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Introduc¢ao: Tecnologia do DNA Recombinante e a Producao de Biofarmacos
Uma Breve Historia...

1953 — Watson e Crick e a estrutura do DNA

1962 — Endonucleases clivam DNA nao
protegido

1968 — Purificacao da primeira endonuclease
de restricao (Hindll)

1970°s — Desenvolvimento das primeiras
técnicas de manipulacao do DNA

1975 — Conferéncia de Asilomar

1982 — Primeira proteina recombinante no mercado (insulina humana)

1983 — Kary Mullis e o PCR

1986 — Primeira rProteina comercial produzida em células de mamifero (ativador do
plasminogénio tecidual - tPA) e primeiro anticorpo monoclonal aprovado.



Introducao: Tecnologia do DNA Recombinante

1990°s — Primeiros estudos de terapia genética
1990°s — Primeiras plantas transgénicas

1996 — Primeiro mamifero clonado

1999 — Protocolo de Cartagena

2000 — Sequenciamentos do genoma humano
e do primeiro fitopatégeno, a Xylella fastidiosa

2004 — Primeiro medicamento no mercado voltado a
terapia génica (Gendicine, Sunway, China)

naturojobs.
Enomics secsl
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2012 — Primeiro medicamento voltado a terapia
génica aprovado no ocidente (Glybera,
UniQure, EMA)

Citrus =
pathogen -/
se uent;,e_d

2017 — FDA aprova os primeiros medicamentos de imunoterapia
usando CAR-T cells (“chimeric antigen receptor T cells”)
contra leucemia linfoblastica e linfoma.



Introducgao: Tecnologia do DNA Recombinante

2000’s — até hoje — Avanco dos programas de sequenciamento de genomas

Cada célula humana contém: 6OD.. THE

D?:@F’a I ‘
HUMAN GENOME HA sl

cggE;s BEEMN ¥gw,£ H;EE 2
by HRAYELLEON PASSWORD

® 46 cromossomos
e 2 metros de DNA
e 3 bilhdes de pares de bases (pb)

* 30000 (?) genes que codificam para proteinas

Genes contain
instructions
for making
profeins

Proteins act alone

or in complexes o
perform many cellular
functions

From Genes to Proteins qen@ themp
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Classificacao e Nomenclatura: Produtos Biotecnoldogicos

. Bioprodutos . Uso farmacéutico . Pequenas moléculas. Biofarmacos




Proteinas Recombinantes
Proteinas derivadas de DNA modificado com uso de técnicas de manipulacao

geneética.

Principais Aplicacoes:

- Pesquisa basica H

e —=i
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o
I

- Processos da industria quimica
- Industria de alimentos

- Terapéuticas, vacinas, kits de diagndstico




Principais Proteinas Recombinantes no Mercado Farmacéutico

Substitutas de fonte humana ou animal _

Insulina humana (Eli Lilly e Novo Nordisk, entre outros)
Hormonio de crescimento humano (rhGH) (Eli Lilly)
Hormonio estimulante de foliculo (FSH) (Serono)

Fator VIII (Bayer)

Produzidas apenas na forma recombinante

Eritropoietina (EPO) (Amgen)

Interferon (IF) Interferon-f-1a (Biogen Idec); Interferon-3-1b (Schering)

Fator estimulante de coldnia granuldcitos (G-CSF) (Amgen e Genzyme)

a-L-iduronidase (rhIDU) (BioMarin Pharmaceutical e Genzyme)

N-acetilgalactosamina-sulfatase (rhASB) (BioMarin Pharmaceutical)

Dornase a (DNase) (Genentech)

Glicocerebrosidase (Genzyme)

Ativador de plasminogénio de tecido (TPA) (Genentech) Tpe:  Mune  Clim  Humised e

Proteina de envelope do virus da hepatite B (SmithKline Y Y

Beecham)

Suffix: —omab —ximab

Anticorpos Monoclonais (recombinantes ou nao) -

Potential for immunogenicity Low }



Biofarmacos no Mercado Mundial

Table 3 The 20 top-selling biopharmaceutical products in 2017

Rank Product Sales, 2017 Cumulative sales, Yearfirst Company Patent Biosimilar version(s) approved
(% billions)® 2014-2017 approved expiny®
{% billions)
1 Humira (adalimumab; 18.94 62.6 2002 AbbVie, Eisal 2016 (US)  Halimatoz/Hefiva/Hyrimaz,
anti-TNF} 2018 (EU) Amgewla-"Amjeuila"Suimbjc. Cyltezo, Imraldi
2 Enbrel {etanercept; 834 35.4 1998 Amgen, Pfizer, Takeda 2015(EU}  Erelzi, Benepali
anti-TNF) Pharmaceuticals 2028 (US)
3 Rituxan/MabThera 7.78 291 1997 Roche, Biogen Idec 2013 (EU)  Blitzima/Truxima, Ritemwvia, Rituzena,
[rituximab; anhi-CD20) 2016 (US)  Rixathon/Riximyo
4 Remicade (inflisimab; 7.77 356 1998 Johnson & Johnson, Merck, 2015 (EU)  Zessly, Ixifi, Renflexis/Flixabi, Inflectral
anti-TNF} Mitsubishi Tanabe Pharma 2018 (US) Remsima
5 Herceptin (trastu- 7.39 27.1 1998 Roche 2014 (EU)  Herzuma, Kanjinti, Trazimera, Ogivri,
zumahb; anti-HER2) 2019 (US)  Ontruzant
-] Avastin (bevaci- 7.04 27.0 2004 Roche 2017 (US)  Muasi
zumab; anti-VEGF) 2019 (EU)
7 Lantus (insulin 6. T2 274 2000 Sanofi 2014 Semglee, Lusduna, Abasaglar/Basaglar
glargine) (EU & US) F t t
a8 Evlea (aflibercept; 5.93 18.0 2011 Regeneron, Bayer 2020 (EUY aturamento
anti-VEGF) 2021(Us) I
) Opdivo (nivolumab; 5.79 11.4 2014 Bristol-Myers Squibb, Ono 2027 (US) tOta
anti-PD-1 receptor) Pharmaceutical 2026 (EU) . d
10 Neulasta 4.53 20.1 2002 Amgen, Kyowa Hakko Kirin 2014 (US)  Fulphila eStI mMado em
{pegfilgrastim} 2015 (EL) s .
11 Stelara (ustekinumab; 4.01 12.2 2009 Janssen Cilag (Johnson & 2023 (US) U S 200 bl
anti-IL-12 & L-23) Johinsan) 2024 (EU) 20 1 7
12  Keytruda (pembroli- 3.81 27 2014 Merck 2036 (Us) ( )
zumab, anti-PD-1) 2028 (EU)
13 Proliageva {deno- 3.54 11.6 2010 Amgen 2025 (US)
sumab, anti-RANKL) 2022 (EU)
14 Lucentis (ranibi- 3.38 14.3 2006 Roche, Novartis 2016
zumab; anti-VEGF) (EL & US)
15 MNovolog/MNovorapid 331 11.7 1995 Mowvo Mordisk 2015
(insulin aspart) [EU & US)
16 Soliris (eculizumab; 3.14 10.7 2007 Alexion Pharmaceuticals 2021 (us)
anti-C5 complement 2020 (EU)
protein)
17 Simponi (golimumab; 2.94 9.7 2009 Merck, Janssen, Mitsubishi 2024
anti-TNF) Tanabe (EU & US)
18 Humalog mix 50:50 2.86 113 1996 Eli Lilly 2014 (US)  Insulin lispro Sanofi
{insulin lispro} 2015 (EL)
19  Xplair (omalizumab) 2.75 8.7 2003 Roche, Novartis 2017
anti-lgE (ELH & US)
20  Aranesp/Mesp (darbe- 2.62 10 2001 Ameen, Kyowa Hakko Kirin 2016 (EU)
poetin alfa) 2024 (US) Fonte: Walsh G.. 2018
. .

SFinancial data from La Merie Business intelligence. "Patent data from various sources, including Rttp:feww.gabionline nat/Biosimilars/Gensgral/Biologicals-patent-axpiries,
HERZ, human epidermal growth factor receptor 2; IgE, immunoghobulin E; IL, interleukin; PD-1, programmed cell death receptor 1; RANKL, receptor activator of nuclear factor-«B ligand;
VEGF, vascular endothelial growth factor.
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Importancia dos biofarmacos e o langamento de novas moléculas
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Figure 1 Product approvals profile. (a) Annual product approval numbers (by product trade name)
by individual region. (b) Number of product approvals in one or both regions over the indicated

periods. Fonte: Walsh G., 2018




Importancia dos biofarmacos e o langamento de novas moléculas
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Figure 2 Overview of mAb approvals. (a) mAbs approved for the first time in the indicated periods,
expressed as a percentage of total biopharmaceuticals approved for the Tirst time in the same time
period. (b} mAbs global annual sales value expressed as a percentage of total biopharmaceutical global
sales for the indicated years. Financial data from La Merie Business Intelligence.

Fonte: Walsh G., 2018



Empresas de Biofarmacos e Estrutura Organizacional

Principais Caracteristicas

e Alta tecnologia e interdisciplinaridade

e Muitas vezes nascem como “spin-offs” de universidades

e Elevado aporte de capital

e Altos custos de pesquisa e desenvolvimento

e Mao de obra altamente especializada (competicao por profissionais
gualificados)

e Poucos produtos e longo tempo de desenvolvimento de novos produtos

e Associacoes com grandes companhias farmacéuticas tradicionais

(eventualmente, fusdes)



Empresas de Biofarmacos e Estrutura Organizacional

ogeraime

A SANOFI COMPANY

Exemplo: Genzyme

e Mais de 11.000 empregados no mundo

e Vendas em aproximadamente 100 paises

e Dezessete sitios de manufatura

e Dezesseis produtos principais

e Faturamento de USS 4,5 bilhdes em 2009

e (Quatrocentos pesquisadores dedicados a P&D

e 20% da receita destinada a P&D



Corporate Head

Exemplo de Estrutura Organizacional de uma Empresa da Area

Technical Research and Engineering Quality Regulatory Project Human
operations development management Resources
R&D Head
Research and Process Pré-clinical Clinical
discovery development
Process development Head
Cell lines Cell culture Protein recovery Purification Formulation & BioAnalytics

freeze drying

Fonte: Dr. K. Konstantinov, Genzyme (2008)




Exemplo de Desenvolvimento de Bioprocesso na Area de Biofdrmacos

Transfection Cell culture [&] Purification E;l)lri;ngulatlon/

Dru
Cells and plasmid Cell line Drug Drug proc?uct )
substance substance (sterile)
(crude) (pure)
N J N J U J
Y Y Y
Cell line manufacture  Bioreactor process Downstream
Medium development  development & scale-up purification
N -
—

Analytical characterization



Producao de Biofarmacos no Brasil

Overview da situac¢ao atual

Producao de rProteinas em instituicdes publicas voltadas a producao de

imunobioldgicos (Fiocruz, Butantan, Funed, etc).

Desenvolvimentos em empresas pequenas, geralmente fruto de “spin-offs” de

universidades. Alguns exemplos sao a Biomm, a Nanocore, a BioBreyer, etc.

Apoio governamental para o estabelecimento de empresas de biotecnologia no pais

(Fapesp, Finep, BNDES, CNPq). Considerada area estratégica pelo governo federal.

Mais recentemente, grandes farmacéuticas nacionais interessaram-se pelos
biofarmacos e estao investindo em novas plantas através de Parcerias para o

Desenvolvimento Produtivo (PDPs) com laboratdrios publicos.

“No ano passado, o Ministério da Saude gastou RS 3 bilh6es com biofarmacos, que
representam apenas 10% da quantidade de medicamentos adquiridos para o
Sistema Unico de Saude (SUS), mas consomem 60% da verba destinada as compras.”

(Valor Econ6émico, 27/11/2017)

@



A questao dos “biosimilars

» «u
’

interchangebles

» «u
)

follow-on proteins” , “later generation proteins”...

Compilagao de alguns biofarmacos com patente vencida

MO CoamHerc el Produtos

MNome comum ou des Crcan Venoamento da patants

Humulin £l Lilly insufina umana recombinants 2001
Caredase Genzyme alglicerase 2001
Intron-A Sehering interteron alfa-Zb 2002
Humatrope Eli Lilly somatrolinag (hGH) 2003
Nutropin Genenlech somalrofina (hGH) 2003
Activase Genenlech ifteplase 2005
Protropin Genentech somatrofina (hGH) 2005
Hahif EMD Serono/Plizar intarferon beta-1a 2005
Epogen, Procrit Amgan/Ortho Biotech epoetina-affa {eritropoetina sintética) | 2006
Neupogen Amgen filgrastima 2006
Aovonex Biogen interferon beta-1a 2006
Careryma Gemryme imiglicerass 2006
Enbrel ImmugeneWyath-Ayerst | slanercepls 2006
Betaseron Bayes interferon beta-1b 2007




Patentes...

Jan 1, 2001

Mon-Provisional
Application

Jan 1, 2021

@ Provisional Application

Patent term (20 years)

Effective Filing Actual Filing Patent Issuance Patent Expiration
Date Date Date Date

The basic timeline for a U.S. utility patent after the Uruguay Round Agreements.

Fonte: https://www.inquartik.com/ing-patent-expiration-date/



Major drugs set to lose patents in next decade
The 15 top selling drugs facing expriations pulled in more than 5100 billion

in sales last year.
D_rll;Jqfl _ Key patent expiration(s) Sales (2020
Humira i o | I 19.88
ﬁ;y’-cruda & e 4.4
Revt: mid 2.1
Bristal
!E_IFg__u_isl_‘ == I .2
Eylaa | I O
Stelara .. | — 77
lohnson & Johnsan
Gpdw—n L] 7.0
.I.‘..‘rl_..:.n.lll-,l.t.eqravir = —— 6.0*
!I:f:._r_lc'-:ce 54
:lél.:lé.l_uiaf,}anumet - 5.3
_'I-‘.:.l.;.tl-'tll;itv = —_— 5.1
Eli Lilly
l?i_o!iif Xgeva E_— 4.6
li.‘.s:s}_r_t\_t’u 4.0
l;'.llz.l_ivv.iu 4.0
Takeda
Victoza - . 3.0*
iR 2020 2030
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NOVAS PDPs

s Parceiros Parceiros
Indicacao Produto Publicos Privados
Bahiafarma Libbs, Mabxience
Trastuzumabe Biomanguinhos Orygen,Alteogen
IVB PharmaPraxis
; IVB,Biomanguinhos Bionovis
Oncoldgico Cetmdmane Butantan Libbs, Mabxience
L-SEtErGIhasa Fiocruz NT Pharma
pared United Biotec
Filgrastima Biomanguinhos Eurofarma
i ; v 4 IVB, Biomanguinhos Bionovis
Oncologico/Artrite Reumatodide Rituximabe Butaritan Libbs, Mabxience
Biomanguinhos Orygen,Alteogen
Adalimumabe IVB PharmaPraxis
Bahiafarma Libbs, Mabxience

Artrite Reumatdide

Certolizumabe

Biomanguinhos

UCB Pharma, Meizler

IVB, Biomanguinhos Bionovis
Etanercepte Butantan Libbs, Mabxience
Bahiafarma Orygen,Alteogen
Tiflixiiabe IVB, Biomanguinhos Bionovis
Diabetes Insulina Farmangu!nhos Biomimn
Farmanguinhos Indar
e . , Biomanguinhos Cristdlia
Hormonio do Crescimento Somatropina Fanad Pfizer
Tecpar Biocad
. " Butantan Libbs, Mabxience
ONCOLOGICO/Degeneracao . . . ;
Macuilar Relsdionada:s Wade Bevacizumabe Biomanguinhos Oryggn,AItgogen
IVB Bionovis
Cicatrizante Cola fibrina hiEmobres; THMP Cristalia
Imunoterapia Vacina Alergénica Benisfanna Biocen, Salundinvest
TOTAL 8 27

Obs: Verificar pagina do Ministério da Saude para parcerias atualizadas




BIOSIMILAR PRIMER

Samas | Bl Gleoule Direg

Smedl Blologic

A questao dos “biosimilars”...

Large Biolagie

Aspirid

41 atoms

higH
~ A0 st

IS Anfibody
=25 000 atams

L
Manutacturs L .
Complrity L
i
-

1

FlElet
= 2530 by |without feel]

Fonte: http://biosimilarsource.com/biosimilars.htm




Exemplo: Eritropoetina (EPO)

Fonte: Kratje (2004), modificado por Castilho, (2009).

A questao dos “biossimilares”...

Glicosilagao em N:

Gal Gal

-

Glicosilacao em O:

Ser (126)

Asn (24,38,83)

Fucose
Sialic Acid
Galactose

Mannose

GalNAc
GlcNAc



Exemplo de “later generation protein”

. Carbohydrate
e side chains

Heceplor 1 %
v , Recaptor 2

Eritropoetina de 12 Geracao

Meia vida: 8,5 h

B Darbepoietin alfa

T Additional
t carbohydrate

side chains

Racapior 1
P Receptar 2

Aranesp, Amgen (2 sitios de
N-glicosilacao extras)

Meia vida: 25 h

Fonte: Elliott et al., 2003



Biossimilares: oportunidades e desafios...

 @Genéricos e biosimilares: mesmo tratamento pelas autoridades

reguladoras?

* Ganhos? Reducdo de precos totalizando USS 350 bi para os

proximos 20 anos, apenas nos EUA.

* Existem riscos no licenciamento simplificado de biosimilares?

« “O processo é o produto”?

A RDC N2 55 da ANVISA (DEZ 2010)



O processo é o produto?

Exemplo 1: processo de producao em larga escala de rHSA (albumina humana recombinante)
em leveduras
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Figure 11.1  Process flow diagram of the production and purification of rHSA using expanded-bed adsorption (EBA)

Fonte: Development of Sustainable Bioprocesses, Wiley, 2006



Exemplo 2: processo de producao de anticorpos monoclonais em células de mamifero

S-101

Inoculum preparation

S-103

—_—
@-

P-2 / RBR-101

P-1/TFR-101 104
Tlask (100 mL) Roller bottle (0.75 L) l
S-107 S-108 5110
£ O
=
() e Ly
si06  # | =" |P '
$-105 P-3/BBS-101
Bag bioreactor (5 L)
S-111
S112 |
i
P-6/V-102
Medium preparation
5116 @ .
P-8/G-101 S-1
Gas compression
S-121
s-122 4

P-11/V-104
Medium preparation

5126
S-127 ]
P-14/ AF-102

P-13/G-102
Gas compression
S-140

S-141

P-21/V-108
Medium preparation

S-145 @——»D

P-4/ BBS -102 Siqns

Bag bioreactor (40 L)

YV

P-5/SBR1
First seed bioreactor (300 L)
18

P-7/V-101
Sterile filtration

S-119
S5-148

B
7 P-9/ AF-101

Air filtration

P-12/ DE-102
Steriie filtration

S-125
5-128 P-10/SBR2
Second seed bioreactor (2000 L)
S-129
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S-149
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s-144 T
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. P-24 / AF-103
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PrA-Equil
Primary recovery b PrA-Wash
Protein-A 5164
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. 3 Rl
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S-174 2
IEX-Wash Ele-vi e
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Fonte: Development of Sustainable Bioprocesses, Wiley, 2006



Regulamentacao no Brasil

Vias regulatorias para produtos biolégicos (ANVISA RDC 55/2010)

Produtos biol6gicos Registro por dossié
novos : completo
Produtos
blolégicos
mmparabllpoade
Produtos biol6gicos
(ndo novos)
Registro por via
individual

Fonte: Salerno, Matsumoto e Ferraz (2018), modificado de Interfarma (2017).

Segundo Salerno, Matsumoto e Ferraz (2018), “biossimilares sao definidos como
produtos bioldgicos registrados pela via de desenvolvimento por comparabilidade, que é
a via regulatodria utilizada por um produto bioldgico para obtencao de registro na qual foi
utilizado o exercicio de comparabilidade em termos de qualidade, eficacia e seguranca,
entre o produto desenvolvido para ser comparavel e o produto biolégico comparador.”

Regulamentacdo: RDC N° 55/2010.



Video — Material suplementar:

https://www.youtube.com/watch?v=DrJnbGe8kdE&ab_channel=Amgen



