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Biologicos: a mesma proteina com muitas variagoes

Modificagdes pos-traducionais geram milhdes de
versoes ligeiramente diferentes da mesma proteina
por dose ou por lote.

Tanto os produtos de referéncia como os biossimilares

contém estas variacoes.
One of a One of a

variety of variety of
i . ) molecular molecular
do tempo, uma mistura consistente de variantes variants variants

dentro de uma faixa definida.

Os produtos de referéncia procuram manter, ao longo

Os biossimilares procuram corresponder aos padroes
e a distribuicao de variantes do produto de referéncia.




As diferencas analiticas e funcionais no biossimilar
nao podem ser justificadas por um estudo clinico

 Em teoria, avaliar diferencas analiticas num estudo clinico é exequivel. Porém, no contexto do
desenvolvimento de biossimilares, defendemos o contrario porque:

— Os estudos clinicos sao muito menos sensiveis do que os estudos analiticos para detetar
diferencas.

— Os Estudos Comparativos de Eficacia (CES) nao sao sensiveis para pequenas diferencas entre
biossimilares propostos e RPs; assim, tendem a ser pouco informativos para as pequenas
diferencas tipicamente observadas nas comparagoes analiticas.

— Limitacao pratica: as diferencas nao justificadas costumam ser confirmadas tardiamente no
desenvolvimento, tornando um CES inviavel.

* Portanto, diferencas relevantes e nao justificadas em atributos de qualidade nao podem ser
resolvidas por estudos clinicos e requerem otimizacao continua do processo de fabrico.

A experiéncia da EMA e da FDA em submissdes de biossimilares indicam que este também é um
principio estabelecido nas Autoridades de Saude.

Fonte:|IPRP (2024), Scientific Workshop Summary Report.



O desenvolvimento de biossimilares invoca aspetos tanto dos
medicamentos originais como dos geneéricos

Biosimilar/
Interchangeable Biologic

Already therapeutic options, but may be lack of access Unmet need:
through affordability challenges Lack of therapeutic options
. Often novel mechanism of
Established MOA action (MOA)
Routine analytics Exceptional Analytics

Small Molecule Generic Novel Molecular Entity

Limited confirmatory clinicals Tailored clinical studies Broad clinical development
(BE) to confirm biosimilarity program

Demonstration of de novo
efficacy & safety

Relies on prior finding of safety and efficacy of reference

Clinical expertise unnecessary Expertise in therapeutic area fundamental

Quality Manufacturing Essential (cGMP)

Quanto melhor caracterizarmos a estrutura do candidato a
biossimilar e interpretarmos os resultados dos ensaios funcionais
in vitro, menor sera a incerteza residual.

McCamish, M., Pakulski, J., Séttler, C. and Woollett, G. (2015), Toward interchangeable biologics. Clinicalj‘Pharmacology &:

Therapeutics. doi: 10.1002/cpt.39, available at:: http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/cpt.39/full

Ensaios analiticos avancados atuais permitem uma avaliacdo detalhada dos
candidatos a biossimilares face ao produto de referéncia, frequentemente
com abordagens ortogonais:

— Analises estruturais
— Analises funcionais in vitro

Compreensdo em evolucdo das diferencas (p.ex., padrao especifico de
glicosilacdo, diferencas de carga, propor¢cao de uma variante) e das suas
consequéncias funcionais.

Entre farmacos especificos, o grau de entendimento sobre como as
diferencas estruturais e as diferengas funcionais in vitro correlacionadas se
relacionam com o(s) mecanismo(s) de acdo e, em ultima analise, com a
eficacia e a seguranca, é variavel:
— Complexidade da molécula (p.ex., proteinas pequenas como insulina,
anticorpos monoclonais, proteinas altamente complexas).

— Clareza sobre todos os mecanismos de acao e os correlatos
estruturais: que diferencas podem alterar o(s) MoA e quais ndo o
farao?

— Confiabilidade com gue os ensaios funcionais in vitro detetam
t diferencas relevantes no(s) MoA(s) e predizem a eficacia.



Biossimilares: A mudanca de paradigma
do paciente para o medicamento

Esqueca a
demonstracao do
beneficio para o
paciente

Pense no medicamento
(PK,PD, Imunogenicidade)

Esquecer os
objetivos
relacionados com os
resultados do
tratamento

Demonstrar
semelhanca
clinica = —



A comparabilidade analitica com medicamento de
referéncia é a base para avaliar candidatos a biossimilares

* PKclinica
— Demonstra distribuicao do farmaco equivalente.

— Confirma que os atributos de qualidade relevantes para PK estao
devidamente controlados e, quando aplicavel, que outras diferencas
relacionadas com o produto ndao tém impacto na PK.

— Fornece dados adicionais para garantir seguranca e imunogenicidade
comparaveis.

. * Analise funcional
Analytical FunCtlonal — Confirma a similaridade em todas as fungdes relevantes.

i 1 — Assegura qgue a molécula sera igualmente segura e eficaz em todos os
s ana|y8|s contgxtosqclinicos. g :
* Analise fisico-quimica
— Confirma a similaridade e o controlo adequado de todos os atributos
fisico-quimicos relevantes (p. ex., estrutura, subprodutos, impurezas,
dobragem).
— Constitui a base para eficacia e seguranca comparaveis, incluindo
~ imunogenicidade. : ' '

Physicochemical
analysis




OS BIOSSIMILARES SAO DESENVOLVIDOS COM BASE EM

INFORMACOES DE TESTES DO PRODUTO DE REFERENCIA

Reference

product

Characterise |dentify

reference Critical Quality

product Attributes
(CQASs) of
reference
product

CQAs are features important to the identity, purity, biological activity,

or stability of a drug.3+ CQAs should be within an expected range,

Develop

unique cell

line and

process

Characterise

biosimilar
O candidate
manufacturing

Biosimilar
candidate

Evaluate
similarity and
match CQAs
to reference
product

as they may impact clinical activity!24
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1. Kozlowski S. Oral presentation at Biotechnology Technology Summit, 2014; é FDA. Quality considerations in demonstrating biosimilarity of a therapeutic protein product to a reference product. Guidance for industry, 2015; 8. ICH Harmonised Tripartite Guideline, Development and

manufacture of drug substances (chemical entities and biotechnological/biological entities) Q11, 2012; 4. EMA. Guideline on similar biological medicinal products containing biotechnology-derived proteins'as active substance: quality issues (revision 1), 2014.




Existe efetivamente apenas um Unico comparador
aprovado globalmente para cada medicamento

mNo of changes with high risk
mNo of changes with moderate risk

mNo of changes with low risk

&

Authorized manufacturing changes for therapeutic monoclonal antibodies (mAbs) in European Public Assessment/Report (EPAR) documents.
Vezér B, Buzas Z, Sebeszta M, Zrubka Z. Curr Med Res Opin. 2016 May;32(5):829-34.



Um renascimento na analise de novos e velhos
medicamentos bioldgicos esta estimulando novas e
velhas discussoes

“We see @ lot of variants in lot-to-lot manufacturing of existing biologics
and also a lot of variance in the products over time where there's drift in the sort of
formulation of the biologics... And those don't seem to have clinical consequence. But they

could have clinical consequence”

“We're going to be putting out a set of policies to compel the branded drug

makers who have biologics on the market to tighten up their manufacturing, to
have less variance of their biologics that are currently on the market”
- CNBC Interview 20182
Scott Gottlieb (Former FDA Commissioner)

Advanced Science Employed in Biosimilar Development Contributes for

Better Understanding of Reference Product and Improvement of
Regulatory Science

1. ISPE Blopharmaceutlcal manufacturlng conference, Dec 4-6, 2017 2 https://www.cnbc. com/2018/03/28/cnbc exclusive- cnbcs meg-tirrell-interviews-fda- comm|35|oner -scott- gottlleb~from -cnbcs-
healthy- returns conference-today.html



Alteracao no perfil de qualidade do
trastuzumab original

Os atributos de qualidade foram continuamente monitorizados ao longo de 5 anos através

de analises de dezenas de lotes de produtos bioldgicos originais comercializados na UE ou
nos EUA

Foram observadas alteracdes na glicosilacao, na ligacao aos recetores Fc e na atividade do
ADCC em lotes fabricados durante um periodo de tempo selecionado

Drift in Glycosylation, Fc Receptor binding, and ADCC of Herceptin® batches

%Afucose + %High Mannose Relative FcyRilla Binding Activity Relative ADCC Activity
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1. Kim S, et al. Mabs 2017;9(4):704—714.



Variacdes no medicamento original durante o
desenvolvimento do biossimilar

Testar diligentemente o produto de referéncia

Additional batches Sampling differences . decreased sampling (nx,=17)

manufacturing change, long-term Different weight on different times = full data set equivalent
common cause varibility * for very large ng (>>100), the

dataset will always be not

e - shifti .
- shift in mean Shiftin mean equivalent (|ux-Ug| > 1.5 Og)

Biosimilar well in range

more weight on
of reference product J

late batches
equivalent

Nk, = 16 Nr, = 30




O nome nao altera o medicamento
PRINCIPIOS CIENTIFICOS E REGULAMENTARES SAO ESTABELECIDOS PARA TODOS OS MEDICAMENTOS BIOLOGICOS

olsimilar

Real
problema

Demonstration of Comparability of Human Biological Producfcs, Including Therapeutic Biotechnology-derived Products April 1996 here


https://www.fda.gov/Drugs/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/Guidances/ucm122879.htm

A semelhanca na estrutura e funcao do candidato biossimilar é
estabelecida através de um processo iterativo

O fabricante avalia os dados
analiticos e determina se deve

g prosseguir com o
5 397 Clinical d Vi t l
o B P S esenvolvimentio ou reallizar
5E 347 uma otimizacao pré-clinica
28 o9 . adicional1,3
=
u>j ‘E 24 - Defined Nonclinical Studies
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% "~ quality range
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| 1 FDA. SC|ent|f|c conS|derat|ons in demonstrating biosimilarity to a reference product. Guidance for industry, 2015; ! ( i

. 2. FDA. Quallty considerations in demonstrating biosimilarity of a therapeutic protein product to a reference product. Guidance for industry, 2015;

~.3. EMA. Gwdelme on similar biological med|cmal products containing blotechnology -derived protelns as active substance quallty issues (revision 1), 2014 *Each data point represents test results from a unique lot




Avaliacao analitica comparativa

Avaliacao comparativa de multiplos atributos fisico-quimicos e
bioldgicos.

Os ensaios devem ser adequados ao objetivo — capazes de detetar Additional Clinical Studies
diferencas, se existirem.

- Clinical Pharmacology

Analisar multiplos lotes do produto de referéncia e do biossimilar Animal Studies

proposto para cada atributo:

* Seqguéncia primaria de aminoacidos.

» Atividade bioldgica — avaliacao de atributos que afetam o(s)
mecanismo(s) de acao conhecido(s).

* ModificacOes pds-traducionais (p. ex., glicosilacao, fosforilacao, etc.).

* Dobragem/estrutura de ordem superior da proteina.

* Heterogeneidade (carga, tamanho, agregados, etc.).

» Estabilidade térmica e temporal.

. Impurezas. |

Analytical (the foundation)




Consisténcia na regulamentacao da comparabilidade

A comparabilidade analitica € um conceito aplicado com sucesso:
— Regulamentacao de alteracdes no processo de fabrico
— Regulamentacao de medicamentos biossimilares

* Osrequisitos regulamentares para comparabilidade analitica devem
manter-se consistentes em ambas as aplicacoes:
— Aplicam-se os mesmos principios cientificos
— Assegurar regulamentacao coerente para todos os medicamentos biologicos

— Seguir o principio geral de consisténcia regulatoria em todas as areas da regulacao
do medicamento, promovendo bioldgicos seguros e eficazes de forma consistente

— Garantir condicdes equitativas de concorréncia entre empresas de biossimilares e
de originador



Varios resultados de um exercicio de comparabilidade
(de acordo com o ICH Q5E)

highly similar
some differences highly similar
observed some differences + adverse impact
no adverse impact observed on safety or
* highly similar is expected® adverse impact efficacy
« considered considered cannot be * not highly
comparable comparable excluded similar

comparable

Biosimilar / additional (non-)clinical studies
Originator

X-sigma (30gz)
Quality Range
*ICH Q5E: [...] it can be justified that no adverse impact on safety

in/ ) L ,
M{n, Max or efficacy profiles is expected, based on the manufacturer's
Quality Range accumulated experience, relevant information, and data.

** for a difference in the means




Implicacdes para a avaliacao comparativa dos
atributos de qualidade

What is the relevant parameter for
comparison?

\ * mean?
}\\ mean « individual (market-sourced/historical)

\

r batches? min/max
‘/  width of the underlying population?
/ k * stdev

The patient receives individual batches
not the mean
Products are only different
» If a batch can be distinguished from
the reference population
Reference* Test* » if batches are outside the reference
population




Totalidade dos testes analiticos e biologicos
fornece uma compreensao completa

Estrutura
primaria

7

?

/u
/

Dados combinados de
~40 métodos
diferentes fornecem
informac0des sobre
multiplos atributos
Modificagbes (ortogonalidade)

pos-traducionais °* Cada atributo é
avaliado mais de uma

vez (redundancia)

%
/

Atividade
biolégica




As estruturas terciarias dos produtos biologicos podem diferir,
mas 0S principais grupos funcionais permanecem 0S Mesmaos

Atributos de gualidade ndo-
criticos da molécula podem ter
algumas :'iiferpnr;aa na
composicdo e conformacéo

Atributos criticos de qualidade:
Partes biclogicamente ativas da
molécula t8m a mesma

composicao e conformacao

AlteragOes nao operatdrias podem ocorrer em todos os produtos bioldgicos, hdao
apenas biossimilares, com'base nas condi¢des de fabrica¢do)

Adapted from Webster CJ of BioApprovals. Docket ID: FDA- 2018-N-2689. Facilitating Competition and Innovation|i in the
Biological Products Marketplace; Public Hearing; Request for'Comments



Importancia dos Atributos Criticos de Qualidade

Importancia dos Atributos Criticos de Qualidade

Variaveis de qualidade, eficacia e seguranga que requerem atenc¢ao

e cuidadosa
Imunogenicidade

Seguranca/Toxicidade

Imunogenicidade

Agregados Impurezas Pureza de anticorpos Glicosilacao

de anticorpos
Modificacao de anticorpos

Segurancgal/toxicidade

Farmacocinética iCACI
Farmacocinética Eficacia
Glicosilacao de anticorpos
Mecanismos de Acdo em todas as

Indicacoes

Estrutura de anticorpos
Glicosilacao de anticorpos

Eficacia

1. Gongalves J, et al.|Clin Exp Rheumatol. 2016;34(4):698-705.
2. Rathore AS. Trends Biotechnol. 2009;27(9):546-53



Relacdo entre a fucose/manose alta e ADCC

S5B2 case

[eAfucose] ve ADCEC ADCC Activity

D-mannose
D-galactose

L-fucose
H N-acetyl-D-glucosamine

S 5 ® N-acetylneuraminic acid
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glycation

c-term Lys

SB5 case
Glycan Changes Potential Biological Effect
[*aAfucose + HM] vs ADCC ADCE Activity

Differential glycosylation Affects CDC and ADCC
Fucose deficiency Enhanced ADCC
Degalactosylation Decreased CDC

Increase in mannose Increase in clearance
Hypergalactosylation, afucosylation Enhanced ADCC
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Clinically Relevant Functional Assays

Binding to Her-2 Receptor
o
@ [HER-Z BINDING ASSAY]
. Immune
Inhibition of / \ Effector
Cell

Tumor Cell
Proliferation

Tumor Cell Lysis

. DOWNSTREAM EFFECTS .

INHIBITION OF ANTIBODY DEPENDENT
PROLIFERATION CELLULAR CYTOTOXICITY
ASSAY (ADCC) ASSAY

Equivalent Inhibition of Cell Proliferation

STATISTICAL ANALYSIS RESULTS
US Herceptin Mean + 3SD

MYL-14010 vs. US-Herceptin
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EU-Herceptin vs. US-Herceptin
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STATISTICAL ANALYSIS RESULTS

MYL-14010 vs. US-Herceptin
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Relative ADCC Activity
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Reflection paper on a tailored clinical approach in
biosimilar development
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the EUSurvey Support.

Reflection Paper, Biosimilar, Comparative Efficacy Study, Tailored clinical
approach

Atualmente, o exercicio de comparabilidade exigido
inclui dados de qualidade (exercicio de
comparabilidade analitica), dados nao clinicos in vitro
e in vivo e estudos comparativos farmacocinéticos,
farmacodinamicos, de seguranca e eficacia.

No entanto, tendo em conta os avanc¢os das ciéncias
analiticas e a vasta experiéncia regulamentar
adquirida, os dados nao clinicos in vivo e, pelo menos,
para alguns produtos bioldgicos menos complexos
com um mecanismo de acao simples, a importancia de
dados especificos de eficacia e seguranca clinicas deve
ser reavaliada.

Atualmente, a necessidade de Estudos Comparativos
de Eficacia (CES) é cada vez mais questionada em
geral.



Maximizar a clareza cientifica e regulamentar no
desenvolvimento de biossimilares

* Aumentar a clareza sobre diferencgas aceitaveis — Adicionar orientacao
mais clara sobre como interpretar a magnitude das diferencas nas
avaliagcOes estruturais e funcionais.

* Harmonizar a abordagem estatistica — Preparar orientagdes com
recomendag¢des mais definidas para a avaliagao de similaridade (p.ex.,
abordagem populagao-a-populagao).

* Reforgar o papel dos perfis de impurezas e estabilidade — Enfatizar
perfis de impurezas (do produto e do processo) e dados de estabilidade
como componentes criticos da totalidade da evidéncia, que podem
impactar a seguranca e a eficacia ao longo do tempo, permitindo a
dispensa de CES quando apropriado.

* Robustecer expectativas/limitacoes de SAR e ensaios funcionais —
Clarificar expectativas quanto as relag¢des estrutura-atividade (SAR) e a
validacdo/qualificacdo e representatividade dos ensaios funcionais para
cada mecanismo de agao in vivo num modelo fisiopatoldgico relevante.




O protocolo de avaliacao de similaridade é
um documento vivo

* O protocolo/plano de avaliacdo de similaridade é um plano prospetivo de como executar o exercicio
de comparabilidade analitica.

— Inclui: plano de amostragem, hierarquizacao por risco dos atributos de qualidade, critérios de avaliacao (p.ex.,
intervalos de similaridade), etc.

« A medida que o conhecimento do produto aumenta durante o desenvolvimento, o protocolo pode
ser ajustado:
— AlteragOes na hierarquizacao do risco e nos critérios de avaliacao.
— O protocolo de avaliacao de similaridade é, portanto, um documento vivo.

* Arecomendacao atual do Reflection Paper para incluir “um plano suficientemente detalhado para a
gestao e consequéncias de potenciais diferencas (p.ex., lotes do biossimilar gue ndo cumpram os
critérios de similaridade)”.

— No (Iergltadnto é impossivel pré-especificar as consequéncias de diferengas para dezenas de atributos de
qualidade.

— As consequéncias dependem da magnitude da diferenca e da capacidade de gerar conhecimento adicional do
produto (p.ex., estudos de relacao estrutura—funcado), o que nao é previsivel nas fases iniciais de

desenvolvimento.
I I : |

Fonte: EMA, Reflection Paper sobre abordagem clinica adaptada no desenvolvimento de biossimilares (2025).



Aumentar a clareza sobre diferencgas aceitaveis

E Como determinar as dlferengas mMaximas aceltaveis entre um
a : biossimilar proposto e o seu medicamento de referéncia (RMP)?
£
£
§ . Goetze et al. (Glycobiology, 2011;21(7):949-959) e Alessandri et al. (mAbs,
- s 2™ = 3 - .3 r 1 2012;4(4):509-520) mostraram que mAbs com glicanos de manose alta (HM)
rp— R T sdo depurados cerca do dobro mais rapidamente do que mAbs sem HM.
. Existe uma relacdo clara e linear entre a %HM e a depuracao.
. Nota: o programa piloto de ciéncia regulamentar BsUFA Il da FDA

(atualizacdo de 22/01/2025) e Welch et al. (Clin Pharmacol Ther.
2023;113(5):1003-1010) indicam que diferencas até 5% no teor de HM do
adalimumab ndo se traduzem em diferencas de farmacocinética.

. De forma semelhante, Chung et al. (mAbs, 2012;4(3):326—340)
demonstraram relagao clara e linear entre o nivel de espécies afucosiladas e
(i) a ligacdo a FcyRllla e (ii) a atividade ADCC.

Oportunidades-chave:

* Harmonizar a definicdo de diferengcas maximas aceitaveis de atributos criticos de qualidade (limiar) entre um biossimilar e o

seu RMP entre as vdrias agéncias reguladoras, incluindo exemplos em anexo (orientacdes/Q&As ou Reflection Paper atuat).
 * Reforgar a caracterizagdo das relagbes entre os CQAs do produto e o desempenho clinico (ver/iniciativas de ciéncia
'regulamentar do BsUFA Il1). | |

Fontes: Goetze 2011; Alessandri 2012; Welch 2023; Chung 2012; FDA BsUFA Ill (atualizagdo 01/22/2025).



Harmonizar a abordagem estatistica

E recomendavel uma abordagem estatistica harmonizada para avaliar o nivel de similaridade.

. Orientagdo da FDA para a Industria — Development of Therapeutic
Protein Biosimilars: Comparative Analytical Assessment and Other
Quality-Related Considerations (set. 2025)

. Incluir pelo menos 10 lotes do produto de referéncia (RP) e 6—10
lotes independentes do biossimilar proposto.

U Plano de andlise de dados baseado em:

— e um plano analitico comparativo hierarquizado por risco,
gue considera o impacto potencial de cada atributo de
qualidade (QA) no desempenho clinico e o seu grau de
incerteza;

— e ytilizacdo de uma abordagem de intervalo de qualidade
(Quality Range, QR) para avaliar CQAs quantitativos de risco
alto e moderado, e comparacgdes de dados brutos/graficas
para atributos de baixo risco. O QR é definido pela média do
RP + kxDP, com um critério de proporgdo de lotes do
biossimilar dentro do intervalo (p.ex., k=3 geralmente
aceitavel e <3 para CQAs de alto risco).

. Os testes de equivaléncia sdo uma alternativa (cada vez menos
recomendada; Zahel T., AAPS J. 2022;24:112).

Referéncias: FDA (2025); EMA (2014, 2021, 2025); Zahel 2022; Mielke 20109.

Reflection Paper da EMA sobre uma abordagem clinica adaptada no
desenvolvimento de biossimilares (2025)

Pode incluir 15-30 lotes do RMP, dependendo da independéncia entre lotes,
da criticidade/variabilidade dos QAs, do procedimento analitico e da
abordagem usada para avaliar similaridade, além de um numero suficiente de
lotes do biossimilar.

Referéncia a guideline da EMA sobre medicamentos biolégicos semelhantes
(2014) e ao reflection paper sobre metodologia estatistica para a avaliagao
comparativa de atributos de qualidade (2021).

Recomenda um plano de analise de dados melhorado baseado em:

— e abordagem estatistica de “populacdo dentro da populacdo”: definir
uma por¢ado da populacdo do RMP (regido-alvo do RMP) e uma porgao
minima da populagao do biossimilar que deve ficar dentro dessa
regido-alvo.

Nota: abordagem atual — intervalos quantitativos baseados na andlise de
RMPs, com todos os QAs relevantes dentro da variabilidade entre lotes do
RMP.

. Especificar e harmonizar métodos estatisticos inferenciais aceitaveis (p.ex., Tail Test de Mielke et al., 2019).



Enfatizar o papel dos perfis de impurezas e de
estabilidade

Nao subestimar o impacto das impurezas na estabilidade, imunogenicidade e seguranca de um biossimilar. Ferramentas
analiticas robustas e adequadas sdo essenciais.

* O Reflection Paper da EMA sobre
uma abordagem clinica adaptada
assinala que a atividade
farmacoldgica semelhante pode ser
inferida a partir da similaridade

estru:cura-ll Sl 9 produt(? de * Existem oportunidades para desenvolver modelos preditivos de

referéncia, apoiando assim a estabilidade (# extrapolacdo simples) com requisitos minimos de

dispensa de CES caso a caso. dados de estabilidade nas submissdes de biossimilares (ex.: Evers et
al., Pharmaceutics. 2022;14(2):375).

Propomos reforcar a atencao as impurezas (incluindo impurezas
relacionadas com o processo) e ao perfil de estabilidade.

O perfil de impurezas e de estabilidade do produto é critico para
assegurar seguranca e eficacia semelhantes.

Exemplo: | 4 ogi iticas d 4

Os ensaios de HCP baseados em ELISA podem Exp or.a'r e adotar tecng (?glas ana |t|Fas e ponta p.ara etetar e

ser insuficientes devido 3 cobertura quantificar de forma eficiente os atributos de qualidade que possam
incompleta — podem n3o detetar HCPs com afetar a imunogenicidade, seguranca ou estabilidade do produto.

efeitos adjuvantes, proteoliticos, lipoliticos ou
biologicamente ativos, O Reflection Paper da

' EMA pode recomendar o perfil de/HCP por
: LC-MS/MS e avaliacdo robusta do risco.

Referéncias (exemplos): Evers 2022; Panikulam et al., Biotechnol Adv. 2025;81:108575; Robert et al., éiotechnol Bioeng. 2009;104:1132—-1141; Felix et al., Front,
Bioeng Biotechnol. 2025;12:1490276; Haltaufderhyde et al., AAPS J.'2023;25:87.



Reforcar expectativas/limitagcoes dos ensaios funcionais

Compreender todos os mecanismos de acao é essencial para hierarquizar os atributos de qualidade
do API pelo risco potencial para os doentes.

Em glicoproteinas complexas, variacdes nas modificacdes T oo Clyestem Peepertio
' Foid S

pos-traducionais podem ter efeitos diversos e, por vezes, e e
opostos. i -3 : |

1) Importancia de aprofundar o conhecimento do RMP
(sobretudo para moléculas novas e mais complexas).

2) Essencial construir um perfil funcional abrangente
recorrendo a um painel de ensaios ortogonais.

Lispt et ol. Int J Mol Sci. 2023,24{10):9020
Ulloa-Aquirre et ol., Pharmacol Ther. 2025:268:108821

3) O Reflection Paper podera dar maior énfase ao
desenvolvimento, qualificacao e expectativas dos ensaios
funcionais. Exemplo:

O impacto de variantes de N-glicosilacdao na atividade biolégica da hormona
foliculo-estimulante humana recombinante (r-hFSH) depende do tocal de

4) Diferencas aceitaveis nos resultados fisico-quimicos e e
funcionais devem basear-se numa compreensao profunda glicosilagao. |
do seu impacto clinico e de seguranca de forma holistica.

Referéncias (exemplos): Lispiet al., Int J Mol Sci. 2023;24(10):9020; Ulloa-Aguirre et al., Pharmacol Ther."2025;268:108821.



Precisamos de mais dados analiticos num
desenvolvimento de biossimilar adaptado?

Resposta: Nao

* A experiéncia mostra que as expectativas atuais da EMA para a similaridade analitica sao
elevadas e abrangem todos os aspetos estruturais e funcionais relevantes para
demonstrar biossimilaridade.

* As capacidades dos métodos analiticos aumentaram substancialmente nas ultimas
décadas.

 Aindustria e as autoridades reguladoras beneficiam de mais de quatro décadas de
experiéncia com alteracdes de processo de fabrico dos bioldgicos de referéncia,
aprovadas na maioria dos casos com base apenas em dados analiticos.

1) Guillen et al.; Drugs2025;85(5):601—608. 2) Kirsch-Stefan etal., BioDrugs 2023;37:855-871.|3) Guillen et al., Clin Pharmacol Ther. 2023;113:108-123. 4)
Schiestl et al., BioDrugs 2020;34:97-306.



Precisamos de um grau mais elevado de similaridade
analitica num desenvolvimento de biossimilar adaptado?

Resposta: Nao

A similaridade analitica é a conclusao Unica apds avaliar os dados de comparabilidade de dezenas de
atributos de qualidade.

— E impossivel diferenciar entre um nivel mais alto ou mais baixo de similaridade analitica.
— No fim, a similaridade analitica ou é alcancada ou nao é.

« A demonstracao de similaridade analitica é obrigatéria em qualquer dossier de biossimilar,
independentemente de um CES (Comparative Efficacy Study) ser exigido ou nao.

* Diferencas relevantes e nao justificadas em atributos de qualidade nao podem ser resolvidas por
estudos clinicos e exigem otimizacao continua do processo de fabrico.

— Esta afirmacao é suportada pela experiéncia das empresas da Medicines for Europe e pelo feedback da EMA e
da FDA em submissdes de biossimilares.

A questao de saber se um CES é necessario, ou nao, é independente da
similaridade analitica. |



Como abordar as diferencgas analiticas?

Fatores para avaliar diferengas em atributos de qualidade (se existirem):

» Criticidade — conforme definida na avaliacdo de risco dos Atributos Criticos de Qualidade (CQA)'

— Definir o impacto potencial do atributo de qualidade na atividade, PK/PD, seguranca, eficacia e
imunogenicidade.

— Conhecimento do produto, incluindo relagdes estrutura—funcao.
e Avaliar o risco para o doente do atributo de qualidade em causa:
— Qual é a sua criticidade?

— Qual é a sua abundancia no produto?? (ex.: uma impureza de 0,01% tem menor risco que uma impureza de
10%).
— Adiferenca é potencialmente favoravel?? (ex.: menor nivel de agregacdo).

* A caracterizacao funcional das diferencas em atributos fisico-quimicos mitiga o risco de diferencas
clinicas relevantes.

e Otimizacao adicional do processo de fabrico.

1) EMA: ICH Q8 (adotada em 2017), EMA/CHMP/ICH/167068/2004. 2) FDA (set. 2025): Development of Therapeutic Protein Biosimilars — Comparative
Analytical Assessment/and Other Quality-Related Considerations. 3) Ver bibliografia complementarcitada na apresentacio.



O papel dos biomarcadores PD: avaliacao da
iIncerteza residual

Analytical comparability
(structure

and function) » Pharmacology »

/ / |
Adaptgd from: Consensus Information Paper 2013. What you need to know about Biosimilar Medicinal Produglgs.
Available from: http://ec.europa.eu/enterprise/sectors/healthcare/files/docs/biosimilars_report_en.pdf. Accessed Juhe 2016




Posicionamento dos biomarcadores PD na avaliacao
da biossimilaridade

Fluxo de evidéncia: estrutural - funcional - biomarcadores PD - ensaios clinicos comparativos.

& I @

Perfil analitico: estrutural armacologia clinica

N

¢ Biomarcadores PD que refletem o mesmo
processo

e Evidéncia de predicdo de eficacia e
representatividade dos caminhos
mecanisticos

¢ Semelhanca na relacdo exposicdo/dose—

e Diferencas estruturais (p.ex., MPT)
guase sempre detetadas

¢ Relevancia clinica potencial depende
da magnitude/natureza da diferenca

¢ Incerteza residual a tratar em etapas

seguintes
/ \resposta /
Perfil analitico: estrutural — diferencas Perfil funcional — ensaios funcionais in vitro Estudos de farmacologia clinica (VS ou doentes) —
estruturais (p. ex., MPT) biomarcadores farmacodinamicos que refletem o
* Diferencas estruturais sdo quase sempre * Grau de compreensdo estrutura—fungdo: mesmo processo
detetadas. qudo bem os ensaios funcionais in vitro * Disponibilidade de biomarcadores que reflitam os
» Com base na compreens3o da alteracdo refletem a resposta/eficacia farmacoldgica a MoA.
especifica/da magnitude da diferenca — jusante. * Graude evidéncia do blomarcador PD na previsdo da
“ pode ou n3o sugerir relevancia cllmca : * Compreensdo de todos-0s mecanismos que eficacia do farmaco:- '
; potencial. 1 ) contribuem para‘a resposta — e “cobertura” * Se todos0s percursos mecanisticos que contribuem
| } e Incerteza residual j_ p055|b|||dadende dos ensaios funC|Qna|s in vitro par? esses paraa r?sposta estdo ad)equadamente refletidos nos
\ ; relevéancia clinica~ abordada por MoA. ‘ biomarcadores PD utilizados.
— avaliaca 5 s e S — * Semelhanca na relacdo exposicdo-resposta ou dose—
et 3 < N ' e resposta entre biossimilar e referenua incluindo na

/ 4 ! parte mais |ncI|r]1ada dacurva.
\




Conclusao

A comparabilidade analitica, com métodos de ultima geracao, é a base para
avaliar candidatos a biossimilares.

Nao precisamos de mais dados analiticos nem de um grau mais elevado de
similaridade analitica num desenvolvimento adaptado.

As diferencas analiticas nao podem ser justificadas por um estudo clinico.
Existe um conceito bem estabelecido para abordar diferencas analiticas:

— Assente na criticidade e na hierarquizacao por risco

— Caracterizacao funcional das diferencas em atributos de qualidade fisico-quimicos

— Conhecimento do produto
— Otimizacao adicional do processo de fabrico

O protocolo de avaliacao de similaridade € um documento vivo.
A consisténcia com a regulamentacao das alteracoes de fabrico é essencial.



Muito obrigado
joao.goncalves@ff.ul.pt
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