograms showing peak 1 = denosumab, peak 2 = related
proteins and peak 3 = hydrogen peroxide. (a) Representative biological reference substance of
Denosumab; (b) Sample of biopharmaceutical formulation, and after (c) forced photolytic degradation;

(d) forced oxidative degradation; (e) Placebo.
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a) Pareto Chart of the Effects
(response is Potency (%); alpha = 0.05)
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Figure 3. Pareto charts representing the effects of the variables and their interactions investigated

during the robustness testing for the determination of DmAb by: (a) SE-LC and (b) RP-LC methods.
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4 DISCUSSAO

O dominio das técnicas de engenharia genética, aplicadas para o
desenvolvimento e producdo dos mAbs, viabilizou avangos importantes na area
farmacéutica, como o uso desses produtos biotecnolégicos para o tratamento de
doencas (JIANG et al., 2011). Neste contexto, destaca-se a necessidade de métodos
analiticos para sua completa caracterizacdo e avaliacdo, assegurando a qualidade
nas diferentes etapas dos processos de producdo e dos produtos acabados
(CHIRINO; MIRE-SLUIS, 2004; WHO, 2013).

Especialmente para o DmAb, sobre o qual ndo existem especificacdes
farmacopeicas, encontram-se também poucas publicacbes sobre procedimentos
analiticos. Deste modo, foram planejados os estudos para desenvolvimento e
validacdo de métodos por CL-EM e por CL-FR para caracterizacdo, identificacdo e
guantificacdo nos produtos biotecnolégicos. Além disso, foi desenvolvido bioensaio
por cultura de células in vitro para avaliacdo da sua atividade biolégica e estudos de
correlacao.

A presente discussdo fundamenta-se no artigo cientifico incluido no capitulo
anterior, no qual estdo detalhados os resultados experimentais encontrados.

Convém detalhar que ndo existe Padrdo Internacional para o DmADb.
Paralelamente, ha dificuldades para obtencdo da substancia ativa pura junto a
fornecedores qualificados. Deste modo, optou-se pela aquisicdo do outro produto
comercial de DmADb, patenteado pela Indistria Farmacéutica produtora (Xgeva®
120mg/1,7mL), que foi adotado como Substancia Biol6gica de Referéncia
representativa (BS—-DmAb) para as pesquisas. Procedimento semelhante tem sido
aplicado em trabalhos descritos na literatura internacional (NAVAS et al.,, 2013;
MARTINEZ-ORTEGA et al., 2016).

Inicialmente, desenvolveu-se o0 método por CL-EM testando fases mdveis
compostas por tampédo fosfato e cloreto de sédio em diferentes concentracbes e
acido fosforico. O cloreto de sodio tem capacidade de aumentar a forga ibnica do
tampdao, razdo pela qual foi avaliado nas concentracdes entre 50 a 200 mM. Além
disso, foram testadas as colunas cromatograficas BioSep SEC-s2000 (300 mm x
7,8 mm d.i.,, 8 um), TSKgel G2000sw (300 mm x 7,8 mm d.i.,, 5 um) e YARRA
SEC-2000 (300 mm x 7,8 mm d.i., 3 um). Observaram-se as recomendacdes sobre

as condicdes de uso da coluna selecionada e a fase mével foi entdo testada na faixa
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de pH de 2,5 a 7,5. Avaliou-se também a interferéncia dos modificadores organicos
metanol e isopropanol (5 a 10% v/v). Optou-se pela escolha das condi¢des
cromatograficas com base na simetria e no tempo de retencdo do pico do DmAb. A
separacao foi alcancada com tempo de retencdo de 7,6 min e o tempo de corrida foi
de 15,0 min (Figura 1), condi¢cdes adequadas para avancar para a validacgéo.

A especificidade do método foi avaliada por estudos de degradacéo forcada
por aquecimento e agitacdo, analise dos excipientes da formulacdo e determinacao
da pureza dos picos. ApOs degradacdo da amostra, a geracdo de picos adicionais
além do relativo ao DmAD, detectados nos tempos de 5,4 e 6,7 min, pode ser
atribuida provavelmente a proteinas de alta massa molecular. Nao foram detectados
picos relativos aos excipientes, demonstrando que néo interferem na identificacdo e
qguantificacdo do DmAb. A pureza dos picos, tanto do monémero como dos picos
adicionais, foi avaliada por detector de arranjo de diodos (DAD), que demonstrou
elevada pureza (> 0,9999) e indicou que nao houve co-eluicdo de produtos de
degradacdo com o pico do DmAb nas condicbes selecionadas. Portanto, o0s
resultados observados confirmam a especificidade do método proposto.

Além disso, o método apresentou regressao linear significativa na faixa de
concentragéo de 5 - 200 ug/mL, com coeficiente de determinagéo (r?) = 0,9993. A
precisdo foi avaliada em dois niveis, repetibilidade e precisdo intermediaria (inter-
dias e inter-analistas), e os dados obtidos forneceram coeficientes de variacao (CV)
inferiores a 1,75%. Os resultados confirmam a precisdo do método, visto que a
literatura preconiza valores < 2% para produtos biotecnolégicos (SHABIR, 2003;
ICH, 2005; FDA, 2015). Os valores experimentais obtidos para a exatidao
forneceram média de 100,53%, que confirmam a exatiddo do método proposto,
conforme mostrado na Tabela 2.

Por sua vez, a robustez do método foi estudada através de pequenas
modificacdes independentes na concentracdo de cloreto de sédio (mM), no pH da
fase movel, na temperatura da coluna (°C) e no comprimento de onda (nm),
observando que ndo houve influéncia na quantificacdo do DmAb. Os resultados
variaram entre 99,12 e 101,56%, conforme demonstrado na Tabela 3. Além disso,
executaram-se testes com planejamento experimental baseado na avaliagcdo de
quatro fatores em conjunto (pH e vazao da fase movel, temperatura da coluna e
comprimento de onda) em dois niveis (baixo e alto, £ 1). O grafico de Pareto foi

construido utilizando o software estatistico Minitab. Os resultados obtidos nao
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mostraram alteracdes significativas nos teores/poténcias, com nivel de significancia
5%, sendo inferiores ao valor critico (3,416), conforme pode ser observado na Figura
3(a), que ilustra a robustez do método analitico. E importante destacar que a vaz&o
da fase movel foi a condicdo mais sensivel a alteracdes e que o seu efeito
apresentou maior magnitude de variagdo de teor em relacdo aos demais fatores. Os
parametros do teste de adequabilidade do sistema (area, tempo de retencao,
simetria e pratos tedricos) foram avaliados, observando-se que os resultados obtidos
cumpriram com as especificacdes preconizadas, além de CV < 2%, garantindo que
as condicdes do método estavam adequadas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (ICH, 2005; FDA, 2015; USP 39, 2016).

Paralelamente, avancou-se também para o desenvolvimento e validacdo do
método por CL-FR. Foram testadas fases mdveis compostas por &cido
trifluoroacético (TFA) em agua e TFA em acetonitrila ou em uma mistura de
isopropanol, acetonitrila e agua, e também tampao acetato de amonio e acetonitrila.
Testaram-se as colunas Vydac 214TP C4 e Kinetex EVO Cais, nas temperaturas entre
40 e 60 °C, de acordo com as recomendacdes de uso, observando-se diferenca
significativa na eluigéo e simetria do pico do DmADb ao utilizar 60 °C. Deste modo, a
separacdo cromatografica foi obtida com tempo de retencdo de 18,2 min e o tempo
de corrida foi de 25,0 min (Figura 2).

Os estudos de degradacéo forcada, sob condicGes de estresse fotolitico e
oxidativo resultaram na identificacdo de picos adicionais que podem ser atribuidos
provavelmente, as proteinas relacionadas de DmAb, pois os mAbs sdo altamente
suscetiveis a oxidacao da metionina e reacdes quimicas de desamidacédo (CHIRINO,
MIRE-SLUIS, 2004). A andlise de amostra preparada somente com 0s excipientes
da formulacdo n&o apresentou nenhum pico e a pureza dos picos, avaliada com
DAD, forneceu elevada pureza (> 0,9999), indicando que ndo ha co-eluicao,
confirmando a especificidade do método proposto.

O método apresentou regresséo linear significativa na faixa de concentracéo
de 5 - 300 pg/mL e r? = 0,9997. Os dados obtidos para a repetibilidade e precisdo
intermediaria forneceram CV < 1,08% (SHABIR, 2003). Na Tabela 2 podem ser
observados os valores experimentais obtidos no teste de exatiddo, com média de
100,80%. Os resultados obtidos asseguram a precisdo e exatiddo do método

proposto.
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Na avaliacdo da robustez, demonstrou-se que n&o houve diferenca
significativa nos resultados de teores/poténcias, quando foram introduzidas
variacfes independentes dos parametros % de acetonitrila, fluxo, temperatura da
coluna e comprimento de onda (Tabela 4). O desenho experimental ja descrito para
0 meétodo analitico por CL—-EM, foi novamente aplicado modificando quatro fatores
em conjunto (% de TFA, vazéo da fase mével, temperatura da coluna e comprimento
de onda), em dois niveis (x 1). Os resultados demonstraram que nao houve
alteracdo significativa (a > 0,05) nas quantificacdes, pois os efeitos foram inferiores
ao valor critico (0,819), conforme demonstrado no gréafico de Pareto, Figura 3(b). E
importante destacar que a combinacdo de % de TFA com a temperatura da coluna,
foi a condicdo mais sensivel a alteracdes, com maior magnitude de variacdo em
relacdo aos demais fatores, porém ndo significativas. Os dados do teste da
adequabilidade do sistema cromatografico mostram que o equipamento e as
condicdbes do método sao adequados para assegurar a confiabilidade dos
resultados, estando de acordo com a literatura (CV < 2%) (ICH, 2005; FDA, 2015;
USP 39, 2016).

Portanto, os parametros de validacdo estudados para os métodos fisico-
quimicos, por CL-EM e CL-FR, demonstram que cumprem com 0S requisitos
preconizados pelos compéndios oficiais (ICH, 2005; FDA, 2015; USP 39, 2016) e
podem ser aplicados para quantificacdo do DmAb em produtos biotecnolégicos
acabados.

Além disso, foi também desenvolvido o ensaio biolégico antiproliferativo da
osteoclastogénese, por cultura de células in vitro, que foi adotado para a avaliacédo
da atividade biolégica do DmAb. A sensibilidade do ensaio foi aprimorada pelo
tratamento das células com M-CSF, que induz a expressdo do RANK na linhagem
de macrofagos RAW 264,7. O tempo de incubacdo de 5 dias contribuiu para a
diferenciacdo em células osteoclasticas, pela adicdo do RANKL, conforme descrito
previamente (VINCENT et al., 2009; TYAGI et al., 2016). O ensaio foi executado com
quatro doses de DmADb e a inibicdo da proliferacdo celular foi avaliada pela
determinacdo das células viaveis com o corante azul de alamar e leitura
espectrofotométrica.

Os resultados obtidos pela aplicagdo do bioensaio na quantificacdo do
produto acabado de DmAb (Prolia®), foram correlacionados com aqueles fornecidos

pelos métodos por CL-EM e CL-FR, apresentados na Tabela 5. Observa-se que 0s
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métodos por CL-EM e CL-FR apresentaram teores/poténcias 0,99 e 0,49%
superiores em relacdo ao bioensaio, respectivamente. A analise de variancia
ANOVA demonstrou ndo haver diferencas estatisticamente significativas entre os
teores/poténcias fornecidos pelos métodos, com nivel de significancia de 5% (p =
0,05). A correlacao entre os métodos por CL-EM e CL-FR em relacéo ao bioensaio,
foi calculada pelo coeficiente de correlagcédo de Pearson (r), que forneceu resultados r
=0,9273 e 0,9046, respectivamente, demonstrando a significancia dos dados.

E importante destacar que a analise das amostras submetidas as condicdes
forcadas de estresse, originaram a formacao de produtos de degradacao que foram
detectados e quantificados pelos métodos por CL-EM e CL-FR. As andlises sao
importantes para demonstrar possiveis alteracdes dos produtos, decorrentes de sua
estabilidade. A Tabela 5 apresenta também os resultados da aplicacdo do bioensaio
nas amostras degradadas, que demonstram a influéncia respectiva sobre a atividade
biolégica. Acrescenta-se que as amostras degradadas foram também submetidas a
teste de citotoxicidade in vitro, ndo se detectando diferencas em relagdo a molécula
integra (dados ndo mostrados). E importante frisar também que os guias oficiais
preconizam para produtos biotecnologicos, teor/poténcia entre 90 a 110%, e
estabelecem também limites para os produtos de degradacdo. Deste modo, 0s
estudos constituem-se em contribuicdo no sentido de avaliar especificagcbes que
sejam adotadas para o DmAb (USP 39, 2016; EP, 2017).

Conforme descrito na revisdo da literatura, observam-se publicacGes
cientificas de meétodos analiticos por CL para analise de DmAb, com diferentes
finalidades (ARTHUR et al., 2012; SWAMULU et al., 2012; ONAMI, et al., 2012). A
validagdo do método por CL-FR por Swamulu e colaboradores (2012) n&o
contempla todos os parametros recomendados pelo ICH, principalmente para
especificidade/seletividade e robustez. Os autores ndo demonstram a capacidade do
meétodo para analisar/quantificar o DmAb na presenca de substancias que poderiam
estar presentes na amostra, como excipientes e produtos de degradacéo, e n&o
descrevem a substancia de referéncia utilizada nas andlises. Também néo
apresentam dados de testes da robustez, que assegurariam a reprodutibilidade e a
capacidade do método para resistir a pequenas variagdes das condi¢cdes analiticas,
nao sendo adequado para analises de rotina.

Neste contexto, o método por CL-FR desenvolvido e validado nesta

dissertacdo comtempla todos os parametros de validacdo recomendados pelos guias
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internacionais (ICH, 2005; FDA, 2015) e apresenta vantagens em relacdo ao
proposto por Swamulu e colaboradores (2012), pois permite a
identificacdo/quantificacdo de DmAb, bem como de suas proteinas relacionadas.
Além disso, demonstrou-se que os métodos por CL-EM e CL-FR podem ser
adotados para quantificagdo do DmAD e de suas formas degradadas, nas etapas de
expressao, purificacdo e para o produto acabado, em paralelo com o bioensaio por

cultura de células in vitro, cuja validagé@o se constitui em etapa sucessiva.
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5 CONCLUSOES

- Desenvolveu-se e validou-se método por cromatografia liquida por excluséao
molecular especifico, preciso, exato e robusto, que forneceu resultados de
acordo com os parametros preconizados, para identificacdo, quantificacdo e
avaliacdo de proteinas de alta massa molecular do anticorpo monoclonal

denosumabe.

- Desenvolveu-se e validou-se método por cromatografia liquida em fase reversa
especifico, preciso, exato e robusto que forneceu resultados de acordo com
parametros preconizados, que foi aplicado para avaliacdo do anticorpo

monoclonal denosumabe e de suas proteinas relacionadas.

- Desenvolveu-se o bioensaio antiproliferativo da osteoclastogénese por cultura
de células RAW 264,7 in vitro que foi adotado para avaliar a atividade biol6gica

do denosumabe, demonstrando os efeitos das amostras degradadas.

— Avaliou-se os resultados fornecidos pelos métodos validados por CL—-EM e CL—
FR e pelo bioensaio por cultura de células in vitro para as amostras

selecionadas, observando-se correlagéo significativa (p < 0,05).

- Recomenda-se a aplicacdo dos métodos fisico-quimicos validados para
avaliacdo de denosumabe, em combinacdo com o bioensaio por cultura de
células in vitro, pois viabiliza a determinacdo de proteinas de alta massa
molecular e de formas relacionadas, e representa contribuicdo importante para

aprimorar a caracterizagédo do produto biofarmacéutico.

—  Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho estabelecem
bases para progressivos trabalhos cientificos de correlagédo fisico-quimica e
bioldgica, contribuindo assim, para aprimorar o controle da qualidade e
avancos na area de produtos biotecnologicos disponiveis e em pesquisa no

Pais.
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ANEXO A - ESTRUTURA PRIMARIA PROPOSTA PARA AS CADEIAS
PESADAS DO DENOSUMABE

(7]

447
Onde:
A = alanina, R = arginina, N = asparagina, D = acido aspartico, E = acido glutamico, C = cisteina, F =
fenilalanina, Q = glutamina, G = glicina, H = histidina, | = isoleucina, L = leucina, K = lisina, M =

metionina, P = prolina, S = serina, Y =tirosina, T = treonina, W = triptofano e V = valina.

Fonte: Adaptacao de DrugBank.
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ANEXO B - ESTRUTURA PRIMARIA PROPOSTA PARA AS CADEIAS LEVES
DO DENOSUMABE

215

Onde:
A = alanina, R = arginina, N = asparagina, D = acido aspartico, E = acido glutamico, C = cisteina, F =

fenilalanina, Q = glutamina, G = glicina, H = histidina, | = isoleucina, L = leucina, K = lisina, M

metionina, P = prolina, S = serina, Y = tirosina, T = treonina, W = triptofano e V = valina.

Fonte: Adaptacao de DrugBank.



