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Introducgéo

De acordo com a Convencdo sobre Diversidade Bioldgica da ONU, em 1992, a
Biotecnologia é definida como uma aplicacdo tecnoldgica qualquer que use sistemas
bioldgicos, organismos vivos ou derivados destes, para fazer ou modificar produtos ou
processos para usos especificos. E um termo que inclui processos utilizados desde o
século passado na fermentacdo e em descobertas mais recentes como a engenharia
genetica (LUBINIECKI, 1997; WALSH, 2000).

A Biotecnologia Farmacéutica € iniciada pela producdo de compostos
biossintéticos de baixo peso molecular, como por exemplo, a descoberta da penicilina no
século XX por Alexander Fleming. Sdo produzidos medicamentos originados a partir de
processos biotecnologicos (Biofarmacos), onde o principio ativo é obtido de
microorganismos ou células modificadas geneticamente, como proteinas terapéuticas,
hemoderivados, soros e vacinas (imunoldgicos), antibidticos e alérgenos
(STRYJEWSKA et al., 2013; BARLOW et al., 1995).

Atualmente, a Biotecnologia Farmacéutica estd avancada, redesenhando os
processos e pesquisa, desenvolvimento, producdo e comercializacdo de medicamentos
(STRYJEWSKA et al.,, 2013). Isso se deve a novas descobertas cientificas e de
instrumentos, como a genémica, protebmica, metaboldmica e citbmica, que permitem
pesquisar 0 comportamento de moléculas e proteinas. Assim como, permitem observar
uma variedade de aplicacdes por meio do monitoramento de indicadores celulares ou
bioquimicos, desde as etapas de identificacdo de alteracdes fisioldgicas e/ou metabdlicas
induzidas pelo estado de doenca até a avaliacdo dos efeitos dos farmacos sobre o
organismo humano (GUIDO et al., 2010).

A protedmica que por espectroscopia de massa, eletroforese em gel, chips de
proteinas e arranjos de anticorpos, sequenciam aminoacidos e suas modificacfes pos-
traducionais. Assim, dados sdo gerados em média-escala com relevantes indicacGes para
a descoberta de novos alvos. Porém, como limitacdo, tem baixa eficiéncia de dados com
ruido associado. Enquanto a metabol6mica, utilizam as moléculas que constituem 0s

metabdlitos permitindo uma triagem em alta escala com significativa capacidade de



transferéncia para estudos, possuindo também limitacdes devido as misturas complexas,
ruido associado e reprodutibilidade. J& a citdbmica, utilizam os fotons alcancados de
imagem digital, fluorescéncia e imuno-histoquimica, para otimizar a visualizacdo
temporal e espacial dos efeitos celulares dos farmacos, porém ainda encontra dificuldade
em obter biomarcadores relevantes (GUIDO et al., 2010).

No inicio da década de 70 foi descoberta a tecnologia do DNA Recombinante, que
compreende a engenharia genética, proteica e metabdlica, que permite a transferéncia de
material genético entre organismos vivos e a producdo de uma extensa sequéncia de
peptideos, proteinas, e bioquimicos de células naturalmente ndo produtoras. Foi a
tecnologia do DNA recombinante, também conhecida como engenharia genética, que até
hoje é a base de muitos processos biotecnoldgicos. Foi a tecnologia do DNA
Recombinante que permitiu a producdo dos primeiros produtos biotecnoldgicos na
industria farmacéutica (STRYJEWSKA et al., 2013; COMBETTES-SOUVERAIN,
1998). A tecnologia do DNA Recombinante utiliza a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase), descoberta em 1985 por Kary B. Mullis, que possibilita a amplificacao
do DNA in vitro (COMBETTES-SOUVERAIN, 1998).

Em geral, as diferentes estratégias biotecnolégicas discutidas produzem grandes
quantidades de dados que devem ser analisados de forma rapida e eficaz. As andlises in
silico ttm um papel fundamental, possibilitando a organizacdo, o gerenciamento, a
visualizacdo e a interpretacéo da informacéo gerada. A bioinformatica estabelece padrbes
de correlagdo entre os diversos eventos bioquimicos e celulares envolvidos no estado de
doenca, ou durante o tratamento de um candidato a farmaco. Bem como, a anélise
exploratoria in silico de sequéncias genémicas de regides CRISPR (GUIDO et al., 2010).

A tecnologia CRISPR que permite a manipulacdo de genes e vias em células de
mamiferos, fornecendo ferramentas poderosas estudos de identificacdo e validacdo de
alvos. S&o tecnologias de edicdo de genoma que oferecem ferramentas para estabelecer
sistemas celulares para estudar o efeito de um polimorfismo de um nucleotideo simples
especifico em uma doenca relevante fenotipo. Os resultados desses estudos genéticos
reversos e avancgados forneceriam evidéncia sobre se o sistema celular pode recapitular
parte da doenga fendtipo, por isso a relevancia bioldgica para uso como modelo celular
para a doenca (LU et al., 2017).

Os processos biotecnoldgicos mais utilizados amplamente na indastria
farmacéutica, além da tecnologia de DNA recombinante, e incluindo dentro deste
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de vacinas, human-on-chip, impressdo de 6rgdos, medicina de precisdo, antibioticos,
hemocomponentes e lipossomas, farmacogenética e farmacogenémica, e mais recente, a
terapia génica. As principais ferramentas utilizadas sdo PCR, Enzimas de restricdo,
Eletroforese, Eletroporacéo e Sistema X-gal/lacZ (STRYJEWSKA et al., 2013).
Atualmente, a biotecnologia tem impacto na inddstria farmacéutica, contribuindo
com a producdo de novos farmacos, em adicdo as tecnologias tradicionais, fornecendo

medicamentos com maior especificidade e menos efeitos adversos.

Principais inovacdes da Biotecnologia na producéo de novos farmacos
Biossensores. Sao dispositivos médicos implantados utilizados na medicina de preciséo.
A medicina de precisao trata o individuo com as suas particularidades, individualizando
0 tratamento, prevencdo e investigacdo, considerando a variabilidade individual do
paciente (GHASEMI et al., 2016). Compreende como dispositivos analiticos contendo
um sensor bioldgico que transforma a resposta biologica em sinais elétricos, compostos
por bioreconhecimento (identifica o alvo) e um transdutor (converte o sinal de
reconhecimento molecular em sinal elétrico). Podem ser utilizados diferentes elementos
de reconhecimento molecular, como, anticorpos, proteinas, enzimas, peptideos e acidos
nucleicos (THEVENOT et al., 2001). Sdo utilizados para diagndsticos, gestdo,
monitorizacao e tratamentos de diversas doencas. Alguns requisitos sdo importantes para
0s biossensores: capacidade de acdo dentro da faixa terapéutica de uma substancia ativa
na presenca de solugcbes como sangue ou fluido intersticial, portanto, deve ter
sensibilidade e especificidade; biocompatibilidade e bioestabilidade, ser funcional diante
de reacdes imunoldgicas negativas; ter autossuficiéncia e transmissao, no fornecimento
de energia e controle externo (GRAY et al., 2018).

Estes dispositivos sdo aplicados nas doencas metabolicas, como por exemplo na diabetes
mellitus, (Home, 2012). Biossensores também sdo utilizados nas investigagdes forenses.
Alguns biossensores de enzimas também estdo em fase experimental na neurociéncia com
0 objetivo de investigacao de disturbios regulatérios no metabolismo energético cerebral
para a cognicdo e memoria (HERTZ; GIBBS, 2009).

Anticorpos monoclonais terapéuticos. Anticorpos monoclonais terapéuticos séo
produtos biofarmacéuticos a base de imunoglobulinas modificadas, que exercem um
efeito especifico e controlado sobre um determinado alvo. Originam-se de um unico
clone de células do linfocito B selecionado artificialmente, caracteristica que os torna

monoespecificos e homogéneos. Desta forma, este anticorpo liga somente a um epitopo,



apresentando diferenciacdo da especificidade deste epitopo para cada anticorpo.
Caracteristicas que explicam o seu potencial diante de anticorpos policlonais produzidos
in vivo, que embora tenham alta afinidade pelo alvo imunizante, integram uma mistura de
anticorpos neutralizantes e ndo neutralizantes com diferentes afinidades (LEVENE et al.,
2005).

Anticorpos monoclonais terapéuticos sdo produzidos a partir de imunizacdo de animais,
seguido da sele¢do das células B candidatas pela colheita de células do baco do animal.
O sistema imunologico do animal gera e otimiza essas células candidatas, por meio da
técnica do hibridoma por Kohler e Milstein em 1975 (KOHLER et al., 1976). A técnica
do hibridoma é caracterizada pela fusdo de células linfécitos-mieloma, gerando clones
imortais de células B que podem ser rastreados com base na afinidade de ligacéo de seu
produto, permitindo a selecdo de anticorpos monoclonais especificos e de alta afinidade
(BREEDVELD, 2000). Tipos de anticorpos monoclonais: Muromonab-CD3 (100%
camundongo), o primeiro a ser descoberto, de origem murina. Caracterizados por reagdes
alérgicas comuns em humanos e meia-vida curta (WEINER, 2006); Quiméricos (35%
camundongo/65% humano). Caracterizados por meia-vida estendida e imunogenicidade
reduzida em humanos; Humanizado (5% camundongo/95% humano), anticorpos
monoclonais humanizado por clonagem de genes de regido variavel (V) e enxerto de
regido determinante de complementaridade de cadeia variavel (CDR); e humano (100%
humano), produzidos por imunizacdo de modelos de camundongos transgénicos que
expressam isotipos humanos de 1gG. Sdo mais bem tolerados e melhor tempo de meia-
vida (YAMASHITA et al., 2007). Para a producdo de anticorpos monoclonais Humano
também podem ser utilizadas bibliotecas in vitro (phage display), que fazem uma triagem
combinatoria, permitindo a selecdo de anticorpos de afinidade moderadamente alta e
totalmente humanos (ZHAO et al., 2016).

Os anticorpos monoclonais representam atualmente uma das maiores classes de
biofarmacos e sdo utilizados em terapias de doencas oncologicas, inflamatorias,
cardiovasculares, transplante de 6rgaos, doencas respiratérias e oftalmologicas e vem
expandindo para outras doencas (LEVENE et al., 2005). O interesse pelos anticorpos
monoclonais também se manifesta em doencas neurodegenerativas, tal como Alzheimer,
que possui representantes em estudo clinico, tendo como alvo proteinas beta-amiloides.
Na farmacologia, os anticorpos monoclonais comparados com terapias tradicionais,
possuem diferencas: peso molecular maior (aproximadamente 150 kDA), o que limita a

sua utilidade terapéutica a alvos extracelulares, ndo atravessando a barreira



hematoencefalica. Seu acesso ao cérebro é garantido por meio de injetaveis, o que pode
ser benéfico quando quiser evitar exposicao do sistema nervoso central (COOPER et al.,
2013).

Na farmacodindmica, a afinidade e a seletividade muito altas dos anticorpos monoclonais
terapéuticos para seu alvo molecular os tornam menos propensos a ter efeitos fora do alvo
(OVACIK; LIN, 2018). Os principais métodos para obter anticorpos monoclonais
biespecificos sdo fusdo somatica de duas linhas de hibridoma; conjugacéo quimica com
reticuladores; e engenharia genética (SEDYKH et al., 2018).

Na farmacocinética, a biodisponibilidade oral de anticorpos monoclonais é de menos de
1%, devido ao seu tamanho, baixa estabilidade gastrointestinal, permeabilidade limitada
da membrana e polaridade, por esse motivo a administracdo é via parenteral (intravenosa,
subcutanea e intramuscular). Quando sdo injetados subcutanea e intramuscular, o
processo de absorcdo do local da injecdo é através do espaco intersticial e no sistema

linfatico, com posterior drenagem para a circulacéo sistémica (RYMAN; MEIBOHM,

2017; KEIZER et al., 2010). Outras vias potenciais de administracdo incluem intravitrea,

intraperitoneal e pulmonar (KEIZER et al., 2010).

Human-on-a-chip. A tecnologia Human-on-a-chip (HoaC) é uma plataforma que pode
ser utilizada para o teste de novos farmacos, reproduzindo a complexidade dos érgdos em
um mesmo chip e computadores controlam a circulagdo de um fluido que relativamente
realiza as func¢des do sangue. Especificamente, HoaC séo sistemas micro fisioldgicos,
onde inimeros 6rgdos sao incluidos em uma plataforma. Essa plataforma desenvolve
modelos fenotipicos especificos de pacientes com doencas raras, onde as células
especificas da doenca podem ser diferenciadas das células-tronco pluripotentes induzidas.
Esses avangos técnicos permitem as iniciativas de sistemas microfisiol6gicos para o
programa de testes de eficacia e toxicidade de medicamentos pelo National Institutes of
Health (NIH) e Defense Advanced Research Projects Agency (DARPA) em 2012 e
incentivaram o amadurecimento e a comercializagdo dessa tecnologia. HoaC substitui o
uso de experimentos em animais, diminui o custo da pesquisa e a limitacdo de baixa
populagéo de estudo nos ensaios e contribui para a producao de novos farmacos (LOW;
TAGLE, 2017).

Farmacogenética e farmacogenémica. A farmacogenética estuda as influéncias dos
efeitos de genes isolados sobre as respostas aos farmacos. Esta area da farmacologia

clinica, visa otimizar o tratamento por meio da personalizacéo terapéutica, uma vez que



a resposta farmacologica a um tratamento medicamentoso ndo é a mesma em todos 0s
individuos (BURMESTER et al., 2010). Particularmente, procura identificar genes que
predisponham as doengas, afetem a farmacodindmica e farmacocinética de
medicamentos, modulem respostas aos medicamentos, estejam associados as reacoes
adversas ao medicamento (SHASTRY, 2006).

No sentido mais amplo, a farmacogenética integra a farmacogendmica, que estuda o
genoma humano em sua totalidade e avalia os determinantes poligénicos da resposta aos
farmacos, e a farmacogenética € utilizada para definir genes que determinam a agdo de um
farmaco. Embora os termos sejam utilizados de forma intercambiavel, a farmacogenética
é frequentemente considerada o estudo da resposta a fA&rmacos em relacdo ao genoma
(MORGANTI et al., 2019).

Os ensaios de reacdo da cadeia de polimerase em tempo real (PCR-RT), sequenciadores
de ultima geracdo, genotipagem, sdo concentrados na detec¢do de variacdes genéticas que
modificam as interacdes de farmacos com os alvos ou as vias metabdlicas dos farmacos
(anabdlicas ou catabolicas ou upstream e downstream, respectivamente), podendo ser
utilizados para a selecdo de formulagbes de farmacos e percepcdo de diversas
imunogenicidades, inclusive, biomarcadores na farmacogenética para facilitar a terapia
medicamentosa mais eficaz, para reagdes adversas a farmacos e respostas a intervengoes
terapéuticas (MORGANTI et al., 2019; COCCA et al., 2016; BECQUEMONT et al.,
2010).

Polimorfismos genéticos que codificam proteinas alvos de farmacos, e em enzimas
metabolizadoras e transportadores de farmacos podem alterar a eficacia dos mesmos,
eventos adversos ou ambos para causar respostas variaveis em pacientes (MA, 2011).
Portanto, a variabilidade genética pode desempenhar papel importante na
farmacocinética, ou seja, na absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecéo, assim como
na farmacodinamica, isto é, na interacdo do farmaco com o alvo e na relacao entre a sua
concentragéo e seu efeito (WEINSHILBOUM, 2006).

Compreender o transcriptoma levando em consideracdo a variabilidade genética
individual aplicada na medicina de precisdo. O transcriptoma € o conjunto completo de
RNA ou transcrito de um organismo, grupo de células ou ainda de uma célula especifica
em uma determinada condicao fisioldgica e abrange o sequenciamento de todos os tipos
de moléculas de RNA, como miRNA, mRNA, RNA codificantes e ndo codificantes,
assim como as formas de splicing alternativos poliadenilados. Reunidos na anélise eles

refletem os genes que estdo ativamente expressos em um tecido particular (DELANEY et



al., 2016).

O processo de transcricdo ocorre mediante a sintese de RNA a partir do DNA. O RNA
determina quais genes serdo expressos e podem se modificar durante a vida do organismo,
ao contrario do DNA, que ¢ estatico. Uma das principais causas de modificacfes sao as
alteragcdes ambientais, considerando que o0 organismo tenta se ajustar a estas mudancas
para se manter vivo. O transcriptoma tem como objetivo catalogar todas as espécies de
transcritos, determinar as estruturas das transcricdes de genes padrdes de splicing,
distintas modificaces pos transcricionais e quantificar as 36 alteracdes dos niveis de cada
expressao de transcritos sob diferentes condi¢cbes (DELANEY et al., 2016).

A eficécia terapéutica de um farmaco depende do conhecimento da patogénese da doenga
e da especificidade temporal e espacial necessaria da expressdo génica. Um nova era da
terapia génica é marcada pela tecnologia em gue a entrega € aprimorada por convecgado
guiada por ressonanca magnétia intervencionista, que é o padrdo-ouro para verificar a
entrega precisa do vetor em tempo real (SUDHAKAR; RICHARDSON, 2019).

Terapia génica. A terapia génica fornece beneficios terapéuticos por diversos meios, pela
correcdo dos mecanismos patogénicos, corrigir genes defeituosos com a introducéo de
genes saudaveis, controle dos sintomas. Com o aumento da compreensdo da medicina
molecular sdo desenvolvidos vetores de transferéncia de genes mais especificos e
eficientes que produzem resultados clinicos. Também, abrange o uso de biomarcadores,
que em sua maioria sdo marcadores moleculares para detectar tracos genéticos especificos
e orientar diferentes abordagens na prevencdo e no tratamento de vérias doencas
(MORGANTI et al., 2019).

Impresséo tridimensional. S&o modelos de 6rgaos bioartificiais que replicam a anatomia
especifica do paciente e tém desempenhado papeis importantes no diagndstico médico e
no tratamento de doencas. S&o produzidos em impressédo tridimensional 3D. Podem ser
utilizados em transplante de 6rgéos, evitando problemas relacionados a imunossupresséo.
A impressdo tridimensional 3D integra a medicina, biotecnologia, biologia, fisica e
engenharia mecanica, onde utilizam impressoras 3D e polimeros sintéticos no suporte nas
atividades celulares e biomoleculares que ddo suporte as atividades celulares
biomoleculares. Os polimeros sintéticos biodegradaveis utilizados na producédo de 6rgéos
bioartificiais possuem excelentes propriedades mecanicas, estruturas quimicas ajustaveis,
taxas de degradacdo controlaveis e material atoxico (Fan e Xiaohong, 2020). As
tecnologias de impressdo 3D s&o auxiliadas por Computer Aided Design (CAD),

produzindo estruturas complexas diretamente do projeto, com alta resolucdo e



sofisticacdo, construindo objetos s6lidos por deposi¢do incremental de material e fuséo
de finas camadas transversais. Também podem ser construidos utilizando hidrogeis ou
solucBes poliméricas carregadas de células (WANG et al., 2007; RICCI et al., 2012;
WANG et al., 2010; ZHAO et al., 2016; WANG et al., 2013).

Os principais tipos de tecnologias 3D mais utilizadas para constru¢do dos andaimes
porosos sao que utilizam polimeros sintéticos como materiais de partida; modelagem de
deposic¢éo fundida; impresséo baseada em extrusdo; estereolitografia; impressao baseada
em jato de tinta; e impressao 3D assistida por laser (WANG et al., 2018). Os polimeros
sintéticos mais utilizados sdo poli (&cido latico); poli (acido glicélico); acido polilatico-
co-glicolico; poliuretano; e policaprolactona (HUNG et al., 2016; ESHRAGHI et al.,
2010; MOTT etal., 2015; SUN et al., 2008; KRUTH et al., 2008; IFKOVITS et al., 2007;

LIGON etal., 2017).

Nanoparticulas. Nanoparticulas sdo utilizadas para entrega de farmacos de uso
terapéutico e diagndsticos. Lipossomas sdo utilizados para aumentar a precisdo do
diagndstico, aumentar a eficicia terapéutica e reduzir eventos adversos (VAN DER
MEEL et al., 2019, IRVINE; DANE, 2020; JAIN; STYLIANOPOULQOS, 2010).
Lipossomas sdo utilizados para alcancar esses beneficios no tratamento oncolégico
(Doxil), enquanto outras nanoparticulas lipidicas portadoras de RNA mensageiro sao
potencialmente utilizadas para a producéo de vacinas (COHEN, 2020; ROSENBLUM et
al., 2018; LAM et al., 2018).-Alem disso, séo utilizadas para a entrega de farmacos, genes
e nanocarreadores para agentes de contraste de imagem e farmacos ndo opioides para
tratar a dor cronica (RAMIREZ-GARCIA et al., 2019; ESSER et al., 2016; TRUONG et
al., 2013).

A metodologia aplicada a lipossonas e nanoparticulas poliméricas é caracterizada pela
marcacdo com fluorescéncia e sangue humano. Sendo injetados em uma rede
microvascular sintética com uma geometria complexa de microcanais projetados para
imitar os vasos sanguineos. O sangue humano contendo nanoparticulas é posteriormente
coletado e incubado com uma mistura de anticorpos marcados com fluorescéncia
criteriosamente selecionados. Cada anticorpo se liga a um tipo especifico de célula no
sangue, permitindo a identificagéo de interacOes celulares por citometria de fluxo (MAI
et al., 2020).

Para a producdo de nanoparticulas é necessario fazer a sintese e a caracterizagdo de

nanoparticulas; estabelecer o método de caracterizacdo do fluxo sanguineo; andlise de



interagOes celulares; verificar o efeito das condi¢des de fluxo; efeito do tamanho da
particula; e o efeito da carga de particulas (MAI et al., 2020).
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