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Secoes mais importantes nos dossier de biolégicos/biossimilares

* 3.2.S.2 Fabricacao

* 3.2.5.2.2 Descricao do processo de fabricacao e controles em
processo

e 3.2.5.2.3 Controle de Matérias-primas

* 3.2.S.2.5 Validacao e/ou Avaliacao do Processo

* 3.2.5.2.6 Desenvolvimento do Processo de Fabricacao
* 3.2.5.3 Caracterizacao

* 3.2.5.3.1 Elucidacao da Estrutura e Outras

 3.2.5.3.2 Impurezas

e 3.2.S.5 Substancias Quimicas de Referéncia
 3.2.A.2 Avaliacao da Seguranca dos Agentes Adventicios

 3.2.R.3.1 Comparabilidade Analitica Biossimilares



Guidelines relevantes

Q5A(R2): VIRAL SAFETY EVALUATION OF BIOTECHNOLOGY PRODUCTS DERIVED FROM
CELL LINES OF HUMAN OR ANIMAL ORIGIN

Q5B: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: ANALYSIS OF THE EXPRESSION
CONSTRUCT IN CELLS USED FOR PRODUCTION OF R-DNA DERIVED PROTEIN
PRODUCTS

Q5C: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: STABILITY TESTING OF
BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS

Q5D: DERIVATION AND CHARACTERISATION OF CELL SUBSTRATES USED FOR
PRODUCTION OF BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS

Q5E: COMPARABILITY OF BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS

Q6B SPECIFICATIONS: TEST PROCEDURES AND ACCEPTANCE CRITERIA FOR
BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS

FDA: GUIDANCE FOR INDUSTRY: DEVELOPMENT OF THERAPEUTIC PROTEIN
BIOSIMILARS: COMPARATIVE ANALYTICAL ASSESSMENT AND OTHER QUALITY-
RELATED CONSIDERATIONS

EMA: REFLECTION PAPER ON A TAILORED CLINICAL APPROACH IN BIOSIMILAR
DEVELOPMENT



Montagem do Plasmideo - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas
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Descrever as etapas da montagem da construcao de
expressao do plasmideo:

* Incluir a fonte e a fungao dos componentes da
construcao de expressao.

* Incluir o mapa e a sequéncia completa e anotada do
plasmideo.

* Qutras proteinas expressas codificadas pelo
plasmideo devem ser indicadas.

* O sequenciamento do DNA da construido deve
determinar a sequéncia nucleotidica da regiao
codificadora do gene de interesse e as regioes
flanqueadoras associadas que sao inseridas no
vetor, inclusive as juncdes de insercao.

Ref: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: ANALYSIS OF THE EXPRESSION CONSTRUCT IN CELLS USED FOR PRODUCTION OF R-DNA DERIVED PROTEIN PRODUCTS Q5B




S Sistema de Expressao - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas

* Indicar a fonte das células (laboratorio ou colecao
de cultura) da qual o substrato celular foi derivado,
e citar referéncias relevantes da literatura
cientifica.

* Descrever a espécie, a cepa e as caracteristicas
genotipicas e fenotipicas conhecidas do organismo
do qual o substrato celular foi derivado.

* O historico de cultivo das células deve ser
documentado: O método originalmente utilizado
para o isolamento das células, os procedimentos
utilizados no cultivo e quaisquer procedimentos
para estabelecer linhagens celulares
(procedimentos fisico, quimico ou bioldgico, ou
adicao de sequéncias de nucleotideos).

e Descricao de qualquer manipulacao ou selecao
geneética.

Ref: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: ANALYSIS OF THE EXPRESSION CONSTRUCT IN CELLS USED FOR PRODUCTION OF R-DNA DERIVED PROTEIN PRODUCTS Q5B



—— JSistemade Expressao-3.2.5.2.5 Controle de Matérias-primas

 Meio de cultura onde a célula foi cultivada:
constituintes do meio de cultura, em particular,
informacoes sobre a exposicao a materiais de
origem humana ou animal.

* Incluir a fonte, o método de preparacao e controle,
os resultados dos testes e a garantia de qualidade.

* Descrever a patogenicidade, a producao de toxinas
e outras informacoes sobre riscos biologicos, se
houver.

* Fornecer todas as informacdes disponiveis sobre a
identificacao, as caracteristicas e os resultados dos
testes das células para agentes endogenos e
adventicios.

 Resultados dos testes realizados com a Célula
ospedeira

Ref: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: ANALYSIS OF THE EXPRESSION CONSTRUCT IN CELLS USED FOR PRODUCTION OF R-DNA DERIVED PROTEIN PRODUCTS Q5B




Banco de células - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas

onstru¢ao do Banco de Células:

Descricao do método de transferéncia da construcao de
expressao para a célula hospedeira.

Métodos utilizados para amplificar a construcao de expressao
e os critérios utilizados para selecionar o clone celular para
producao devem ser descritos em detalhes.

Etapas para o estabelecimento do banco de células

Tipo de sistema de armazenamento utilizado, o tamanho
do(s) banco(s) de células, o recipiente e sistema de
fechamento,

Métodos utilizados para a preparacao do(s) banco(s) de
células, incluindo os crioprotetores e meios utilizados, e as
condicdes empregadas para a criopreservacao e o
armazenamento.

Procedimentos para evitar a contaminacao microbiana e
cruzada.

Descrever seus procedimentos de armazenamento de células.

Ref: QUALITY OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTS: ANALYSIS OF THE EXPRESSION CONSTRUCT IN CELLS USED FOR PRODUCTION OF R-DNA DERIVED PROTEIN PRODUCTS Q5B




Caracterizagao do Banco de Células:

1. Testes de Identidade: Confirmacao da espécie
de origem quanto a presenca de marcadores de

linhagem celular:
* Marcadores fenotipicos e genotipicos relevantes,

* Analise da construcao de expressao quanto ao
numero de cdpias, insercoes ou delecdes e ao
numero de sitios de integracao (mutacoes)

* Analise da sequéncia de nucleotideos do vetor de

expressao do plasmideo recombinante.

REF: ICH Q5D - DERIVATION AND CHARACTERISATION OF CELL SUBSTRATES USED FOR PRODUCTION OF BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS




Banco de células - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas

Caracterizacao do Banco de Células:

2. Testes de Pureza:
* Bactérias e fungos,
* Micoplasma,
* Virus e outros Agentes adventicios
3. Estabilidade do substrato celular, duas maiores preocupacoes:

* A consisténcia da sequéncia codificadora da construcao de expressao deve ser verificada
em células cultivadas até o limite de idade celular in vitro para uso em producao.

 Manutencao da capacidade de producao durante o armazenamento nas condicoes
definidas, incluindo dados da determinacao da viabilidade celular apds o

descongelamento e reconstituicao a fim de demonstrar que as células reativadas
sobreviveram ao processo de preservacao.

REF: ICH Q5D - DERIVATION AND CHARACTERISATION OF CELL SUBSTRATES USED FOR PRODUCTION OF BIOTECHNOLOGICAL/BIOLOGICAL PRODUCTS



3.2.5.2 Fabricacao

Descrever todas as etapas (operacdes unitarias) e intermediarios, incluindo informacdes relevantes para

cada estagio: Niveis de duplicacao de populacao, Concentracao de células, Tempos de cultivo, Tempos de
espera, Temperatura, Oxigénio dissolvido, Processo de hidrdlise, enzimas utilizadas, tempos, etc

Identificar e justificar as etapas e intermediarios criticos
Principais equipamentos e materiais

Para materiais como membranas e resinas cromatograficas, informacdes sobre condi¢cdes de uso e
reutilizacao também devem ser fornecidas.

Informacdes sobre os procedimentos utilizados para transferir material entre etapas, equipamentos, areas
e instalacdes, conforme apropriado, e condi¢des de transporte e armazenamento

Controles de processo (incluindo testes em processo e parametros operacionais) e critérios de aceitacao.
Os procedimentos de remocao e/ou eliminacao viral devem ser detalhados!

Os estudos de avaliacao e caracterizacao da eliminacao viral sao criticos para garantir a
seguranca do produto.

Validacao do processo deve demonstrar de maneira inequivoca a eliminacao dos contaminantes
e agentes adventicios



3.2.5.3.1Elucidacao da Estrutura

shutterstock.com + 155212931

/Fornecer detalhes da estrutura primaria,

secundaria e de ordem superior.

* Demonstrar o perfil de modificacdes pos-
traducionais.

* Atividade biologica
* Pureza

* Propriedades imunoquimicas, quando
relevante.

Qeréncia Diretrizes ICH: Q6B

~

b




3.2.5.5.2 Impurezas

Deve ser avaliado as impurezas ligada ao processo ao produto:
e HCP: Host Cell Protein

* DNA hospedeiro

* Variantes de carga

 Variantes de tamanho (Agregados)

* Matérias primas

* Extraiveis e lixiviaveis

* Todas as possiveis impurezas devem ser abordadas e, caso nao sejam controladas no
produto final, isso deve ser justificado!

Referéncia Diretrizes ICH: Q3A, Q3C, Q5C e Q6B



3.2.A.1Instalacoes e Equipamentos

Diagrama ilustrando o fluxo de fabricacao, incluindo a movimentacao de matérias-
primas, pessoal, residuos e intermediarios, dentro e fora das areas de fabricacao.

Descricao resumida dos equipamentos que entram em contato direto com o produto
e seu uso (dedicado ou multiuso).

Informacao sobre procedimentos:

. Limpeza

. Programacao de producao

. Caracteristicas de projeto da instalacao como classificacoes de area para evitar
contaminacao ou contaminacao cruzada de areas e equipamentos.



3.2.S.5 Substancias Quimicas de Referéncia

* Devem ser fornecidas informacoes sobre os padrdes de referéncia ou materiais
de referéncia utilizados para testar o IFA.

 Para medicamento bioldgicos geralmente nao existem padroes de referéncia
disponiveis e o proprio fabricante caracteriza o padrao. Para isso devem ser
utilizadas o estado da arte de métodos analiticos. O mesmo padriao analitico do
IFA € utilizado do DP

* Qualificacao dos padrdes de referéncia propostos: fonte, caracterizacao,
certificado de analise, dados de comparabilidade.



3.2.A.2 Avaliacao da Sequranca dos Agentes Adventicios

Fornecer informacao de avaliacao de risco em relacao a potencial contaminacdo com
agentes adventicios. Deve ser apresentado um resumo de todos os cuidados com a
seguranca dos agentes adventicios apresentados nas outras secoes, referenciando-os
sempre que necessario.

e Para agentes adventicios ndo-virais: fornecer informacdes sobre a prevengao e controle de
agentes adventicios ndo-virais (por exemplo, agentes de encefalopatia espongiforme
transmissivel, bactérias, micoplasma, fungos). Esta informacao pode incluir, certificacao e/ou
teste de matérias-primas e excipientes e controle do processo de producao apropriados ao
material, processo e agente.

* Para agentes adventicios virais: Informacoes dos estudos de avaliacao de seguranca viral para
demonstrar que os materiais da producao sao seguros e que as abordagens utilizadas para
testar, avaliar e eliminar os riscos potenciais durante a fabricacdo sao adequados.

* Paralinhagens e bancos de células fornecer informacoes sobre selecao, teste e avaliacao de
seguranca para potencial contaminacao viral das células e qualificacao de bancos de células.



3.2.A.2 Avaliacao da Sequranca dos Agentes Adventicios

* Testes em estagios apropriados de producao: A selecao de testes virologicos que sao
conduzidos durante a fabricacao (substrato celular, bulk ndo processado ou testes
posteriores de eliminacgao viral) deve ser justificada.

* Teste viral de bulk nao processado: incluir resultados para o teste viral de bulk nao
processado de acordo com Q5A e Q6B, .

 Estudos de eliminacao viral: fornecer racional e o plano de acao para avaliacao da
eliminacao viral, os resultados e avaliacao dos estudos de eliminacéao viral. Os dados
podem incluir aqueles que demonstram a validade do modelo reduzido em
comparacao com o processo de escala comercial; a adequacao dos procedimentos
de inativacdo ou remocao viral de equipamentos e materiais; e etapas de fabricacao
que sao capazes de remover ou inativar virus.

Referéncia: ICH: Q5A, Q5D e Q6B



3.2.R.5 Comparabilidade Analitica

ﬂonjunto de estudos comparativos \

entre o biossimilar e o produto

biolégico comparador contendo
informacodes suficientes para predizer
se as diferencas detectadas nos
atributos de qualidade entre os
produtos resultam em impactos
adversos na eficacia e seguranca do
biossimilar.

\_ v




3.2.R.3.1 Comparabilidade Analitica Biossimilares

Table 5 Orthogonal Methods Used in the Assessment of Quality Attributes

Attributes

Analytical Method

Objective

Primary

Reduced peptide mapping
with TV and MS detection,

Primary structure is one of the foremost
unequivocal identity to the molecule. Four

1. Peptide mapping indicates a speg
employed for product identity durig

linkage analysis by LC-
MS/MS, 3D conformation
by Nuoclear Magnetic
Resonance

information. NMR is an advanced technique that studies the three-dimensional structure, critical for
the specificity of the active sites

Strucur Amino acid sequence by . Intact mass and polydispersity anall : :
VS LCMSMS, Amino acid . Amino acid sequence identificatios Size variats suel e T Method Objective
composition by hydrolysis sequence order in the protein which is known f — — ) .
4 Amino acid composition analysis . nts by SEHPLC. | ©0 arize dueton activity, hence may have a potential impact on efficacy, therefore this should be characterized by
Varions amino acids Product Ii]i:l‘@zfm Lh Ultra; of interactions af RP-HPLC and LC-MS
Analytic - . » . ) ) .
F UV Circul L Related T o | some of the . .. | Deamidation at Q108 position has been observed in pegfilgrastim, this form is shown to have an
Secondary | Dichroism, Fourer | SSC0R0ay structure prediction tools evalyl y i | Centrifugation  (AUC). | 0 ooy Deamidated species (i | oo op 270, B e e paeag e reported that deamidation at Asn/Gla of
. i ) disordered regions present in the polypept SEC-MATLS . st-peak by RP-HPLC), |, . I . . ' ) . ) i
Structure transform infrared lisht and Infrared waves have been emplo ofl dation by LCMS biopharmaceuticals may indnce possible changes in protemn structure, function, stability and
spectroscopy £ Y o technol: y L immunogenicity, therefore characterized by RP-HPLC and LC-MS
Near UV Circular ) . . ) : : .
Tettiors Dichroism Intrinsic | Tertiary structure tools evaluate the surface ) duct Protein co?mt by | The protein content is directly proportional to efficacy and 15 deternuned by UV absorbance at 280
Structure fluorescence spectroscopy, | interactions. Three orthogonal techniques S attributes absorbance at 280 nm m
Second Derivative UV | derivation of absorptt tra (200 to 400 :
S;:ctmmpima v vation of absorpticn spectta (200 to variants by CEX z Extinction coefficient | Determination of accurate molar extinction co-efficient of the protein in its specific buffered
. - —— - C iditional variant determination envircnment is critical, as this constant is vsed in protein content estimation.
Higher Melting  tramsition by | Structural features that result in complex i the get ¢l - : : : -
Order Differential Scanning | residue specific manner qualitatively by L 'cm CEL‘{S HPLDE: ¢ _ . Particulate matter across several sizes are examined by MFI technique. Presence of particulates (sub-
Stracture Calorimetry, Disulphide | indirect pointer to structural similarity at <A P.a.t.tlculate . matter/Sub- 1.‘151‘[:1&. protein aggregates to forﬁ;!]l lpmticulatesj has begu described n ].?teratme. to have the
; visible particles tential to canse adverse reactions which can range from nunor hypersensitivity reactions to severe
The key analytica P pa £ VP ]
differences in by adverse events
gﬁﬁm variants BY | pp ypr € et M-NFS-60 is cell line of nmrine origin derived from a myelogenous leukemia Binding of G-CSF
b deamidated, redw Cell oroliferative  assav to its receptor leads to cellular proliferation, which 15 measured as luminescence readout. Hence,
process (dipegyla Potency i \.pi NFS.60 cell ]j.uef this assay is direct indicative of mechanism of action of PEG-G-CSF, as pegfilgrastim binds to G-
— Hig S CSF receptor, stinmlating the proliferation, differentiation and activation of nentrophils and provides
) . The mtegrity of tk appropriate reflection of results anticipated in the clinical settings.
Il:e:ter md'h;h F:]:t[. MS 1 fore, to Smf The G-CSF receptor-binding assay wtilizes surface plasmon resonance (SPR) to quantitate the
ogenedy oy L~ sequenre: mm ] ) . i kinetics of binding between PEG-G-CSF and the GCSF receptor. This assay enables monitoring the
evaluated by estir| Receptor | Jn-vitro binding assay by . = . i . /. =
* Bindins SPR = 7 7| association and dissociation of biomelecular comyplexes in real time, allowing the measurement of
Oxidized species (in Pre- | Pegfilgrastim has = ’ binding kinetics, affinity, and binding specificity. Therefore, it can be considered as directly linked
peak by RP-HPLC). | MI22, M127. M to the major mechanism of action of the dmg and therefore reflective of clinical settings.
Omidation by LC-MS samples prepared at Lupin. Liferature reports suggest that oxidation at Met122 and Met127 inhibits




5.2.R.3 Comparabilidade Analitica

O Relatdrio deve ser estruturado para demonstrar que o candidato a
biossimilar possui atributos de qualidade altamente semelhantes ao
medicamento comparador.

* Descrever a estratégia adota para demonstrar a comparabilidade :

|ldentificar e justificar quais sao os atributos criticos da qualidade

Justificar as variagcoes aceitaveis em cada parametro analisado (Tier Classification)
baseado nos grupos funcionais, relacao estrutura-funcao e analise de risco.

Os critérios de aceitacao devem ser baseados nos resultados da analise do proprio
patrocinador do produto comparador para um atributo de qualidade especifico.

Listar os lotes usados para avaliagcao de similaridade analitica comparativa
Justificar o numero de lotes analisados do comparador
Plano de Teste Estudos Analiticos Comparativos

* Aconselhavel incluir tabelas com o Resumo da Avaliacao Analitica
Comparativa (estrutura, pureza e propriedades gerais)



e 3.2.R.3 Comparabilidade Analitica

 Resultados:

* Aconselhavel incluir tabelas com o Resumo da Avaliacao Analitica Comparativa
(estrutura, pureza e propriedades gerais)

* Analises apropriadas dos dados analiticos comparativos sao necessarias para
fundamentar a demonstracao de que o produto proposto € altamente similar ao
produto de referéncia, apesar de pequenas diferencas nos componentes
clinicamente inativos.

* Apresentar e analisar os resultados justificando cientificamente o baixo impacto
de diferencas encontradas.

e Conclusao

Observacao: Os dados brutos e validacoes/qualificacao dos métodos analiticos
geralmente sao apresentados como anexo



Desenvolvimento Biolégicos
Inovadores

Estudos de
comparabilidade
para demonstrar a
alta similaridade em
termos de estrutura,
atividade bioldgica,
perfil de eficacia,
segurancae
imunogenicidade.

Caracterizacao fisico-quimica, estruturale
biolégica da molécula inovadora. Definigao das

especificacoes o o ]
Estudos nao-clinicos in vitro e in vivo incluindo

estudos toxicidade, seguranca farmacolégica e

imunogenicidade
Estudo clinico de Fase | para avaliacao de

seguranca
e dose.
Estudos clinicos de Fase ll (verificacao de eficacia
e eventos adversos) e de Fase lll (verificacao de
eficacia

e monitoramento de eventos adversos)

Desenvolvimento Biossimilares

Extensiva caracterizacao e comparabilidade
fisico-quimica, estrutural e biolégica

Estudos nao clinicos incluindo estudos em
animais e avaliacao de toxicidade

Estudo(s) clinico(s) incluindo ao menos 1 estudo de
imunogenicidade e farmacocinética (PK) e
farmacodinamica, se relevante

Estudo(s) clinicos para averiguacao da existéncia de
qualquer diferencga clinica significamente relevante na
seguranca e eficacia ente biossimilar e inovador

Fonte: BIOSSIMILARES E INTERCAMBIALIDADE: CONSTRUINDO UM FUTURO BASEADO EM EVIDENCIAS - Grupo FarmaBrasil 2018



Qual € a maior preocupacao da ANVISA na parte de
CMC?

SEGURANCA!



BIOSSIMILARES: DA
BANCADA A0 MERCADO

Obrigado!

'

REALIZACAO: i n @ v a e

SERVIGCOS EM SAUDE

/\ abiquifi




	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4: Seções mais importantes nos dossier de biológicos/biossimilares 
	Slide 5: Guidelines relevantes 
	Slide 6: Montagem do Plasmídeo - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas
	Slide 7: Sistema de Expressão - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas
	Slide 8: Sistema de Expressão - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas
	Slide 9: Banco de células - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas
	Slide 10: Banco de células - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas
	Slide 11: Banco de células - 3.2.S.2.3 Controle de Matérias-primas
	Slide 12: 3.2.S.2 Fabricação
	Slide 13: 3.2.S.3.1 Elucidação da Estrutura
	Slide 14: 3.2.S.3.2 Impurezas
	Slide 15:  3.2.A.1 Instalações e Equipamentos 
	Slide 16: 3.2.S.5 Substâncias Químicas de Referência 
	Slide 17:  3.2.A.2 Avaliação da Segurança dos Agentes Adventícios  
	Slide 18:  3.2.A.2 Avaliação da Segurança dos Agentes Adventícios  
	Slide 19: 3.2.R.3 Comparabilidade Analítica
	Slide 20
	Slide 21: 3.2.R.3 Comparabilidade Analítica
	Slide 22: 3.2.R.3 Comparabilidade Analítica
	Slide 23
	Slide 24: Qual é a maior preocupação da ANVISA na parte de CMC?
	Slide 25

