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Resumo

A produgdo de biossimilares ou biofarmacos com patentes expiradas pode ser uma oportunidade
de crescimento para a industria biofarmacéutica no Brasil. Entende-se por atividade bioldgica a habili-
dade ou capacidade especifica do produto em obter um efeito biolégico definido. Ela serve a multiplos
propdsitos, na avaliacdo da qualidade do produto, sendo necessaria para a caracteriza¢ao e analise de
medicamentos biossimilares, quando de sua compara¢ao com um produto referéncia. Nessa breve re-
visdo, o principal objetivo é explorar de forma mais critica o desenvolvimento e padronizagdo de novas
metodologias, que possam avaliar a atividade bioldgica de biofarmacos e biossimilares, sob a luz de rever
os principais modelos celulares utilizados, para desafiar a potencialidade dessas moléculas de atividade
bioldgica, comparado com os modelos classicos de células da linhagem murinas ou leveduras. A evolu-
¢do de estudos bioanaliticos em torno desse assunto podera contribuir para a disponibilizacdo de testes
de atividade biolégica de maior precisdo, gerando resultados mais conclusivos e seguros para os testes
clinicos de fase I, II e III, no processo de regulamentacao dos biossimilares. Além disso, futuramente a
aplicagao de testes de avaliagdo bioldgica com mais recursos analiticos, poderdo ser indicados também
como referéncia metodoldgica para classes diversas medicamentosas de biofarmacos.

Palavras-chaves: Biofdirmacos. Biossimilares. Métodos alternativos.

Biotecnologia e medicamentos
biotecnoldgicos

Biotecnologia pode ser definida como o uso
dos organismos vivos para solucionar problemas
ou desenvolver produtos novos, uteis, processos
ou servigos ". Estes podem englobar tecnologias
de diversos niveis, desde uma fermentagio para a
producdo de alimentos e bebidas até tecnologias
modernas de manipulagdo genética que resultem
na producio de proteinas com aplicacdes terapéu-

ticas 2. A biotecnologia moderna surgiu no ini-
cio dos anos 1970 como resultados de descobertas
cientificas no campo da engenharia genética e se
tornou uma das maiores ferramentas de pesquisa
cientifica. O desenvolvimento de inovagdo indus-
trial no campo da biotecnologia moderna se apoia
na compreensdo de principios cientificos funda-
mentais, e sua base cientifica foi resultado do de-
senvolvimento da biologia molecular durante o
século XX. Essa tecnologia revolucionou as cién-
cias bioldgicas sobre tudo a capacidade de clonar
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genes humanas em microrganismos, embora esse
impacto possa ser percebido em diversas areas do
conhecimento, uma de suas maiores influéncias
foi sentida na area de medicamentos, surgindo a
utilizagdo do termo farmaco biotecnologia, para
designar a aplicagdo da biotecnologia em ciéncias
farmacéuticas . Medicamentos bioldgiocos de
origem recombinantes ou medicamentos biotec-
nolégico sdo aqueles produzidos a partir de siste-
mas vivos, que possuem em formulagdo peptide-
os, proteinas ou acidos nucléicos (DNA e RNA)
de agdo farmacoldgica denominados biofarmacos.
Essas biomoléculas possuem estrutura molecular
extensa, complexa e inerentemente heterogénea
4. Os primeiros biofdrmacos surgiram na década
de 1980 e vém ocupando atualmente um espago
cada vez maior no mercado farmacéutico. O Food
and Drug Administration (FDA), 6rgdo de ad-
ministra¢ao federal dos EUA, aprovou a insulina
humana como o primeiro produto biolégico para
uso clinico em seres humanos, a qual simboliza
um marco na histdria da revolu¢do farmacobiol6-
gica, desenvolvida pela Genentech, mas licenciada
pela Eli Lilly, que a produz desde 1982. Naquela
época, o produto tinha um mercado de aproxima-
damente 700 milhdes de ddlares anuais somente
nos EUA. No Brasil esse trabalho foi realizado pelo
grupo do professor Spartaco Astolfi Filho, com fi-
nanciamento da Biobras, do Programa de Apoio
ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnolodgico e da
FINEP, dentro do convénio UnB/Biobras e paten-
teado nos EUA Pl

Outro exemplo ¢ o caso da Eritropoietina, em-
pregada no tratamento de anemia e coadjuvante
no tratamento do Cancer. Atualmente essa subs-
tancia, que obteve registro em 1989, é o biofarma-
co mais vendido no mundo, fatura uma receita
anual superior a US$ 10 bilhoes. Segundo os bio-
farmacos mais importantes sao: Fatores sanguine-
os: (Fator VIII e IX) e Agentes tromboemboliticos,
Hormonios: (Insulina, Horménio de Crescimen-
to, Gonadotroficos), Citocinas: (Interferon-a, B,
V> Interleucinas); Fatores de crescimento hema-
topoiéticos: (Eritropoetina, Fatores estimuladores
de colonias hematopoiéticas); Fatores de cresci-
mento: (Fator de crescimento epidérmico); Imu-

nobioldgicos: (Soros, Vacinas e Anticorpos mo-
noclonais) e Enzimas terapéuticas: (Asparaginase,
DNase, Superoxido dismutase, Lactase). Atual-
mente, cinco entre os dez medicamentos mais
vendidos no mundo ja sao bioldgicos e as vendas
de medicamentos produzidos por biotecnologia
representam 31% das vendas dos 100 medicamen-
tos mais vendidos. Esta propor¢do deve subir para
40% em 2018, com oito produtos biotecnoldgicos,
dos quais seis anticorpos monoclonais, entre os
dez mais vendidos, segundo o boletim da ANVI-
SA em 2017. Os biofarmacos atualmente apro-
vados para comercializagdo sdo utilizados para o
tratamento ou preven¢do de doengas como mal
de Alzheimer, apneia do sono, artrite reumatoide,
ataques cardiacos, Cancer de mama, cancer renal,
dermatite atopica, diabetes, doenga de Crohn, es-
clerose multipla, fibrose cistica, hemofilia, hepati-
te, enfarte cerebral ou apoplexia, insuficiéncia car-
diaca, hanseniase, leucemia, leucemia linfocitica
cronica, linfomas, ldpus e tumores cerebrais [©.

Medicamentos biossimilares

Medicamentos bioldgicos chamados de biossi-
milares ou também “Follow-On Protein Product”
na Europa ¢ o termo usado para se referir ao bio-
farmaco nao inovador, portanto, os biossimilares
sdo copias de um biofairmaco que tiveram sua pa-
tente expirada, e que demonstra ter uma eficacia
similar e o mesmo perfil de seguranga em huma-
nos. O termo medicamento “genérico” é usado
para descrever produtos medicamentosos quimi-
cos (produtos sintéticos) de pequenas moléculas
que sdo estrutural e terapeuticamente equivalen-
tes a um produto de referéncia cuja patente e/ou
periodo de prote¢do de dados tenha expirado. A
demonstracio de bioequivaléncia do medicamen-
to genérico com um produto de referéncia é geral-
mente adequada e suficiente para inferir a equiva-
léncia terapéutica entre o medicamento genérico e
o produto de referéncia. No entanto, a abordagem
estabelecida para os medicamentos genéricos nao
é adequada para o desenvolvimento, avaliagdo e
licenciamento dos medicamentos biossimilares,
uma vez que os biotecnoldgicos consistem de pro-
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teinas complexas e relativamente grandes que sdo
dificeis de caracterizar %

O desempenho clinico dos medicamentos
biolégicos é muito influenciado pelo processo de
fabricacdo e alguns estudos clinicos também sdo
necessarios para sustentar a seguranca e a eficacia
de um medicamento biossimilar. Como acontece
com qualquer programa de desenvolvimento de
medicamento, o desenvolvimento de um medica-
mento biossimilar, envolve uma abordagem gra-
dual que comeca com a caracterizagdo e avaliacao
dos atributos de qualidade do produto, seguido
por estudos pré-clinicos e clinicos . Os padroes
estabelecidos pelo Comité de Especialistas para a
Padronizac¢ao Biolégica (CEPB) da Organizacao
Mundial da Satude servem como base para o esta-
belecimento dos requisitos nacionais para a pro-
dugdo, controle de qualidade e regulagdo em ge-
ral dos medicamentos biologicos. Além disso, os
Padroes Internacionais de medida sdo ferramentas
essenciais para o estabelecimento da poténcia dos
medicamentos bioldgicos em todo o mundo !,
Para testes de poténcia ou atividade biologica de
um medicamento biossimilar, deve ser avaliado a
partir de estudos comparativos entre um biofar-
maco de referéncia, frente ao produto bioldgico
similar a fim de demonstrar a similaridade em ter-
mos de qualidade, seguranga e eficacia. O produto
biolégico de referéncia deve fornecer a base para
o estabelecimento dos perfis de seguranca, quali-
dade e eficacia ao qual o produto biolégico similar
¢é comparado. Assim, também se estabelece, a se-
lecdo da dose e via de administragdo, onde esses
dados sdo utilizados para sustentar a solicitagdo de
licenciamento do medicamento similar em teste
[12,13]‘

O delineamento dos estudos de eficacia e segu-
ranc¢a, sdo demonstrados em ensaio(s) clinico(s)
devidamente controlado(s), randomizado(s) e
com poder estatistico adequado. Os estudos clini-
cos devem ser preferencialmente do tipo duplo-ce-
go, ou, N0 minimo, observador—cego. Na auséncia
de qualquer fator cego, uma justificativa cuidadosa
sera necessaria para provar que os resultados do
estudo estdo livres de viés significativo. Em prin-
cipio, os desenhos de equivaléncia (que requerem

limites inferior e superior de comparabilidade)
sdo claramente os preferidos para a compara¢io
de eficacia e seguranc¢a do biossimilar comparado
ao medicamento referéncia. Ja os aspectos relacio-
nados a qualidade do produto, a diretriz da OMS
é clara ao definir que a comparagdo da qualidade
mostrando similaridade molecular entre o produ-
to biolégico similar e o produto biologico de refe-
réncia ¢ indispensavel para fornecer justificativas
para a previsdo do perfil de seguranca e eficacia
clinica; Pequenas diferencas no processo de fabri-
cagdo podem afetar a farmacocinética, farmaco-
dindmica, eficicia e/ou seguranca dos produtos
bioldgicos.

Outro aspecto bastante relevante das carac-
teristicas de biofarmacos, refere-se ao potencial
imunogénico dos produtos biotecnolégicos. A
resposta imune contra um produto biolégico ¢ in-
fluenciada por muitos fatores, tais como a natureza
do principio ativo (principalmente os proteinace-
0s), impurezas relacionadas ao produto e ao pro-
cesso, excipientes e estabilidade do produto, via de
administragdo, regime de dose, e fatores relacio-
nados ao paciente, a doenga e a terapia. As conse-
quéncias da imunogenicidade indesejada podem
variar consideravelmente, desde clinicamente irre-
levante até grave e potencialmente fatal. Portanto,
a imunogenicidade dos produtos biologicos deve
sempre ser investigada antes do licenciamento.
Mesmo que a eficacia e a seguranga entre um bios-
similar e um produto referéncia tenham se mos-
trado semelhantes, a imunotoxicidade pode ainda
ser diferente 4],

Controle de qualidade biolégica de
produtos biotecnolégicos

As metodologias aplicadas em controle de qua-
lidade de biofarmacos, segue o mesmo perfil de en-
saios de um medicamento comum, a maioria dos
ensaios de cardter fisico-quimicos, sdo realizados
utilizando metodologias instrumentais para ava-
liagdo quantitativa e qualitativa da natureza pro-
teica de biomoléculas complexas. Para o controle
microbioldgico sdo pesquisados praticamente os
mesmos pardmetros microbioldgicos realizados



Brazilian Journal of Natural Sciences | Versao On-line ISSN 2595 - 0584
Edigao n° 1- vol. 3 - outubro 2018 | www.bjns.com.br

em medicamentos que exigem esterilidade ou de
ndo estéreis, com a excecdo pesquisa de possiveis
contaminagdes por toxinas microbianas de origem
do sistema bioldgico de produgdo *). Uma vez que
os produtos biotecnoldgicos de origem recombi-
nante podem possuir variabilidades bioldgicas
caracteristicas, se faz necessario e obrigatorio a re-
alizagdo de ensaios biologicos para garantir a qua-
lidade bioldgica do processo de desenvolvimento
e registro de novo produto bioldgico referencial
ou biossimilar, assim como na rotina de producio,
com o objetivo de detectar alteragdes em sitios es-
pecificos da macromolécula que podem repercutir
na ineficiéncia do medicamento. Além de avaliar a
acao farmacodinamica do medicamento biolégico,
demonstrado em bioensaios baseado em cultivos
celulares capazes de detectar a intera¢do das mo-
léculas terapéuticas e receptores especificos atra-
vés de modelos celulares, possibilitando a medida
de poténcia, assim como avaliar as caracteristicas
bioldgicas da evolugao da célula tratada, tendo em
conta os desvios estatisticos. Ja para produtos com
multiplas atividades bioldgicas, esse produto deve
atender um conjunto de ensaios funcionais rele-
vantes, que possam atestar sua eficdcia, em suas
diferentes agoes farmacolodgicas, de acordo, com
seu uso clinico "% De forma geral o estudo de qua-
lidade de um medicamento bioldgico nao se res-
tringe somente a atividade biologica, mas sim uma
gama de outras metodologias analiticas especificas
que devem ser aplicadas no controle de qualidade
de biofarmacos; Além disso, o ensaio da ativida-
de biolodgica colabora suplementando os resulta-
dos das propriedades fisico-quimicas devido ao
potencial e adequa¢io do método utilizado para
confirmar a complexidade estrutural da proteina,
(mostrando rela¢io estrutura atividade . No en-
tanto, a natureza dos ensaios biolégicos, podem
possuir uma elevada mutabilidade, devido aos
agentes vivos utilizados para essas determinagdes
analiticas, que devem ser levadas em consideracao
de forma rigorosa, principalmente o controle de
bancos celulares utilizados para nas metodologias
bioanaliticas. Os resultados dos ensaios bioldgicos
deverdo ser fornecidos e expresso em unidades de
atividade. Calibrados com valores de padroes de

referéncia internacional ou nacional, de acordo,
com suas especificacoes de fabricagio 7. E por
fim obrigatoriamente os estudos clinicos de fase
I, II e III sdo preconizados tanto para o registro
do produto referéncia como para o produto biossi-
milar, com o objetivo de apontar as diretrizes para
estabelecer critérios de eficacia e seguranga desses
medicamentos, principalmente frente aos possi-
veis efeitos toxicos in vivo humano. Portanto, pode
ser considerado que um medicamento bioldgico
biossimilar quando a comparado, com o produto
farmacéutico de referéncia, por métodos adequa-
dos apresentando exatidao e precisio, mostram
diferengas funcionais significativas, promovendo
maior seguran¢a da qualidade ao medicamento
avaliado '8,

Propostas de métodos alternativos
para avaliacao biol6égica de produtos
biotecnolégicos e seus biossimilares

De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), os medicamentos biologicos
ndo sdo completamente caracterizados por analises
quimicas convencionais. “Sao necessarios ensaios
bioquimicos, imunoldgicos e ensaios bioldgicos in
vitro e in vivo para avaliar sua atividade” Embora
a qualidade dos métodos analiticos para caracteri-
zac¢io de proteinas tenha aumentado drasticamen-
te ao longo das ultimas décadas, ainda existem
obstaculos a completa caracterizagdo de produtos
bioterdpicos complexos. Esses dados mostram a
importancia de testes de qualidade bioldgica mais
detalhados e aprofundados, que podem estabele-
cer padroes de homogeneidade referente a agao
bioldgica desses produtos frente as suas etapas de
producdo . Diante disso, através de aplicacdes
biotecnoldgicas podem ser elaboradas, metodolo-
gias que possam ampliar os conhecimentos cienti-
ficos em controle de qualidade biolégico no Brasil,
pois a capacitacdo da mao de obra constitui outro
desafio na industria brasileira. Outro ponto signi-
ficativo tanto para o desenvolvimento e validagdo
de métodos bioanaliticos, sdo os modelos celulares
utilizados para a realizagdo de metodologias que
envolvem sistemas cultivo celular, para a avalia-
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¢do de atividade bioldgica, as quais sdo sempre
recomendados por vérias farmacopeias como por
exemplo: americana, europeia, japonesa e chinesa
[2021.22] - Ng entanto, o indice de discordancia entre
os resultados de atividade bioldgica in vitro e in
vivo utilizando as linhagens celulares oficialmen-
te recomendas, sdo bastante significativos. Nesse
sentido, existe atualmente uma real necessidade
de adaptagao e refinamento, dessas metodologias
indicadas pelas principais farmacopeias, explo-
rando novos modelos celulares com caracteristi-
cas fenotipicas mais humanas, ja que os principais
modelos celulares hoje utilizados sdo de origem
murina. Além disso, a aplica¢do de outras metodo-
logias complementares que possam avaliar o grau
de comprometimento, diferencia¢iao e transdu-
¢do de sinais promovidos pela agdo dos produtos
bioldgicos ou biossimilares, através de métodos
moleculares mais sensiveis e precisos, permitirao
inovagdes no setor de controle de qualidade de
medicamentos, através da implantagdo e valida-
¢do de métodos que utilizam biologia molecular
analitica, tecnologia de cultura celular e citometria
de fluxo. Nesse contexto, essa proposta atende as
questdes éticas sobre a experimentacdo animal,
implantando ensaios in vitro de carater pré-clini-
co, que possuem especificidade, produtividade da
técnica e menor custo, por serem in vitro dispen-
sando o uso de animais, praticando o conceito dos
“3Rs” (“replacement, reduction e refinement”),
isto é, substituicdo, redugio e refinamento, no que
se refere aos animais utilizados em experimentos,
preconizando técnicas humanitarias, considerado
como uma referéncia para a ciéncia contempora-
nea, de acordo com a Rede Nacional de Métodos
Alternativos (RENAMA). Outro aspecto positivo
é que esse estudo atende as questdes éticas sobre a
experimentac¢do animal, implantando ensaios que
possuem especificidade, produtividade da técnica
e menor custo por serem in vitro, dispensando o
uso de animais, preconizando técnicas humanita-
rias, consideradas como referéncia para a ciéncia
contemporanea %

Por fim, a elaboragdo e validagdo de metodo-
logias empregadas na avaliagdo bioldgica, sdo de
fundamental importancia e colaboram com as

Boas Praticas de Fabricagdo dos produtos biossi-
milares no nosso pais e a capacitacio da mao de
obra constituem um grande desafio na industria
brasileira. Além disso, os biossimilares podem ser
peca chave para a satde publica, disponibilizando
0 mesmo tratamento farmacoterapéutico, com a
mesma qualidade do medicamento referencial e
com menor custo. Estudos na literatura mostram
que biossimilares, pré-aprovados em testes pré-
clinicos ndo correspondem a mesma performance
em testes clinicos humanos, resultando na exclu-
sao dos processos de aprovacgdo para o registro. A
ndo coeréncia entre estudos in vivo e in vitro, se-
gundo o “European regulatory guidelines for bio-
similars”, sugere possiveis falhas nos instrumentos
de avaliagdo que geralmente se dao pela falta de
sensibilidade dos métodos in vitro utilizados .

Conclusao

Diante de todo o exposto, pode-se concluir que
apesar dos grandes avangos biotecnoldgicos no
ambito farmacéutico, além de aumentar a produ-
¢do de insumos, e disponibilizagdo de novos pro-
dutos, no entanto o grande desafio ainda persiste
na expansdo de desenvolvimento e padroniza¢ao
de métodos bioanaliticos, que possam garantir a
qualidade desses novos medicamentos. Portanto,
se faz necessario uma revisao critica de estudos
comparativos entre os modelos celulares murinos
utilizados para a realizagdo da atividade bioldgica
de biofarmacos, com outras fontes celulares alter-
nativas que possuem caracteristicas fenotipicas
mais proximas de humanos, aproximando mais os
métodos in vitro ao cendrio fisiolégico humano.
Os estudos de controle de qualidade de um medi-
camento, devem acompanhar as novas tendéncias
tecnologicas de produgdo, como é caso dos me-
dicamentos bioldgicos, os quais possuem perfis e
mecanismos de a¢ao mais complexos e suscetiveis
a diversos tipos de alteragdes comprometendo sua
eficacia e seguranga. Futuramente esses estudos
ndo s6 disponibilizardo ferramentas analiticas de
grande precisao em testes de atividade bioldgica,
como também poderao ser usados para avaliagdo
de efeitos adversos ou como recursos analiticos
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para identificagdo de novos biomarcadores farma-
cologicos. E por fim, o mercado biotecnoldgico
farmacéutico brasileiro vem aumentando gradati-
vamente, mas esse fato nao garantiu a autonomia
no desenvolvimento tecnolégico, a elaboragiao e
padronizacao de novos métodos bioanaliticos po-
derao contribuir para o avango e desenvolvimento
na area de biossimilares nacionais, que possuem
elevado impacto nas areas da saide e econdmica
brasileira, bem como o contexto do desenvolvi-
mento, dominio cientifico e independéncia tecno-
légica do pais.
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