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Resumo:

Com o aumento da utilizacdo de medicamentos biologicos em diferentes areas
terapéuticas nomeadamente oncologia, infeciologia e doengas autoimunes, surgem
desafios na produg@o em larga escala de forma a chegar ao maior nimero de doentes,
mas também a nivel de custos dada a complexidade destes medicamentos.

A industria biofarmacéutica tem vindo a crescer nos ultimos anos quer pela maior
utilizagdo deste tipo de medicamentos quer pelo investimento em investigagdo em novas
terapéuticas.

Com a evolugdo destes medicamentos, surgem desafios que a industria biofarmacéutica
enfrenta nomeadamente a nivel de producdo e regulamentacao, no entanto, apresentam-
se novas perspetivas futuras relacionado com novas tecnologias e técnicas.

A necessidade de mudanga através da implementacao de novas formas de fabrico
tornou-se uma prioridade na medida em que sé assim se conseguird ultrapassar os
obstaculos associados a estes medicamentos e para além disso se atingira aspetos
importantes como a qualidade, eficacia e seguranca dos mesmos.

Esta dissertacdo pretende debrugar-se ndo s6 nos desafios que este setor enfrenta, como

também nas tendéncias do mercado biofarmacéutico a nivel mundial.

Palavras-chave: Biofirmacos; custos de producdo; biotecnologia; perspetiva futura



Abstract:

With the increasing use of biological medicines in different therapeutical areas, such as
oncology, infectiology and autoimmune diseases, challenges emerge in large-scale
production to reach the largest number of patients, but also in terms of costs, given the
complexity of these medicines.

The biopharmaceutical industry has been growing in recent years due to the increased
use of biologics, but also the investment in research and development of new therapies.
As these medicines evolute, there are challenges that the biopharmaceutical industry
faces, particularly in terms of production and regulation, however, there are new
perspectives there are new technologies and techniques.

The need for change trough the implementation of new forms of manufacturing has
become priority so far as this is the only way to overcome the obstacles associated with
these medicines, and to achieve importance aspects such as quality, efficiency, and
safety.

This dissertation intends to focus not only on the challenges facing this sector, but also

on the trends in the biopharmaceutical market worldwide.

Keywords: Biopharmaceuticals; manufacturing costs; biotechnology; future

prespective
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Desenvolvimento de medicamentos biologicos: desafios e futuro

1. Introducao:

Nos ultimos anos a investigacao e desenvolvimento por parte das induastrias
farmacéuticas tem se centrado sobretudo na area da biotecnologia farmacéutica, pelo
facto dos medicamentos bioldgicos apresentarem mais eficacia, seguranga e por ser
mais dirigida as células pretendidas.

A utilizagao de biotecnologia comegou a ser utilizada ja no século XX, nos anos 70
onde se estabeleceu a tecnologia de ADN recombinante, que consistia na capacidade de
transferir unidades especificas de informacao genética de um organismo para o outro.
Em 1982 foi aprovado o primeiro medicamento biologico Humulin®,

insulina humana produzida com base em processos de biotecnologia (Pina et al., 2009).
Um medicamento bioldgico ¢ um medicamento cuja substincia ativa € uma substancia
bioldgica. Entende-se por substancia biologica, uma substancia extraida ou produzida a
partir de uma fonte biologica e cuja caraterizagdo e definicao de qualidade requerem a
combinagdo de ensaios fisicos, quimicos e bioldgicos, em conjunto com o processo de
fabrico e respetivo controlo. Considera-se medicamento biolodgico os seguintes
medicamentos: medicamentos imunolédgicos, derivados do sangue e plasma humanos
(Decreto-lei , 2019).

Estes medicamentos apresentam diferencas em varios aspetos quando comparados com
medicamentos compostos por substancias quimicas. Alguns dos aspetos dos
medicamentos bioldgicos sdo a nivel da estrutura e tamanho das moléculas, pois estes
correspondem a moléculas de elevado peso molecular, como representado na figura 1.
Para além disso sdo produzidos através de sistemas vivos, quer microrganismos quer
por células animais, sendo sujeitos a um complexo processo de fabrico (Comissao
Europeia , 2013).

O facto de os medicamentos biologicos apresentarem grandes diferencas aos
medicamentos habitualmente utilizados, estes requerem um maior controlo, mas
também melhor gestdo da utilizagdo dos mesmos, por serem medicamentos mais
onerosos devido a sua parte indispensavel num arsenal terapéutico, nomeadamente para

doencas raras e limitantes (Makurvet et al., 2021).
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Atualmente a biotecnologia farmacé€utica posiciona-se como uma area em expansao que
continuard a apresentar novas terapéuticas e novas abordagens de tratamento levando

por isso a novos desafios na utilizagdo e implementacao (Makurvet et al., 2021).

Massa Molecular (Daltons)

g
Aspirina Insulina Eritropoietina Anticorpo Monoclonal
(180) (5808) (30,400) (150, 000)

Figura 1:Comparagdo do peso molecular entre medicamentos de sintese quimica e biologica. Adaptada de
Mellstedt et al., 2013

2. Mercado da industria biofarmacéutica no mundo:

Embora no ano de 2021 tenha sido ainda bastante marcado pela pandemia da COVID-
19, e dessa forma fica marcado por uma atengao especial as vacinas que foram
aprovadas quer pela FDA quer pela EMA, nomeadamente Comirnaty® pela Pfizer-
BioNTech®; Spikevax® pela Moderna®; JCOVDEN® pela Janssen®, Vaxzevria®
pela AstraZeneca® e, mais recentemente Nuvaxovid® pela Novavax® (EMA, 2021;
FDA, 2022b).

Para além das vacinas, as industrias biofarmacéuticas foram capazes de acrescentar
mais areas terap€uticas ao seu pipeline. Produtos emergentes como terapias de fagos,
terapia genética, anticorpos monoclonais, nova gera¢ao de antimicrobianos e anti-
infeciosos, abrem horizontes para oportunidade ao tratamento em areas como
oftalmologia, gestao da dor, controlo de infegdes e até mesmo na doenga de Alzheimer
(Zaki et al., 2021).

Apesar destas areas emergentes fazerem parte do pipeline de empresas

biofarmacéuticas, os anticorpos monoclonais sdo os produtos mais valorizados e que
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tem se vindo a manter no mercado, sobretudo em areas como o cancro ¢ doengas

autoimunes, como representado na figura 2.
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Figura 2: Anticorpos monoclonais aprovados ao longo do tempo e por grupo. Adaptado de
(Hodgson et al., 2021)
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Mercado da industria biofarmacéutica no mundo

2.1.Portugal:

Em Portugal o setor da biotecnologia tem crescido, embora ainda tenha uma dimensao
relativamente pequena, uma vez que existem alguns desafios para o crescimento deste
setor no qual se inclui a biotecnologia farmacéutica. Alguns dos desafios passam pelo
acesso a financiamento, falta de investidores privados, dimensao do mercado e questdes
regulamentares (S4 et al., 2021).

Apesar dos desafios que este setor apresenta continua a ser um setor em crescimento e
de grande importancia devido as novas terapéuticas que tém surgido no mercado.

Em Portugal a dispensa de medicamentos bioldgicos acontece sobretudo a nivel
hospitalar sendo que o inicio de tratamento devera ser feito com o biossimilar ou
medicamento de referéncia que tenha menor custo para a instituicdo (Comissao
Nacional de Farmacia e Terapéutica et al, 2018).

O aparecimento de biossimilares permitiu mais doentes terem acesso a medicamentos
eficazes e seguros, a precos acessiveis e comportaveis por parte dos sistemas de saude.
O medicamento biossimilar ¢ um medicamento biologico desenvolvido com o objetivo
de ser semelhante ao medicamento de referéncia ja aprovado. Os biossimilares sao
aprovados de acordo com os mesmos padrdes de qualidade, seguranca e eficacia, sendo
a Agéncia Europeia do Medicamento a responsavel pela maioria dos pedidos de
comercializacdo de biossimilares na Unido Europeia (EMA, 2017b).

O primeiro biossimilar a ser usado em Portugal foi em 2008 com a substancia Epoetina.
Atualmente existem 18 biossimilares aprovados em Portugal e 14 comercializados
sendo que abrangem varias areas terapéuticas, como representado na tabela

1.(APOGEN, 2022).
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Tabela 1: Biossimilares aprovados em Portugal com respetiva area terapéutica. Adaptado de (APOGEN,
2022)

Medicamento Biossimilar

Area terapéutica

intestino/Oftalmologia/Psoriase/
Reumatologia
Bevacizumab Oncologia/Profilaxia da doenca

tromboembdlica venosa

Enoxaparina Sédica

Profilaxia da doenca tromboembolica

venosa
Epoetina(alfa,beta,zeta) Hematologia
Epoctinas liber. prolongada Hematologia

Etanercept Psoriase/Reumatologia
Filgastrim Hematologia
Folitropina alfa Infertilidade

Infliximab

Doenga inflamatéria do

intestino/Psoriase/Reumatologia

Insulina aspartico(soluvel) Diabetes

Insulina glargina Diabetes

Insulina lispro(solivel) Diabetes

Pegfilgastrim Hematologia

Ranibizumab Retinopatia diabética
Rituximab Oncologia/Reumatologia
Somatotropina Perturbacdes do crescimento
Teriparatida Osteoporose

Trastuzumab Oncologia

Como referido anteriormente em Portugal a utiliza¢do de biossimilares tornou-se

predominante tendo em conta que a sua dispensa ¢ feita em meio hospitalar, o que

implica a necessidade de uma gestao eficiente para que ndo acarrete um acréscimo

substancial aos orcamentos publicos e de forma que o Sistema Nacional de Saude

consiga assegurar aos doentes a op¢ao terapéutica mais custo-efetiva sem alterar a

qualidade (APOGEN, 2022).
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2.2.Europa:

A Europa apresenta-se como o segundo maior mercado na area da biotecnologia
farmacéutica no mundo, a seguir aos Estados Unidos da América. Esta realidade deve-
se ao facto do aumento da populagdo que apresenta doengas cronicas. Sabendo da
existéncia desta situacdo mais paises tém apostado no tratamento recorrendo aos
biofarmacos por estes apresentarem uma eficacia e seguranga superior quando
comparados com outros medicamentos.

Atualmente a Europa Ocidental corresponde a mais de 33% da produgao de
biofdrmacos a nivel mundial. Esta subida deve se sobretudo ao investimento cada vez
maior nesta area quer por parte de privados quer por apoios do estado como se tem
verificado em varios paises (Forecast et al., 2022).

Deste modo considera-se emergente a drea da biotecnologia farmacéutica na Europa,
sendo que emergente corresponde a uma empresa com capitalizagdo inferior a 10 bilides
de dolares enquanto recebe aprovagao por parte da Agéncia Europeia do Medicamento
(Deloitte, 2022) .

A europa apresenta-se como um local propicio a desenvolver cada vez mais empresas
de biotecnologia farmacéutica por possuir varios aspetos importantes na fixagao destas
empresas. Alguns dos aspetos passam por: (1) ter centros de investigacao e
conhecimento do setor para apoiar a inovacao;(2) bastantes profissionais altamente
qualificados;(3) um grande foco no desenvolvimento de terapéuticas avangadas e para
além disso um fator determinante que ¢ os doentes europeus estarem dispostos a novas
inovagoes terapéuticas e tecnoldgicas quando comparado com os doentes norte
americanos (Deloitte, 2022).

A biotecnologia farmacéutica apresenta-se como a area mais promissora dentro da
biotecnologia global, desde o ano de 2005 até ao ano de 2020 houve um grande
aumento de investimento, no entanto 20% corresponde ao setor publico e o restante ao
setor privado. Nao s6 o setor da biotecnologia farmacéutica tem tido reconhecimento,
mas também a biotecnologia industrial. A 4rea da biotecnologia industrial tem
aumentado nos ultimos anos, uma vez que, através dela é possivel criar diferentes
materiais e tecnologias essenciais em outras areas, nomeadamente na medicina e

industria farmacéutica, como representado na figura3 (Martin et al., 2021).
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Figura 3: Comparagdo dos varios setores de biotecnologia nos anos 2005;2010;2015;2020. Adaptado de (Martin et
al., 2021)

A Europa também tem apostado em tecnologias inovadoras para a produgdo destes
medicamentos, nomeadamente o uso da tecnologia RNA, a aprovagao europeia do
medicamento Leqvio® da Novartis®, como o primeiro medicamento derivado da
tecnologia siRNA para o colesterol LDL, marca uma mudanga fundamental para o
mercado farmacéutico, uma vez que até a data, os medicamentos siRNA tinham sido
destacadas como terapias para doengas raras (Hodgson et al., 2021).

Mais de 50%, das terapéuticas em desenvolvimento sdo produtos novos e terapias
que tendiam a ser menos estudas passam a agora a ter uma grande importancia, tais
como a terapia celular, genética, nucleotidicas que continuam a aumentar,
nomeadamente entre o anos de 2014 a 2019 o niumero de produtos mais do que

triplicou, como representado na figura 4 (IQVIA, 2021).
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52%

[ | Biologico Radioterania
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Figura 4: Representacdo grafica de novos produtos e indicadores de expansdo. Categorias
chave em desenvolvimento. Adaptado de (IQVIA, 2020, 2021)

2.3.EUA:

Os Estados Unidos apresentam o maior mercado de producdo de medicamentos
bioldgicos a nivel mundial, tendo em 2021 atingido o valor de 343 bilides de dolares
(Mordor Intelligence LLP et al., 2022).

Este valor pode ser explicado com o facto de em 2020 com o aparecimento da pandemia
COVID-19 viérias industrias farmacéuticas com desenvolvimento também na area da
biotecnologia terem produzido as vacinas contra a COVID-19, mais tarde aprovadas por
entidades reguladoras como o FDA.

O mercado norte americano realgou-se perante outros mercados durante o periodo de
pandemia, isto porque grande parte das empresas farmacéuticas com produgao
biotecnoldgica, que tém liderado o mercado em termos de vendas serem sedeadas nos
EUA, como representado na figura 5(Urquhart et al., 2022).

Para além das vacinas em 2020 a FDA aprovou mais catorze biologicos, dos quais oito
correspondiam a anticorpos monoclonais, sendo esta a classe que ainda predomina nos
medicamentos bioldgicos. Desta lista de catorze novas moléculas aprovadas ¢
importante destacar o biologico Aducanumab especifico para as placas formadas pela
proteina beta amiloide, unico bioldgico até ao momento com indicagdo para a doenca de

Alzheimer (de la Torre et al., 2022).
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O mercado de biologicos tem tido um forte crescimento pelo facto de mais moléculas
terem sido aprovadas, isto deve-se as diferentes metodologias que FDA tem conseguido
desenvolver ao longo dos anos de modo a acompanhar a inovagao e desenvolvimento

por parte de industrias biofarmacéuticas.(Batta et al., 2017).
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Figura 5: Representacdo das empresas e medicamentos com maiores vendas em 2021. a. As dez
principais empresas por vendas de prescrigdo e venda livre. b. Os dez medicamentos mais vendidos em
todo o mundo. Adaptado de (Urquhart et al., 2022)
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Tendo em conta as empresas biofarmacéuticas representadas anteriormente e por estas
se apresentarem como grandes players mundiais é necessario perceber quais sao os
pipelines das principais industrias € como esta industria ird crescer.

Até maio de 2022 a Pfizer apresenta em decurso um total noventa e seis ensaios clinicos
nas mais diversas areas terapéuticas, no entanto a destacar varias areas como: a
imunologia o desenvolvimento de bioldgicos para doencas como a dermatite atdpica,
ltpus e purpura trombocitopénica imune. A area da oncologia recebe o maior destaque
no pipeline da Pfizer para cancros de tumores s6lidos e mieloma multiplo. Outra area
valorizada ¢ a das doencas raras no qual se encontra em desenvolvimento biologicos
como os agonistas da hormona de crescimento humano e terapia genética para hemofilia
associada ao fator de coagulacdo VIII e IX (Husain et al., 2022).

Também a industria farmacéutica Abbvie aposta em areas como a imunologia
nomeadamente para a colite ulcerosa, lupus eritematoso, artrite reumatoide e doenga de
crohn. Outra area em destaque € a neurociéncia mais concretamente desenvolvimento
de bioldgicos para a doenga de Alzheimer. Também esta industria aposta mais na
oncologia que ¢ a que apresenta maior nimero de moléculas em desenvolvimento,
sobretudo para tumores solidos. Na infeciologia destaca-se o desenvolvimento de um

anticorpo monoclonal para o VIH (Abbvie et al., 2022).
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2.4.Japao:

O Japao apresenta-se como um pais muito envelhecido, tendo sido publicado em
setembro de 2021 o artigo intitulado “Japan’s Older Population Hits Record High”, no
qual ¢ mencionado que o numero de pessoas com 65 ou mais anos atingiu o valor de
36,4 milhdes de pessoas (The Japan Times et al., 2021).

Desta forma espera-se que o aumento da populagdo geriatrica impulsione o mercado,
uma vez que esta faixa etdria é propensa a doengas cronicas.

Para além disso, ¢ necessario compreender quem sao as entidades reguladoras
responsaveis por aprovarem medicamentos, dispositivos médicos e biologicos. No
Japao existem duas entidades reguladoras nomeadamente: (1) Pharmaceutical and
Medical Devices Agency (PMDA); (2) Ministry of Health, Labour, and Welfare
(MHLF). O processo de aprovacao de medicamentos no Japao ¢ menos complexo
quando comparado com outros paises, sendo um fator que faz com que mais fabricantes
optem pelo Japao como o seu mercado de medicamentos bioldgicos (Credevo et al.,
2021).

O mercado japonés trata-se de um mercado competitivo sendo composto por varios
intervenientes destacando: Takeda Pharmaceutical Company Limited; Pfizer Inc.;
Chugai Pharmaceutical Co., Ltd.; Merck & Co., Inc. e Daiichi Sankyo Company,

Limited como representado na figura 6.

. Concentracdo do Mercado
Players major

Takeda Pharmaceutical Company Consolidagdo: Mercado dominado pelos 1-
o Limited 5 players major
o Pfizer Inc.
e Chugai Pharmaceutical Co., Ltd. dmm Mercado Farmacéutico do Japao
o Merck & Co., Inc.

e Daiichi Sankyo Company, Limited Fragmentacao: Mercado competitivo sem
i os players major

Figura 6: A esquerda: major players do mercado farmacéutico. A direita: concentragio do mercado
farmacéutico.Adaptado de (Mordor Intelligence LLP et al., 2021)
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Destacar também novos medicamentos bioldgicos que receberam aprovacdo. Em margo
de 2022 a empresa Chugai Pharmaceutical Co., Ltd obteve aprovagdo por parte do
MHLF para um anticorpo anti-VEGF/anti-Ang-2 para o tratamento da degeneragao
macular relacionada com a idade associada a neovascularizacao cordide e edema
macular diabético.

Em abril de 2022 a farmacéutica Takeda Pharmaceutical Company Limited recebeu
aprovacao também por parte do MHLF para uma vacina contra a COVID-19 com
tecnologia protein-based com recomendagdo para imunizagdo primaria e reforgo em
individuos com mais de 18 anos (Mordor Intelligence LLP et al., 2021).

Em suma, o mercado de industria Biofarmacéutica no Japao destaca-se no continente
asiatico pelos fatores mencionados anteriormente, sendo um mercado em rapido
crescimento com grande potencial para investimento posicionando-se no top de
mercados de medicamentos biologicos ao lado dos EUA e Europa, como representado

na figura 7.

Numero de novas moléculas biologicas e quimicas (2001-2020)

@ Europa ‘ :i EUA 9 Japao @ ( Outros

2000-2005 2006-2010 2011-2015 2016-2020

Figura 7: Numero de novas moléculas quimicas e biologicas aprovadas nos respetivos paises. Adaptado
de (Epifa et al., 2021)
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2.5.Areas terapéuticas em crescimento:

Tendo em conta a anélise do mercado da industria biofarmacéutica este encontra-se em
constante mudanga e por isso, ¢ um setor com grande prioridade e que se apresenta
como fator chave para a competitividade da economia mundial. A sua contribui¢ao para
o crescimento econdmico baseia-se no facto de promover progresso tecnologico e
inovador em diversas areas sendo a principal a medicina.

Assim, o mercado da industria biofarmacéutica posiciona-se como um mercado que
continuara a ter a crescer devido a sua diversidade e aplicagdes na area das ciéncias da
vida.

As areas terapéuticas que tém maior expressam na industria biofarmacéutica sdo
especificamente cinco, nomeadamente a oncologia, doengas autoimunes, imunologia
(na qual se inclui os interferdes, imunossupressores € imunoglobulinas), infeciologia e
neurologia (destacando-se a esclerose multipla) (Aitken et al., 2019).

Uma das grandes melhorias e inovagao que a biotecnologia farmacéutica tem surgido ¢é
na area da genética, permitindo o aumento de uso de informagdo genética importante na
avaliagdo, diagnostico e tratamento. Com o conhecimento genético ¢ possivel identificar
sequéncias gendmica podendo ser utilizado na prevencao de doencgas, desta forma a
terapia genética pretende ser uma terapéutica a ser utilizada num futuro proximo. Nao
sO a genética se apresenta como uma area em crescimento, mas também a imunologia,
por também ela ter grande importancia na prevengao e progressao de doengas
prejudiciais. Deste modo, existe um grande interesse no estudo da funcdo das células
imunologicas para que se possa perceber quais os tipos de virus ou bactérias podem ser
tratados de forma eficaz, neste ramo destacam-se a terapia celular e a utilizacao de
bacteriofagos como novas terapéuticas (Linchpin et al., 2022).

Os exemplos dados anteriormente sdo algumas das aplicacdes que os biofarmacos
podem ter, sendo que mais podera ser explorado. A importancia deste conhecimento foi
notoria durante a pandemia COVID-19, da qual foi necessaria diagnosticar infetados, ter
dados epidemioldgicos e obter-se uma vacina da qual foi conseguida recorrendo a

tecnologia de ADN recombinante (Iniciativa et al., 2020).
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3. Desafios na industria biofarmacéutica:

3.1.Producio de medicamentos biologicos:

Como referido no capitulo anterior estes medicamentos apresentam-se como sendo mais
complexos que os medicamentos provenientes por sintese quimica. Por essa razao
apresentam mais desafios na sua produgdo sendo este um processo que envolve
bastantes passos na diferenciacao da producao industrial quimica, desse modo mais
custos associados a sua producgao (Moleirinho et al.,2019).

A producao de medicamentos bioldgicos envolve dois grandes passos nomeadamente:
Upstream e Downstream.

Destacando os processos de Upstream e Downstream, pois estes t€m uma grande

importancia na sua eficiéncia e qualidade do produto final (Moleirinho et al., 2019).

3.1.1. Upstream:
O processo upstream tem evoluido significativamente nos tltimos anos, devido ao

aumento de conhecimento de melhores formulagdes para culturas de células e também a
biorreatores com funcionalidade apropriada aos varios processos.

Existem fatores importantes a ter em conta de modo a obter-se um bom processo de
upstream, nomeadamente o tipo de cultura de células e os biorreatores utilizados

(Benyahia et al.,2020).

Cultura de Células:

Para a cultura de células estas devem ser escolhidas com base no seu crescimento e
estabilidade de forma que seja reprodutivel entre varios lotes.

Para além disso deve sempre ter me conta as necessidades comerciais e regulamentares,
a presenc¢a de materiais instaveis, variagoes de lote para lote, compatibilidade com os
sistemas de producao, facilidade de formulac¢ao, e o impacto no processo de
downstream(Grosvenor et al., 2012).

Até 2010 muitas empresas biofarmacéuticas seguiram a politica de desenvolverem as
suas proprias linhas celulares para produgdo, no entanto na tltima década assistiu-se a

uma mudanga nesta abordagem. Atualmente as empresas biofarmacéuticas tendem a
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utilizar a mesma linha de células para a producao e ensaios clinicos, pois desta forma
simplifica o ciclo de desenvolvimento da linha de células e otimiza a sua produgdo. Para
além disso reduz o risco de problemas de comparabilidade do produto e ajuda os
fabricantes a satisfazer os requisitos de qualidade do produto(Brian et al.,2018).

Para a cultura de células o sistema de expressdo mais utilizado sdo as células animais,
da qual fazem parte ovario de hamster chinés (CHO) e rim de hamster bebé (BHK).
Cerca de 70% dos anticorpos monoclonais sdo produzidos através de células de hamster
de ovario chinés, sendo estas as células mais utilizadas na induastria biofarmacéutica. A
sua escolha deve se ao facto de terem uma elevada produtividade, exibirem um rapido
crescimento adequado a escala industrial, e poderem ser facilmente adaptados (Tihanyi

et al., 2020).

Biorreatores:

e Stirred-Tank:
Corresponde ao bioreator mais utilizado e o mais convencional por apresentar varias
vantagens tais como: facil crescimento celular, boa capacidade de mistura de fluidos e
transferéncia de oxigénio, bem como a facilidade no cumprimento das GMP necessarias
por parte das entidades reguladoras. No entanto, apresenta algumas desvantagens como

o elevado consumo de energia bem como a estabilidade da mistura (Zhong et al.,2011).

o Airlift:
Apresentam vantagens sobre os biorreatores stirred tank, uma vez que sdo mais simples,
mais suave na mistura por ndo terem na sua composi¢ao uma turbina, e apresentam um
menor custo. Contudo, por nao possuirem a turbina ndo sao indicados para culturas

celulares altamente viscosas, resultando numa mistura de fluidos mais pobre(Zhong et

al.,2011).

e Bioreator de Membrana:

Neste tipo de biorreatores utiliza-se uma membrana especifica com capacidade para

reter células. Sao produzidos de modo a realizarem a separagao in situ de células do

meio e para além disso integram a separacdo e produ¢do numa unica etapa. Algumas
das vantagens na utilizacdo deste tipo de biorreatores sdo: a alta produtividade em

termos de volume e ser adequados a células de elevada densidade. No entanto
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apresentam desvantagens tais como: pouca estabilidade durante o processo devido a
obstrucdo da membrana, dificuldade na homogeneidade do produto e gradientes de
difusdo que limitam em grande escala. Apesar das desvantagens tém sido utilizados para

processos de fermentacao (Zhong et al., 2011).

e Fixed Bed:

Estes biorreatores sao utilizados com o proposito de imobilizarem células ou enzimas,
ou seja, existem areas especificas de elevado contacto entre sélidos e liquidos
resultando em menos resisténcia facilitando a mistura. Porém este tipo de bioreator ¢
propenso a acumular bolsas de gas o que dificulta a distribuicao de liquidos, por essa

razdo ndo tem sido muito utilizado em processos de fermentacao microbiana(Zhong et

al.,2011).

3.1.2. Estratégia de producio:

Quanto a estratégia de producao utilizada esta também se apresenta como um fator
relevante e desafiante, pois o produto final obtido sera determinado através do processo
de crescimento e fermentagao utilizado.

Deste modo, existem trés protocolos de fermentacao, nomeadamente: batch, fed-batch e
fermentagao continua(Ochoa et al., 2019).

A produgao em fed-batch tem sido amplamente utilizada no processo de fermentagao
para varios organismos tais como: aminoacidos, enzimas, antibioticos, proteinas e
varios produtos produzidos a partir de tecnologia de ADN recombinante. Este tipo de
producdo ¢ preferivel, visto que combina a seguranga e estabilidade entre lotes com
elevada produtividade de culturas de células. (Ochoa et al., 2019).

Quando comparado com a produgdo em batch esta classifica-se como sendo a mais
simples porque inicialmente sdo colocados todos os componentes necessarios sem haver
adi¢do a meio do processo e no fim € que se recupera o produto final. No entanto
apresenta a desvantagem de lote para lote poder obter-se resultados diferentes pelo facto
das células exibirem um comportamento aleatério(Ochoa et al., 2019).

A fermentagdo continua corresponde a um processo com fluxo constante do meio de
cultura através do bioreator. A fermenta¢do comec¢a como um processo descontinuo,

que a determinada altura quando a cultura atinge a fase de crescimento exponencial,
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inicia-se uma nova alimentacao do meio de crescimento e um mesmo volume de cultura
¢ removido. A fermenta¢do em continuo ¢ limitado uma vez que apresenta riscos tais
como: contaminacao, variabilidade genética na cultura e para além disso € um processo

de dificil controlo (Lindskog et al., 2018).

3.1.3. Downstream:

A etapa downstream inclui todos os passos que isolam o produto desde a sua produgao
inicial, esses passos correspondem sobretudo a purificagdo e acabamento do produto
final. Dado que estes medicamentos necessitam um elevado grau de pureza exigido por
parte de entidades reguladoras o processo de downstream é normalmente responsavel
por 60% a 80% dos custos totais de producao (Benyahia et al., 2020).

O processo de downstream apresenta varias etapas tais como: purifica¢do primaria,

purificagao intermediaria, formulacao e esterilizagao.

Purificacio Primdria:

A eliminagdo de contaminantes € o objetivo principal para a obten¢do de um
medicamento seguro. A estabilidade do produto, a densidade das células bem como a
variabilidade das células tém um enorme impacto nas etapas de purificagdo. Existem
varias técnicas de purificagdo, no entanto a escolha de eleigdo para a produgdo em
grande escala passa pela lise celular. A lise celular corresponde a adi¢do de surfactantes
em pequenas concentragdes que mais tarde sdo removidos. Com a etapa da lise celular
existe uma acumulacdo de contaminantes proteicos € ADN celular.

Deste modo, segue-se a etapa de filtragdo e centrifugacdo muitas vezes as duas
combinadas. Um dos tratamentos aplicados a cultura de células ainda nesta fase ¢ a
nucleasse, uma vez que para ser reduz o tamanho ADN de modo a atingir os valores
impostos pelas autoridades reguladoras, no entanto este passo leva ao aumento do custo

de producao pois a enzima utilizada ¢ dispendiosa(Moleirinho et al., 2019).
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Purificacdo intermediaria:

Nesta fase de downstream pode ser aplicado o processo de ultrafiltracdo ou
cromatografias. A ultrafiltracdo apresenta-se como uma técnica robusta embora de custo
relativamente baixo e geralmente alcanca em termos de produto obtido um rendimento
moderado a elevado. Porém a cromatografia tem sido o processo mais utilizado nos
ultimos anos para a purificacdo de pequenas proteinas e anticorpos monoclonais. A
cromatografia € uma técnica vantajosa, uma vez que pode ser utilizada em diferentes
fases, como representado na figura 8.

O tipo de cromatografia mais utilizada ¢ de troca-i6nica mais especifica para particulas
de maior dimensao e pode ser aplicada em funcao da carga liquida e pH da particula a
ser purificada. Virus como adenovirus, retrovirus e baculovirus foram purificados com
sucesso utilizando a cromatografia de troca-iénica (M. Zhao et al., 2019).

A cromatografia de afinidade tem sido estudada, visto que os virus adeno-associados
tém sido explorados como vetor viral para terapia génica. Assim o desenvolvimento de
resinas para se aplicar neste tipo de cromatografia tem sido prioridade. Porém a
utiliza¢do da cromatografia de afinidade ainda ¢ reduzida devidos ao custo econdmico
associado ao desenvolvimento e fabrico deste tipo de resinas, de modo que esta
cromatografia apresenta uma elevada produtividade (M. Zhao et al., 2019) (Moleirinho

etal., 2019).

Formulacdo/ Esterilizacdo:

Esta etapa final ¢ crucial, dado que as guidelines para pureza/qualidade exigidas para o
produto final devem ser as mais elevadas possiveis bem como exequiveis. Assim a
cromatografia de exclusao por tamanho ainda ¢ uma técnica muito utilizada na
formulaga@o para remover impurezas de baixo peso molecular. A formulagdo do produto
final destina-se ndo s6 a manter a estrutura, mas também a funcao das particulas ao
longo do tempo, mas também a melhorar as respostas imunitarias através da utilizacdao
de adjuvantes. A sacarose, trealose e dextrose sdo alguns dos exemplos de utilizacao de
adjuvantes na formulacdo das vacinas.

A 1ltima etapa corresponde a esterilizagdo, ¢ a etapa que depende muito do tamanho das
particulas obtidas, uma vez que particulas com mais do que 200nm nao podem ser

filtradas segundos pardmetros regulamentares. O tempo de material utilizado na
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membrana de filtragdo ¢ um fator fundamental de modo a ndo perder o maximo de

particulas possiveis (Moleirinho et al., 2019).

Upstream Downstream
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Figura 8: Etapas durante os processos de upstream e downstream ao longo do fabrico biofarmacéutico. Adaptado de
(Benyahia et al., 2020)
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3.2.Custos associados a producao de medicamentos biolégicos:

O custo de producdo associado aos medicamentos bioldgicos apresenta-se como um
desafio para a industria biofarmacéutica, pois sendo esta etapa a mais dispendiosa
durante o desenvolvimento de um bioldgico ira limitar os custos noutras operagoes
também elas importantes para a obten¢do de um produto de qualidade.

A fase III do desenvolvimento de um medicamento biolégico apresenta-se como o
principal fator de custo do portfélio de novos produtos biofarmacéutico cerca de 37%,
enquanto a revisdo regulamentar apresenta um gasto de 6% dos custos totais (Farid et
al., 2020).

Deste modo, novos métodos de produgao e desenvolvimento estdo a ser estudados
nomeadamente a aposta em produ¢@o em continuo. A producdo em continuo apresenta
varias vantagens tais como: a reducao de custos, aumento da produtividade, melhoria da
qualidade do produto e flexibilidade, como representado na figura 9 (Han et al., 2019).
O processo em continuo permite que os fluxos de alimentacdo do bioreator seja
continuo, ou seja, existe sempre o fornecimento da quantidade correta e continua do
substrato e nutrientes necessarios. Do ponto de vista do controlo desta mistura, ¢ a
desejavel, visto que existe a possibilidade de atingir um estado estacionario da
operacgdo, mantendo assim o volume constante durante o processo, reduzindo a

variabilidade do substrato dentro do reator (Ochoa et al., 2019).
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Figura 9: Processo continuo vs em lote na produgéo de anticofi)-ég-;fiaﬁoclonais. Adaptado de (Yang et al.,
2020)

De uma forma comparativa a produgao por lote corresponde a multiplas etapas,
aumento do tempo e controlo frequente apos cada conclusdo. Por outro lado, a producdo
em continuo, como o proprio nome indica trata-se de uma operagdo em continuo, ndo
necessita de uma rotina de shutdown e startup e o controlo faz-se no fim de cada
processo.

Em termos de flexibilidade a producao em lote torna-se mais facil de implementar, mas
mais dispendioso, permite um aumento de sfock, € menor manuten¢do a longo prazo.
Em processo continuo existe mais dificuldade em adaptar a cada etapa para diferentes
produtos, € necessaria uma estratégia de controlo adequada, para além disso trata-se de
um aumento de produg¢do custo-efetivo(Jonathan et al., 2016).

Quanto a qualidade a producao em lote torna-se mais facil de responder quando existe
uma falha, no entanto trata-se de um processo mais lento e requer mais intervengao
humana. Quando comparado com a produ¢do em continuo este ¢ mais rapido, necessita
de menos interven¢do humana e ¢ apropriado para produtos mais sensiveis.

De um ponto de vista de seguranca a produgdo em continuo responde melhor num caso
de escassez de produtos, nomeadamente em situagcdes de pandemias, guerras ou

catastrofes naturais(Jonathan et al.,2016).
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Por ultimo um dos aspetos importantes a comprar € o custo-efetividade das produgoes,
uma vez que € um ponto critico e determinante para perceber quais o tipo de produgao
deve ser utilizado tendo em conta o produto a produzir. Assim, a producdo em lote
utiliza um capital intensivo, apresenta um maior custo de mao-de -obra e equipamento a
longo prazo, estando mais adequado a produgao de escala mais reduzida.
Contrariamente o processo em continuo adequa-se a producao em larga escala, no
entanto requer um maior investimento inicialmente, mas que a longo prazo apresenta
um menor custo de mao de obra e equipamento(Khanal et al.,2021).

Apesar das vantagens que este processo as industrias biofarmacéuticas ainda se
mostram reticentes no investimento no processo de produgdo continua que ainda
apresenta riscos financeiros, lacunas técnicas e incertezas a nivel de entidades

reguladoras(Khanal et al., 2021).
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3.3.Processos Analiticos:

A tecnologia analitica de processos (PAT) foi definida pela FDA através da guideline
“Framework for Innovation Pharmaceutical Development, Manufacturing and Quality
Assurance” de modo a servir de ferramenta que permite orientar a analise, o controlo e
o design da producao e desenvolvimento farmacéutico. (Administration et al., 2004)

A importancia da utilizagdo de processos analiticos nos biofarmacos ¢ relevante devido
a natureza dos produtos serem bastante dindmicos e complexas o que torna dificil a
implementagdo destes processos. Esta abordagem permite testar a qualidade do produto
em diferentes fases de fabrico para garantir o Quality by Design desde as matérias-
primas até ao produto final(Gerzon et al.,2022).

Deste modo, o foco ¢ desenvolver e integrar solu¢des de PAT, que acabarao por
melhorar o controlo de produ¢ao de medicamentos biologicos ao longo do processo de
fabrico. Assim, os principais objetivos da integracdo de PAT no processo de fabrico do
produto podem ser resumidos em trés pontos: redugao dos tempos de ciclo do produto
através de sistemas de medi¢do e controlo em tempo real, a reducdo de desperdicios do
produto final, e a possibilidade de libertagdo em tempo real (Gerzon et al., 2022).
Recentemente o desenvolvimento destes processos analiticos tem sido investigado para
compreender bioprocessos mais complexos, como o caso das vacinas. Existem varios
tipos de tecnologia de vacinas, tais como vacinas vivas, atenuadas, toxoides, proteinas,
RNA/ADN entre outras. Concretamente nas vacinas a aplicagao destes processos
analiticos permite fornecer parametros criticos como avalia¢do de pureza do antigénio; a
formulacdo da substincia farmacéutica, ou seja, a absor¢ao de adjuvante; e por tltimo o
produto final neste caso a vacina(Mei et al., 2019).

Destacar dois processos analiticos que tém vindo a ser estudados e que apresentam
vantagens a serem usados pela industria biofarmacéutica de forma a otimizarem a
producdo de biofarmacos. Os processos sdo: espetroscopia infravermelha; ressonancia
magnética nuclear(Gerzon et al., 2022).

Para além dos processos mencionados anteriormente, a implementacao da digitalizacao,
automatizacao e testes em tempo real num laboratdrio de controlo de qualidade nos
medicamentos bioldgicos ¢ capaz de aumentar a produtividade entre 30 a 40% e reduzir

em 50% os custos. Como as ferramentas PAT e as técnicas de automatizacao de ensaios
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eliminam a necessidade de testes off-line, ou seja, a preparagdo manual de amostras, o
que significa que capacidade de suportar/analisar o nimero de amostras aumenta
drasticamente(Han et al., 2019).

Deste modo, o controlo eficiente dos processos torna-se cada vez mais uma necessidade
com a atual situacdo das industrias biofarmacéuticas que avangam para processos
continuos e intensificados na produgdo de biologicos. A produgdo em continuo requer
uma monitoriza¢ao em tempo real de operagdes de unidades criticas de forma a
assegurar o produto de qualidade consistente(Zydney et al., 2015).

Em suma, apesar das vantagens ja mencionadas sobre a produ¢do em continuo também
o uso da transformagao digital é necessario no desenvolvimento de bioldgicos, no
entanto, existe uma desconexao entre o impacto empresarial € o recurso atribuido para a
implementa¢do de plataformas centradas em dados nas empresas farmacéuticas, ou seja,
¢ necessaria uma aposta maior em ciéncias de dados que visam alcangar ¢ desenvolver

tecnologias necessarias para a producao destes medicamentos(Lucia et al.,2018).
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3.4.Aspetos Regulamentares:

Para além dos desafios apresentados na produgao e desenvolvimento de medicamentos
bioldgicos, estes também apresentam dificuldades a nivel regulamentar.

Esta classe de medicamentos tem a capacidade de revolucionar a medicina moderna, as
terapias avancadas e terapias regenerativas. Algumas destas terapias mais inovadoras
comegam a surgir no mercado tais como: terapéuticas com células estaminais, terapia
génica e recetores de quiméricos de antigénios CAR-T. Em 2017 a Novartis® recebeu a
primeira aprovagao por parte da FDA para este tipo de terapia, um exemplo em que as
células T do doente sdo removidas e modificadas para expressar recetores especificos
do cancro desde individuo, criando assim um tratamento personalizado(Auclair et
al.,2019)(FDA , 2017).

Nos ultimos anos tem havido uma tentativa de acordo entre entidades reguladoras
nomeadamente FDA e EMA, no sentido de reconhecimento mutuo de boas praticas de
fabrico de cada entidade. Embora, estes acordos sejam passos promissores, € esta
convergéncia seja um pouco complexa, ¢ necessario destacar os objetivos desta
convergéncia que sdo: desenvolvimento, adogao e diretrizes internacionais e esfor¢os na
formacgao baseada nas guidelines ou boas praticas. Em concreto, estes esfor¢os no
desenvolvimento de guidelines e formacao devem basear-se em regulamentacao
cientifica e baseada no risco (EMA, 2017c¢).

Tendo em conta o panorama global, o medicamento bioldgico ndo apresenta a mesma
defini¢do segundo a legislagdo de outros paises. Por exemplo na Australia, em que os
biologicos referem-se apenas a células e tecidos humanos, deste modo as vacinas (que
nao contém cé€lulas humanas), produtos recombinantes e produtos derivados do sangue
nao sao considerados biologicos e sdo tratados pela autoridade australiana “7Therapeutic
Good Admnistration” como medicamentos e dispositivos médicos. Outros paises como
Sui¢a e Nova Zelandia, o pedido para novas entidades biologicas pode ocorrer apds
aprovacao numa jurisdi¢cdo de referéncia (como na Europa) ou em paralelo com
candidaturas da Unido Europeia e dos EUA, esta abordagem gera uma redugao de

custos(Thomas et al., 2019).
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Dadas a diferengas demonstradas nos exemplos anteriores na classificagao do que sao
medicamentos bioldgicos, a aprovacao destes biofArmacos torna-se uma tarefa dificil.
Deste modo, uma das solugdes apresentadas passa pela utilizagcdo de tecnologias como
Inteligéncia artificial no processo de aprovagao de modo a tornar mais assertivo e eficaz
a decisdo do regulador. Assim ¢ necessario criar e manter um forum de dados de saude

que incluam toda a informacao ética, legal e cientifica(ICMRA et al., 2021).

3.4.1. FDA:

O centro de avaliacdo e investigagdo de medicamentos (CDER) da FDA tem como
responsabilidade proteger e promover a satide dos cidaddos norte americanos,
assegurando que os medicamentos sdo seguros e eficazes, cumprem os padrdes de
qualidade estabelecidos e estdo disponiveis para os doentes(FDA , 2020).

As terapias inovadoras em desenvolvimento aumentaram em complexidade devido ao
conhecimento na area da genética, nos avangos da medicina personalizada e ao
progresso cientifico que permitiu uma maior concentracao nas doengas raras. Isto criou
uma necessidade de novos conhecimentos na area regulamentar e de novas técnicas
analiticas. A maior disponibilidade de dados, incluindo dados observacionais e dados do
mundo real, provocou mudangas na forma como a FDA gere e utiliza dados para fazer
revisdo e vigilancia de medicamentos(Bugin et al.,2021).

Para além destes avancos a FDA atualizou os seus regulamentos para eliminar
requisitos bioldgicos desatualizados, permitindo assim as industrias biofarmacéuticas de
utilizarem novas tecnologias de fabrico e capacidades de ensaio. Um exemplo € o facto
das preparacdes padrdo, ou seja, solu¢do padrao contendo uma concentragdo
precisamente conhecida desse elemento, poderem agora ser obtidas de outras fontes sem
ser do Centro de Avaliagdo e Pesquisa Biologica da FDA (CEBR).

A FDA também eliminou uma regra que especifica limites minimos de poténcia a
serem cumpridos para certos anticorpos e antigénios; para além desta sec¢do a FDA
também atualizou os regulamentos relativos aos periodos e condigdes de

armazenamento de bioldgicos.
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Com estas alteracdes pretende-se aumentar a flexibilidade regulamentar, permitindo a

Industria biofarmacéutica e 8 FDA incorporar as tecnologias cientificas atuais no

fabrico de produtos bioldgicos(Market Research Blog et al., 2022).

Todos os anos 0 CDER da FDA (Center of Drug and Evaluation na Research) aprova

uma vasta gama de novos medicamentos e produtos bioldgicos. No ano de 2022 ¢ até ao

momento foram aprovadas nove novas moléculas bioldgicas como se encontram

representadas na tabela 2.

Tabela 2: Medicamentos biologicos aprovados pela FDA em 2022. Adaptada de (FDA et al., 2022a)

Nome Comercial @ Substincia Ativa | Classe Terapéutica Indicagdes
Amvuttra® Vutrisiran Tecnologia siRNA Polineuropatia
amiloidose hereditaria
Mounjaro® Tirzepatide Anélogo da GPL-1 Diabetes
Opdualag® Nivolumab e Anticorpo Melanoma Metastatico
Relatimab-rmbw Monoclonal
Vonjo® Pacritinib Anticorpo Mielofibrose em
Monoclonal adultos com plaquetas
baixas
Pyrukynd® Mitapivat Ativador do piruvato = Anemia Hemolitica
kinase
Enjaymo® Sutimlimab-jome | Anticorpo Transfusdo de
Monoclonal eritrocitos devido a
hemolise de aglutinina
fria
Vabysmo® Faricimab-svoa Anticorpo Degeneragdo macular e
Monoclonal edema macular
diabético
Kimmtrk® Tebentafusp-teben | T-Cell Melanoma Metastatico
Cibingo® Abrocitinib Anticorpo Dermatite Atopica
Monoclonal
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3.4.2. EMA:

Para acompanhar a evolugdo dos medicamentos biologicos também a EMA propos
implementar novas estratégias regulamentares, uma das estratégias passa por haver
integracdo entre ciéncia e tecnologia no desenvolvimento de medicamentos,
nomeadamente facilitar novas tecnologias de fabrico. Atualmente nas tecnologias de
fabrico existem novas formas mais eficientes que incluem por exemplo o fabrico em
continuo. Esta novas tecnologias podem nao se enquadrar nos modelos regulamentares
atuais e exigem alteracdo nos requisitos das GMP. Para além disso ¢ mencionado a
importancia de desenvolver e compreender a resposta regulamentar para nanotecnologia
e novos materiais em produtos farmacéuticos, ou seja, compreender os atributos criticos
de qualidade de um determinado medicamento, a relagdo entre estes ¢ a atividade
bioldgica e comportamento in vivo do medicamento (EMA, 2020).

Também a EMA prevé a utilizagdo de tecnologia digital e inteligéncia artificial nos
processos de aprovacao de novos medicamentos. Com o aumento de dados sobre os
bioldgicos a partir de uma vasta gama de fontes onde se criam oportunidades. Novos
métodos, incorporando inteligéncia artificial e infraestruturas digitais. Deste modo, a
EMA tenciona explorar esses métodos para aumentar a eficiéncia e tomada de decisdo.
O grande desafio da utiliza¢do destas novas técnicas nos medicamentos bioldgicos
centra-se sobretudo nos aspetos associados a privacidade e ética (EMA, 2020).
Embora a EMA tenha destacado novas tecnologias para se aplicar nos medicamentos
biologicos, uma area que continuara a estar em destaque sao os biossimilares. O
mercado de medicamentos biossimilares europeu € bastante experiente, especialmente
quando comparado com os EUA (Allocati et al.,2020).

A EMA ¢ responsavel pela aprovacao de biossimilares na UE, seguindo um caminho
regulamentar formal e com guidelines cientificas extensivas que existem desde 2001, e
que esbocam os requisitos gerais para aprovagao e comercializacdo(European

Parliament, 2009) (Allocati et al., 2020).
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O desenvolvimentos e monitoriza¢ao de biossimilares necessita de novas formas para
melhorar a eficiéncia, de forma a acelerar o acesso destes medicamentos e reduzir as
incertezas sobre a sua utilizagdo, particularmente importante para a imunogenicidade.
M¢étodos analiticos inovadores e sensiveis podem ajudar sobretudo em parametros como
a farmacocinética e farmacodinamica, de forma a reduzir a incerteza e possivelmente a
necessidade de ensaios clinicos comparativos(Allocati et al., 2020).

Assim, um dos maiores avangos dos biossimilares tem sido a melhoria na consisténcia
de fabrico, para além disso os métodos para avaliar se os biossimilares sao equivalentes
aos medicamentos de referéncia melhoraram consideravelmente. Existe uma crescente
confianga nos testes analiticos para a carateriza¢ao funcional e estrutural de
biossimilares que permitiu aos reguladores baixar os requisitos para os ensaios de
eficacia clinica comparativa que ndo sdo tdo sensiveis, como representado na figura 10

(Tony et al., 2021).

Comparacio estudos clinicos
Farmacocinética/ Farmacodinamica

J

Comparacio estudos nio clinicos
> Farmacodinamica
Toxicidade

Comparacio estudos qualidade

D Analiticos: propriedades fisicast+ quimicas
- Funcional: atividade | =
biologica/farmacologica
Z i
~ rd
Medicamento de Referéncia Biossimilar

Figura 10: Desenvolvimento de biossimilar em comparag@o com o medicamento de
referéncia. Adaptado de (EMA, 2017a)
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4. Perspetivas futuras na industria biofarmacéutica:
4.1.Terapéutica mRNA:

A utilizacdo de RNA mensageiro (mMRNA) comeca a ser investigada por apresentar
vantagens em compara¢ao com o ADN na abordagem da terapia genética. Uma das
vantagens do mRNA ¢ que a sua atividade ser temporaria sendo mais facil de controlar,
permitindo assim uma alta flexibilidade e uma ampla atividade terapéutica(Ugur et
al.,2014).

Ao contrario de ADN, o mRNA ndo se integra com o genoma, reduzindo o risco de
mutagénese e carcinogénese, melhorando a seguranga na aplicacdo clinica. Outra
vantagem que a tecnologia mRNA apresenta ¢ o facto de a sua a¢do ocorrer no
citoplasma, ultrapassando a necessidade de entregar o mRNA ao nucleo, uma grande
barreira nos medicamentos baseados em vetores(Ibba et al., 2021).

Para o sucesso desta aplicacdo ¢ necessario uma compreensao mais aprofundada da
funcdo e do perfil farmacologico dos medicamentos baseados em mRNA ¢ o
desenvolvimento de sistemas de veiculagdo de farmaco a célula. Deste modo existe um
aumento de utilizag¢do de particulas como os polimeros, lipidos e péptidos(Patil et al.,
2019).

A utilizagdo de terapias e vacinas baseadas em mRNA estdo a emergir como uma nova
classe de medicamentos e t€ém revolucionado o tratamento de varias doengas incluindo a
oncologia e doencas infeciosas (Fenge t al., 2020).

Este tipo de terapéutica tem também atraido muito aten¢do nas areas associadas a
doencgas genéticas, degenerativas e também na vacinagao.

A recente utilizagdo da abordagem baseada em tecnologia mRNA também permitiu uma
resposta mais rapida a surtos/pandemias como foi notorio no desenvolvimento da vacina
mRNA contra a COVID-19 (L. A. Jackson et al., 2020).

Devido aos recentes avangos desta tecnologia, tem havido um grande interesse para o
uso de vacinas mRNA para doencas infeciosas.

O mRNA ¢ obtido através da transcri¢do do moledo de ADN sintetizado, a partir desse
modelo genético criado ¢ possivel replicar. O fabrico de vacinas mRNA € possivel em

semanas a partir do momento que a sequéncia de antigénios se torna disponivel. A
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utilizacao desta tecnologia apresenta inimeras vantagens a nivel de seguranca, eficacia
e produg¢do em comparagdo com outras abordagens mais convencionais.

A utilizacdo de mRNA em vacinas ndo apresenta 0s mesmos riscos, uma vez que nao
sao utilizados elementos infeciosos e nao existe o risco de integragao no genoma da
célula hospedeira(Kowalzik et al., 2021).

Deste modo, as vacinas mRNA podem ser classificadas como convencionais, ndo
replicantes, e auto-amplificadoras, também referido como self- amplifying.

Para as vacinas nao replicantes a estrutura do mRNA ¢ de pequeno tamanho, simples e
sem proteinas adicionais.

As vacinas auto-amplificadoras tém sido estudadas sobretudo para estratégias de
vacinagdo ativa para prevencao de doencas infeciosas, em que as células do
hospedeiro produzem um antigénio patogénico codificado em saRNA (self-amplifying
RNA) de modo a produzir uma resposta imunitaria humoral e celular(Kowalzik et al.,
2021) (A. K. Blakney et al., 2021).

As vacinas com recurso a saRNA demonstram induzir mais sintese proteica durante um
periodo mais longo e uma resposta imunitaria maior quando comparado com mRNA
nao replicante(Brito et al., 2014).

Embora, o mRNA convencional e ndo replicante produzem eficazmente respostas
Imunitarias, estes apresentam um tempo de semivida mais curto, quando comparado
com o mRNA auto amplificante, como representado na figura 11 (N. A. C. Jackson et
al., 2020).

No entanto, como a estrutura do saRNA ¢é maior do que a ndo replicante de mRNA,
torna a producao e a estabilidade mais desafiante e possivelmente mais limitagdes na
incorporacdo por exemplo de uma vacina(Kowalski, et al.,2019).

Este saRNA ¢ um tipo de RNA que tem muitas semelhangas estruturais com o mRNA.
A principal diferenca ¢ que o saRNA ¢ ser uma molécula muito maior, pois codifica
quatro proteinas extra para além do antigénio ou gene de interesse. A replicacdao permite
a amplificacdo do RNA original quando chega a célula alvo, produzindo uma
quantidade muito maior de proteinas, com uma dose minima.(A. Blakney et al., 2021)
O avango recente das vacinas saRNA contra doengas infeciosas incluem o
desenvolvimento de vacinas contra uma variedade de agentes virais tais como: SARS-

COV-2, virus respiratodrio sincicial e Influenza(Samsa et al. 2019).
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Figura 11: Comparacdo da estrutura molecular do mRNA com o saRNA. Adaptado de (A. K. Blakney et
al., 2021)

4.1.1. Aplicagoes clinicas:

Anticorpos Monoclonais:

Uma vez que os anticorpos monoclonais s3o dispendiosos na sua produgdo, a tecnologia
mRNA pode ser uma alternativa.

Tém sido realizados estudos na qual se utiliza mRNA codificado contra virus influenza,
sendo o atual problema a dosagem. Sendo esta uma estratégia vantajosa para doengas
infeciosas na qual € utilizado um anticorpo neutralizante, também esta técnica podera
ser utilizada em tratamentos que utilizam anticorpos monoclonais contra cancros ou

doengas raras(Kose et al., 2019).

Oncologia:

A utilizacdo de vacinas contra o cancro envolve a inducao de respostas de células T
tumorais potencialmente capazes de rejei¢do tumoral, fornecendo antigénios
cancerigenos no contexto de imunoestimulagdo. Algumas das vacinas contra o cancro
que tém como cé€lula alvo os antigénios expostos a superficie de forma a induzir uma
resposta das células B do tumor(Beck et al., 2021).

A viabilidade da vacinag@o contra o cancro baseada na tecnologia mRNA foi
demonstrada pela primeira vez ha vinte e cinco anos.(Boczkowski et al.,1996)

Desde entdo, varios estudos de ensaios pré-clinicos, para a vacinagdo anticancerigena,
nomeadamente através de células dendriticas. As células dendriticas funcionam como

um vetor que estd carregado com mRNA sendo depois injetado num linfocito particular
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ou nodulo. A utilizacao destas células requer que se isolem as células hematopoiéticas
ou mondcitos de uma amostra de sangue. Estas células sdo depois sujeitas a processos

de diferenciacdo, sendo depois escolhido o tumor-antigénio(Perez et al., 2019).

Vacinas mRNA:

As vacinas baseadas na tecnologia mRNA té€m varios beneficios em relacdo a outro tipo
de vacinas. As vacinas mRNA tém elevada precisao e por isso, exprimem um antigénio
especifico que leva a producao de uma resposta imunitaria. Para além disso, as
modifica¢des nucleotidicas na sequéncia mRNA reduz a capacidade inflamatoria, e por
essa razao esta abordagem torna-se mais segura(Fang et al., 2022).

Embora apresentem beneficios as vacinas mRNA, estdao associadas a varios desafios
nomeadamente relacionado com o sistema de entrega na célula. O desenvolvimento de
uma entrega a célula eficiente continua a ser uma area de investigacdo. A escolha do
sistema ¢ essencial para determinar a eficacia da vacina, assim existem varios tipos de
formulagdes atualmente em decurso(Zeng et al.,2020).

As formulagdes destas vacinas contém maioritariamente polimeros, tais como
protamina, e lipidos com ou sem derivados de polietilenoglicol (PEG), para permitir a
mistura com mRNA através de interagOes electroestaticas ¢ condensacao de moléculas
de RNA(Zeng et al., 2020).

Dos vetores mais utilizados destacam se as nanoparticulas lipidicas, como exemplo os
lipossomas. Estas nanoparticulas correspondem a formulagdes de mRNA baseadas
numa mistura de colesterol, ionizaveis e derivadas de PEG, como representado na figura
12 (Guan et al.,2017).

Quanto a estrutura das nanoparticulas lipidicas estas sdo constituidas por cabecas
hidrofilicas e caudas hidrofobicas unidas através de ligagdes éster, éter, e amida que
determinam a biodegrada¢do do composto.

Os grupos hidrofilicos mais frequentemente utilizados sdo as aminas primarias,
secundarias e tercidrias ou sais de aménio quaternario. As caudas hidrofobicas sdo
principalmente constituidas por componentes hidrofobicos, e esteroides. Desta forma,
criam-se complexos eletrostaticos com o0 mRNA levando a formagao de
lipossomas(Aldosari et al.,2021).

Este tipo de nanoparticulas administradas por via intramuscular ganham atengdo, uma

vez que foi utilizado nas duas primeiras (COMIRNATY® e Spikevax®) contra o
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SARS-COV-2, que demonstram a sua eficacia contra a COVID-19(Mulligan et al.,
2020; Sahin et al., 2020).
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Figura 12: Representagdo de uma nanoparticula lipidica. Adaptado de (Ibba et al., 2021)

Embora as nanoparticulas lipidicas sejam os sistemas de veiculacdo de farmaco a célula
mais avancados, os polimeros também tém sido amplamente estudados. Dos vetores
poliméricos mais utilizados destacam-se os polimeros catidonicos como a
polietilenoimina. Estes polimeros cobrem a carga negativa do mRNA permitindo a
absorcao celular por endocitose e saida por via endossémica(Maugeri et al., 2019).
Porém a utilizacao de polimeros ¢ limitada devido a toxicidade associada
principalmente a interagdo com proteinas séricas como por exemplo a albumina.

Nos ultimos anos, foram dedicados esforcos de modo a desenvolver diferentes
formulacdes na polietilenoimina de modo a melhorar a seguranca e eficacia dos
sistemas de mRNA (M. Li et al., 2017).

Para além da polietilenoimina, outros materiais poliméricos tém sido explorados,
nomeadamente nano micelas poliméricas contendo mRNA no nucleo rodeado por uma
camada de PEG(Crowley et al.,2019).

Para além dos vetores poliméricos e das nanoparticulas lipidicas, € possivel fornecer
mRNA vetores a base de péptidos. Estes sistemas de distribui¢ao sdo altamente
biocompativeis, devido a sua composi¢ao quimica. A protamina ¢ um exemplo de um
péptido que tem na sua composicao arginina que permite fazer interacdes
electroestaticas com o0 mRNA permitindo assim proteger da degradagao(Jarzebska et al.,
2020).

Em suma, o desenvolvimento e estratégia deste tipo de sistemas apresentam-se com um

dos desafios para acelerar o desenvolvimento clinico terapéutico do mRNA, uma vez
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que estes sistemas de veiculagdao de fArmaco a célula necessitam de ser especificos a

célula alvo reduzindo os efeitos indesejados(Ibba et al., 2021).

4.2. Terapia bacteriofagica:

4.2.1. Aspetos gerais:

O tratamento de doencas infeciosas causadas por bactérias patogénicas tem sido
baseado no uso de antibidticos. No entanto, a antibioterapia de forma massiva tem se
tornado progressivamente menos eficaz, devido ao desenvolvimento de resisténcias
bacterianas. A resisténcia aos antibioticos apresenta-se como uma ameaga a saude
humana(Harada et al., 2018).

As bactérias oportunistas resistentes aos antibioticos sao uma questao séria e
preocupante sobretudo a nivel hospitalar, as bactérias altamente resistentes sao
geralmente gram positivas como Klebesiella pneumoniae, Acinenetobacter baumannii,
mas também por bactérias gram negativas tais como, Pseudomonas aeroginosa, € outras
enterobactérias(Knoll & Mylonakis, 2014).

Para combater esta problematica uma alternativa passa pela utilizagdo de bacteriéfagos.
Os bacteriofagos sao virus que infetam bactérias utilizando mecanismos celulares de
replicacdo. Embora os bacteriéfagos tenham sido amplamente utilizados em diferentes
areas como por exemplo veterindria, seguranga alimentar, tratamento de agua residuais;
a sua utilizagdo como alternativa aos antibioticos tem atraido uma aten¢ao consideravel
por parte comunidade cientifica e médica(Sharma et al., 2017).

Os fagos foram identificados pela primeira vez em 1896 por Ernest Hankin, que
reportava propriedades anti colera nas aguas dos rios indianos. Em 1917 F elix d'Herelle
observou o fenomeno de um fago em cultura de bactérias que causam disenteria, da qual
se formaram zonas claras e pequenas, que ele inicialmente denominou por placas que
resultavam de um virus a infetar uma bactéria. Desta observagdo surgiu o nome de
bacteridfagos, ou seja, a jungdo de bactérias e fagos(Orlova et al., 2012).

A utilizag¢ao de bacteridofagos apresenta vantagens como, (1) a capacidade de os fagos
aumentarem o seu numero quando o hospedeiro esta presente; (2) os bacteriéfagos
determinam a sua propria dose através de uma auto dosagem, o que evita a necessidade

de administragdo repetida de fagos no local de tratamento; (3) os fagos apresentam uma
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vantagem sobre os antibioticos de largo espetro, uma vez que, apresentam uma natureza
especifica, os fagos infetam apenas algumas estirpes bacterianas deixando todas as
outras intactas e inatas; (4) os fagos podem usar-se sozinhos ou em conjunto de modo a
alargarem o seu espetro(Hyman et al., 2019).

Para ser possivel aproximar a terapia bacteriofagica do mercado, ¢ necessario
desenvolver processos de fabrico adequados a escala industrial, outro aspeto importante
¢ a investigagao sobre processos de fabrico de fagos eficazes em termos de custos(Jodo

etal.,2021).

4.2.2. Caraterizacio bioldgica:

Os bacteriofagos sdo constituidos pela particula tipica do fago que compreende uma
capsula proteica que envolve um genoma do acido nucleico (ADN ou RNA). Pode
existir também elementos adicionais que permitem a interacao entre o fago e a bactéria,
nomeadamente uma cauda em espiral ou uma cauda com fibras salientes. Os
bacteriofagos que apresentam fibras salientes exibem proteinas que reconhecem e ligam
recetores especificos na superficie da membrana bacteriana(Harada et al., 2018).
Quanto 4 sua estrutura os fagos podem ser classificados como fagos de cauda, fagos
icosaédricos, e fagos polimoérficos como representados na figura 13. Os genomas dos
fagos sao compostos por ADN ou RNA que podem ser em cadeia dupla ou cadeia
simples. Este material genético ¢ mantido numa céapsula que pode ser poliédrico
(Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae e Cystoviridae), filamentoso
(Inoviridae), polimoérfico (Plasmaviridae) ou ligado a uma cauda. Até a data a maioria

dos fagos sdo compostos por cauda(Dion et al., 2020).

a ssDNA
Microviridae (phiX174)

Inoviridaec

Proteina F
Proteina G
Proteina J
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Myoviridae (T4) e Herelleviridae
B o Podoviridae (T7)

50nm
Siphoviridae (lambda)

Céapsula

od1901d ogn
@

Fibra da cauda

Estrutura star-
like " Cauda

c dsRNA d ssRNA
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Figura 13: Comparagdo entre as varias estruturas de fagos. Adaptado de (Dion et al., 2020)

Os fagos compostos por cauda sdo altamente sofisticados com capacidade para
desenvolverem ferramentas e mecanismos para superar eficazmente todas as barreiras
da camada que envolve as células bacterianas, em duas etapas cruciais: ciclo de
replicagdo, ou seja, a entrada de virus em bactérias e restantes virides que escapam as

células infetadas(Fernandes et al., 2018).
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4.2.3. Desenvolvimento de fagos:

Até ao momento nenhum fago foi aprovado para comercializagdo pela Agéncia
Europeia do Medicamento nem pela Food and Drug Administration, sendo que o
numero de ensaios clinicos autorizados até a data permanecem limitados. No entanto,
em setembro de 2020 durante a pandemia de SARS-COV-2 uma empresa norte
americana decidiu tratar oito pacientes com coinfec¢cao de COVID-19 e pneumonia, a
qual a FDA autorizou um ensaio clinico, mas apenas para estirpes como
Acinenetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. O
resultado deste ensaio clinico ainda nao foi divulgado (Wu et al., 2022).

Para além dos ensaios clinicos que se t€m realizado, a utilizagao de bacteri6fagos ja
acontece por parte de paises da Europa Oriental tais como Russia, Georgia e Poldnia.
O Instituto de bacteridfagos, microbiologia e virologia da Georgia ¢ uma das
instituicdes mais antigas onde a terapéutica com bacteriofagos tem sido utilizada em
doengas bacterianas relacionadas com urologia, ginecologia, medicina interna e
pediatria. Mais de 95% apresenta melhorias e recuperagdo significativa apds a terapia
bacteriofaga com efeitos adversos quase nulos (Kutateladze et al., 2015).

Atualmente ainda nao existe regulamentagdo especifica para terapia bacteridfaga. Os
bacteriofagos sdo classificados como medicamentos bioldgicos quer pela EMA quer
pela FDA. Para além disso foi estabelecido que os fagos naturais ndo sao classificados
como um medicamento de terapia avancgada e que os acidos nucleicos recombinantes de
expressao dos fagos nao sdo categorizados como terapia genética (Brives et al.,2020).
Contudo qualquer produto biologico, da qual se incluem os fagos devem ser fabricados
de acordo com as regras atuais de boas praticas de fabrico (GMP), de modo a assegurar
a qualidade do produto final. Para além disso, os fagos devem demonstrar seguranga e
eficacia durante todas as fases de ensaios clinicos (Brives et al., 2020).

As formulagdes terapéuticas irdo por norma conter um cocktail de diferentes fagos de
modo a aumentar o espetro de atividade e evitar a sele¢@o de bactérias resistentes.
Quanto a administragdo destes fagos ird depender do tipo de infe¢ao, de acordo com os
estudos mais recentes as patologias estendem-se desde feridas abertas a lesdes causadas
por queimaduras passando por patologias gastrointestinais (Jault et al., 2019).

Cada fago presente nos cocktails devem ser caraterizados, produzidos e purificados

individualmente. Como outros biolégicos, os fagos tém uma producio que envolve uma
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série de atividades que sdo desenvolvidas com o objetivo de produzir um determinado
numero de particulas biologicamente ativas. Estas atividades podem ser agrupadas em
processos de upstream e downstream (Pirnay et al., 2018).

Biolégicos complexos como os fagos sdo intrinsecamente varidveis em termos de
composi¢ao, estabilidade e atividade biologica. Assim, € preciso uma carateriza¢ao
completa para que o produto final obtido possa demonstrar que um determinado lote
tenha: (1) consisténcia em termos de composic¢do, (2) livre de impurezas e
contaminantes como por exemplo endotoxinas, (3) apresenta uma estabilidade fisico-
quimica e bioldgica a longo prazo.(Pirnay et al., 2018).

Um dos pontos criticos na producao de fagos ¢ a presenga de endotoxinas, enquanto a
administracdo oral ou dérmica destes fagos ¢ considera segura, a administracao de
injecdo de baixas doses de endotoxinas (1 ng.mL-1) € suficiente para causar reacdes

imunitarias(Sarker et al., 2012).

Processo Upstream:

Cada lote de fagos deve ser fabricado a partir da mesma fonte de fago e célula para
assegurar a reprodutibilidade e consisténcia tanto do processo como do produto. Este
requisito de boas praticas de fabrico exige a produ¢do, caraterizagdo e armazenamento a
frio. Para além disso, para serem totalmente conforme as regras de boas praticas de
fabrico, todos os matérias utilizados precisam de cumprir critérios especificos como nao
serem derivados de componentes animais(Bretaudeau et al., 2020).

A producao de fagos por infecao de culturas de células bacterianas em biorreatores ¢
uma tarefa dificil, uma vez que ¢ fundamental uma investigagdo especifica e
aprofundada das interagcdes e do mecanismo de replicacdo do par/fago da bactéria
alvo(Jurac et al., 2019).

Os biorreatores para a producao de fagos podem ser utilizados em modo continuo, semi
continuo, ¢ descontinuo. Os processos em continuo podem ultrapassar algumas das
limitagdes das operacdes em lote. Neste modo de operacao, o meio de cultura ¢
continuamente fornecido, enquanto o meio gasto em células com células e fagos ¢
continuamente retirado do bioreator. As principais vantagens incluem a maior

produtividade, custos reduzidos, e maior facilidade de controlo, que contribui para uma
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melhor qualidade e consisténcia do fago. Contudo, a criagao de um processo continuo

de produgdo de fagos ¢ um desafio e complexo (Jurac et al., 2019)(Rathore et al.,2015).

Processo Downstream:

O objetivo do processo de downstream € isolar, concentrar e purificar os fagos alvos de
modo a obter um produto final que cumpra as especificagdes estabelecidas. O processo
global deve compreender um numero limitado de etapas curtas e de alto rendimento de
forma a reduzir a complexidade e minimizar os custos. Para além disso ndo devem ser
utilizados métodos que dependem de reagentes e agentes separadores de massa que ndo
sejam considerados seguros pelas agéncias reguladoras, como por exemplo o cloreto de
césio, gradiente de ultracentrifugacdo(Nasukawa et al., 2017).

Durante este processo para além dos fagos, o fluxo resultante ira conter quantidades
variaveis de ADN, RNA e proteinas que devem ser removidos. Para este fim, sdo
utilizadas combinagdes de operagdes unitarias que podem incluir a precipitagdo, e
cromatografia. No final, a utilizagdo de um tampao e a concentracgao serd realizada para
corresponder ao tampao especifico e a concentracdo de fago necessario para o produto

final (Jodo et al., 2021).

4.2.4. Aplicagoes Terapéuticas:

A maioria dos estudos recentes da utilizacdo de bacteriofagos como terapéutica centra-
se nas infe¢des agudas. Nas infe¢des agudas, a infe¢do especifica causadora da bactéria
pode ser identificada através de métodos de diagnostico. Nestes casos, 0s
antimicrobianos de espetro estreito como os bacteriofagos podem ser uma alternativa
adequada quando os microrganismos sdo resistentes aos antibidticos. Um exemplo disto
¢ nos casos de infecao do trato urinario em que uma proporc¢ao significativa de casos ¢
causada por Escherichia coli com fatores de viruléncia especificos.(Ulett et al., 2013)
Estudos em animais sdo outro exemplo que demonstram que o fago pode ser eficaz em
certos casos, como por exemplo infegdes respiratorias agudas causadas por
Pseudomonas aeruginosa e no tratamento de infegdes sistémicas causadas por
Staphylococcus aureus(Capparelli et al., 2011).

Outros estudos in vivo de fagos sugerem que o uso de bacteridéfagos pode ser benéfico

no tratamento de infecdes pulmonares resistentes a antibioticos (por exemplo na fibrose
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cistica e pneumonia)(Singla et al., 2015) , infe¢des tdpicas e de feridas (McVay et al.,

2007) e infe¢des gastrointestinais(Sarker et al., 2016a).

InfecGes Respiratoérias:

A utilizagao de bacteriofagos por inalagao foi reportada na década de 1960 e a sua
utilizagdo foi continuamente melhorada nos paises da Europa Oriental como a Russia e
a Polonia (Hoe et al., 2013).

Com o recente interesse na terapé€utica de bacteriéfagos, tem havido esforgos
significativos na sua compreensao e desenvolvimento de sistemas de formulagao.
Formular bacteridéfagos em sistemas inalatorios ¢ um duplo desafio que requer tanto o
desempenho aerossol como a estabilidade bioquimica dos fagos. O progresso tem sido
dificultado pela falta de compreensao do mecanismo responsavel pela estabilizagao dos
fagos tanto em formulagdes liquidas como sélidas (Chang et al., 2018).

A maioria da investigagdo de fagos para infe¢des respiratorias tem sido focada
sobretudo no fornecimento de formulagdes intranasais e nebuliza¢des(K. Liu et al.,
2016).

Isto deve-se principalmente ao facto de as preparagdes liquidas de fago serem
relativamente simples com o pouco desenvolvimento de formulagdo necessaria. As
formulagdes de fagos liquidos sdo facilmente aerossolizadas em goticulas finas utilizado
na maioria dos nebulizadores comercialmente disponiveis. Até ao momento recomenda-
se a utilizagdo de produtos contendo varios fagos com diferentes mecanismos de infe¢do
contra o agente patogénico alvo, para se conseguir uma melhor terapéutica, reduzindo a

probabilidade de células resistentes(Chang et al., 2018).

InfecGes Gastrointestinais:

O papel dos bacteriéfagos na maioria das doencgas gastrointestinais permanece
desconhecido. Muitos estudos centram-se no papel que desempenham na doenga
inflamatoéria intestinal, como a doenga de Crohn e colite ulcerosa (Babickova et al.,
2015; Lusiak-Szelachowska et al., 2017).

Os bacteriofagos conseguem induzir a lise bacteriana que leva a libertagdo de acidos
nucleicos, proteinas e lipidos que sdo fontes estimulantes de estimulos pré-inflamatorios
e sdo capazes de provocar alteracdes na doenca de Crohn e colite ulcerosa. Por norma,
os bacteri6fagos possuem um estreito espetro de agdo tanto sobre as células bacterianas

como no sistema imunitario(Kommineni et al. 2015; Norman et al. 2015).
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Um recente ensaio clinico realizado em humanos para um fago de terapia oral em 120
criangas com episodios de diarreia causada por bactérias no Bangladesh, nao detetou
nenhum efeito adverso, mas ndo conseguiu atingir toda a por¢ao intestinal ou melhorar
os sintomas. Isto pode ser resultado de uma quantidade insuficiente de fago e/ou
bactéria Escherichia coli insuficiente. No entanto, ¢ de realcar que os bacteridofagos
fazem parte da microbiota intestinal humana e porque s2o altamente especificos, ¢
provavel que tenham um perfil de seguranca melhor do que a terapia antibidtica(Sarker

etal., 2016b).
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4.3.Terapia genética e celular:

A terapia genética engloba multiplas abordagens para manipular material genético, de
forma a tratar doencas especificas. Esta terapia pode se alcancada com a substituicdo de
um gene mutante por um gene saudavel, a introdugdo de um novo gene para ajudar a
combater a doenca ou a edi¢ao de um gene existente para alterar a sua fungdo (Steffin et
al., 2019).

Do ponto de vista clinico, a terapia genética tem como potencial de inverter as sequelas
clinicas de uma condi¢do, um conceito que durante algum tempo foi recebido com
ceticismo. Na area da pediatria, estas estratégias tem um impacto especial, uma vez que
muitas doengas infantis eram consideradas incuraveis antes das recentes inovagoes da
terapia genética (Steffin et al., 2019).

A terapia genética pode ser dividida em 2 tipos principais: linha germinal e somatica.
Na linha somatica, os genes somaticos sdo introduzidos nas células somaticas dos
pacientes, e desse modo a terapia ¢ limitada ao paciente em causa e nao pode ser
herdada ou transmitida. Quanto a linha germinal esta envolve a introdu¢do de um novo
gene em espermatozoides ou 6vulos, o que permite que as alteragdes introduzidas sejam
herdadas ou transmitidas. A terapia genética recorrendo a linha germinal ¢ menos
comum, e também mais desafiante devido a capacidade de transmissao de efeitos
terapéuticos.

Deste modo, a terapia genética utilizando a linha somatica tem tido mais sucesso clinico
até a data (Smith et al., 2017).

Nos tltimos cinco anos houve um aumento de desenvolvimento na area da terapia
genética e celular, chegando ao mercado as primeiras terapias depois de décadas de
esforco. Foram aprovadas trés terapias com oligonucledtidos (Spinraza, Exondys 51,
Vyondys 53), trés terapias celulares (Kymriah, Yescarta, Tescartus), e duas terapias
genéticas in vivo (Luxturna e Zolgensma) sendo que mais terapias se aproximam do
mercado nos proximos anos, como representado na figura 14.

Apesar destas terapéuticas terem impacto na vida dos doentes afetados, tem também um

grande impacto na forma como demonstram serem a base para futuros tratamentos(Pasi

et al., 2020)(Mendell et al., 2020).
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Figura 14: Tratamentos aprovados e respetivo ano de aprovagdo, bem como terapias em investigacdo. Adaptado
de (Bulaklak et al., 2020)

4.3.1. Terapias oligonucledtidas:

Spinraza®:

Classificada como uma doenca rara, a atrofia muscular espinal ¢ uma condi¢do genética
que afeta principalmente os neurénios motores e € a principal causa genética de morte
em bebés de todo o mundo. Mais de trinta anos de investigacao e o esforgo de varias
partes interessadas trouxe mais conhecimento sobre esta patologia e levou a aprovagao
da primeira terapia de sempre para a atrofia muscular espinal, o firmaco tem como
nome

Spinraza®.

Os resultados dos testes clinicos iniciais e a aprovacao deste firmaco nao s6 encoraja os
pacientes, mas também toda a comunidade cientifica. Para além disso ¢ um caso de
sucesso para a investigagcdo de doengas raras (Prakash et al.,2017).

Nos Estados Unidos a FDA aprovou em 2016 aprovou a utiliza¢do de Spinraza®,
produzido pela farmacéutica Biogen®, este medicamento de terapia genética esta
indicado para dois tipos de atrofia muscular espinal. A FDA colaborou junto da empresa
farmacéutica durante o desenvolvimento do medicamento de forma a conseguir
implementar a analise necessaria para a aprovacdo. A eficacia foi demonstrada num
ensaio de cento e doze doentes com atrofia muscular espinal infantil que foram
diagnosticados antes dos seis meses na altura da primeira dose do farmaco. O ensaio foi
aleatdrio sendo que o grupo de doentes em que foi administrado o medicamento € o
dobro do grupo placebo. No final o ensaio avaliou a percentagem de doentes com

melhorias na fungao motora (FDA , 2016).
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O Spinraza® ¢ composto por oligonucleotidos anti senso, ou seja, nucleotidos curtos
que sdo capazes de modificar a expressdo genética e o processo de splicing do mRNA
no sistema nervoso. Estes nucleotidos sdo constituidos por dez a trinta nucleotidos de
comprimento que ligam RNAs celulares através de emparelhamento e
complementaridade das bases. A especificidade da sequéncia de ligagao destes
oligonucleotidos resulta numa elevada eficacia e baixos efeitos adversos. Os
oligonucleo6tidos podem ter como alvo proteinas que tenham sido consideradas “nao

compativeis”, regulando diretamente a sua expressao (Hill et al., 2021).

Exondys 51® / Vyondys 53®:

O Exondys 51® também conhecido como Eteplirsen ¢ composto por oligonucledtidos
estd indicado para a patologia que causa distrofia muscular de Duchenne. Esta doenca
esta ligada ao cromossoma x e € encontrada em 1/3,500 — 1/5,000 nascimentos
masculinos e carateriza-se por mutagoes tais como delec¢des, e duplicagdes(Robinson-
Hamm et al.,2016).

As criangas e jovens que sofrem desta distrofia perdem progressivamente a funcao
neuromuscular 8 medida que envelhecem o que culmina com uma incapacidade de
andar na adolescéncia.

Cerca de 13% dos doentes com distrofia muscular de Duchenne ndo apresentam o exao
na posi¢do cinquenta e um. Com este farmaco o objetivo de se direcionar nesta regiao
de modo que a proteina distrofina ndo perca a funcao(Aartsma-Rus et al., 2014).

A aprovagao deste farmaco foi controversa, uma vez que, o painel de reguladores da
FDA nio ficou convencido pois a aprovagao foi feita com base num ensaio onde
participaram onze doentes. Devido ao reduzido numero de doentes a FDA pediu novo
estudo com mais doentes, da qual a empresa farmacéutica concordou, de modo, a
garantir que era produzida proteina suficiente nas células musculares (Angus Liu et
al.,2021).

Em dezembro de 2019, outro oligonucleotido designado por golodirsen (Vyondys 53®),
foi aprovado pela FDA também com indicag@o para distrofia muscular de Duchenne,
em doentes que tém confirmado a mutagdo no gene que leva o exdo 53 a saltar (fda &
cder et al., 2019).

Esta indicagao foi aprovada sob aprovagao acelerada, com base num aumento de

producdo de distrofina no musculo esquelético observado nos doentes. A aprovagdo
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continuada deste medicamento pode estar dependente da verificacdo de um beneficio
em ensaios confirmatorios. Este recente langamento do Vyondys 53® para a
comunidade neuromuscular mostra um caminho promissor, no entanto este tipo de
terapia genética deve ser acompanhado de perto para avaliar a seguranca e eficacia a

longo prazo (Iftikhar et al. 2021).
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4.3.2. Células CAR-T:

As células estaminais sdo células ndo especializadas no corpo humano, sdo capazes de
se especializar em qualquer célula num organismo e t€ém a capacidade de
autorrenovacgao. As células estaminais existem tanto nos embrides como em células
adultas. As células estaminais totipotentes sdo capazes de se dividir e diferenciar em
células de todo o organismo. Para além das células totipotentes existem também
pluripotentes e multipotenes, a diferenca encontra-se na capacidade diferenciacdo e a
localizagdo (Zakrzewski et al.,2019).

O potencial transformador das células como agentes terapéuticos foi realizada pela
primeira vez nos meados do século XX, com a disponibilidade generalizada das
transfusoes de globulos vermelhos, melhorou drasticamente nos resultados pds trauma,
cirurgia e outras condi¢des médicas(Weber et al.,2020a).

Na era moderna, os avan¢os fundamentais em imunologia, biologia molecular, virologia
e na engenharia genética, levaram ao progresso bastante promissor no desenvolvimento
de terapias celulares imunologicas; como as células CART- T (Weber et al., 2020a).
As células CAR-T consistem num dominio ligante extracelular, composto por um
fragmento variavel de cadeia unica, um dominio espagador, um dominio
transmembrana, € um ou mais dominios citoplasmaticos. Estas células apresentam
quatro geragoes, sendo que a primeira geracao contém um Unico dominio ativador que
na maioria dos casos ¢ um dominio citoplasmatico, como representado na figura 15.
Os de segunda geragao contém geralmente um dominio ativador ligado a dominios co-
estimuladores. A diferenca entre geragdes contribui para os mecanismos de sinalizagao

da célula CAR-T, bem como a eventual eficacia e toxicidade (Jayaraman et al., 2020).
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Figura 15: Representagdo de cada constituinte da célula CAR-T. Adaptado de(Jayaraman et al., 2020)

A compreensdo entre a relagdo do sistema imunitario e as células tumorais
proporcionaram o desenvolvimento acelerado de estratégias contra o cancro tais como,
o rejuvenescimento da imunidade do hospedeiro, e o treino de células imunoldgicas
contra as células cancerigenas. Aproximar células imunolédgicas contra células
cancerigenas, quer através de terapéutica mediada por anticorpos quer por reintrodugo
de células imunologicas treinadas num doente com cancro sao exemplos de
imunoterapia oncologica (Klebanoff et al.,, 2012).

Uma vez que, as células tumorais utilizam varios mecanismos de fuga, a questdo vital é
como as cé¢lulas imunolédgicas podem ser geneticamente reprogramadas para reconhecer
e eliminar células tumorais(D. Li et al., 2019).

Entre todas as terapias baseadas em células as CAR T sdo as visam células
cancerigenas, esta tecnologia tornou-se um sucesso em areas como hematologia
oncologia. Em 2017 duas terapias celulares anti- CD19 CART-T foram aprovadas pela
FDA, Kymriah, Novartis® e Yescarta, Kite Pharma® (Weber et al.,2020b).

O medicamento Kymriah da Novartis, tornou-se uma das primeiras terapias celulares a
serem aprovadas pela EMA. Este medicamento corresponde a uma terapia autdloga,
imunocelular do cancro que envolve a reprogramagao de células T do proprio doente
através de um recetor quimérico de antigénios CAR, de modo a identificar e eliminar

células CD-19 (Ali et al., 2020).
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Outro medicamento recorrendo a terapia celular foi o Yescarta, foi o segundo
medicamento desta classe a ser aprovado no ano de 2017 pela FDA. O modo de agao
centra-se na alteracdo genética de uma linha de células imunologicas de um doente de
modo a torna-las mais eficazes na resposta contra as células tumorais. Este
medicamento teve aprovagao para o tratamento de doentes com linfoma ndo Hodgking
que previamente ndo tinham respondido a quimioterapia convencional (Viardot et al.,

2019).

Linfoma Hodgking e ndo Hodgking:

O linfoma Hodgking trata-se de uma neoplasia do sistema linfatico, a doenca manifesta-
se em adolescentes e jovens adultos, mas também pode surgir em pessoas com 80 ou
mais anos. O diagnostico envolve sempre a bidpsia imunohistoquimica de um nddulo.
Os linfomas sao compostos por células malignas de Reed Sternberg dentro de um
extenso sistema inflamatorio e de células imunes. As células Reed Sternberg, que
derivam de células B, criam a sua propria rede de suporte tendo como fungdes a
inibicao da apoptose ¢ a supressao da toxicidade de outras células (Brice et al., 2021).
Quanto aos linfomas ndao Hodgking estes surgem de células linfocitos B maduras bem
como de linfocitos T e células natural killer (NK). O linfoma nao Hodgking
desenvolve-se devido as alteracdes genéticas do ADN resultante da amplificagdo ou
delecdao (Bowzyk Al-Naeeb et al., 2018).

A aplicacdo das células CAR-T em linfomas desta natureza deve se ao facto de as
células T poderem ser geneticamente modificadas ex vivo para direcionar antigénios a
tumor. As células T podem ser manipuladas para expressar um novo recetor de células
T (TCR) ou através de um recetor de antigénio quimérico (CAR) de modo a direcionar
antigénios associados ao tumor (Shah et al., 2019).

Existem varios antigénios tumorais sob investigacao clinica, no entanto a terapia
recorrendo a células CAR-T contra o recetor CD19 em células B ¢ clinicamente mais
avangado. Este recetor CD19 corresponde a uma glicoproteina presente na superficie da
célula B desde o desenvolvimento inicial até a diferenciagdo em células plasmaticas. A
sua fun¢do normal esta relacionada com a regulacdo das tradu¢do de sinal através do
recetor de células B(Scheuermann et al., 1995).

CD19 foi o primeiro alvo a ser investigado, dado a sua expressao restrita as células da

linhagem B e por ndo ser encontrada na maioria dos tecidos normais.

56



Células CAR-T

Estas células anti-CD19 CAR-T (CAR-19-T) demonstraram eficéacia significativa no
tratamento de doentes com cé¢lulas B recidivas ou refratarias para linfomas malignos
(Journal of Clinical Oncology et al., 2015)(Park et al., 2018).

Embora estas tecnologias se apresentem como promissoras € cada vez mais proximas
dos doentes, ainda existem muitas dificuldades e lacunas sendo uma dela a produgao de
terapia celular, uma vez que os processos 6timos de fabrico da producdo de células
CART T consistem na colheita de células T e a selecao das mesmas (Robert set al.,
2018).

Uma das limita¢des mais desafiantes da célula CAR-T ¢ o desenvolvimento de
resisténcia do tumor a antigénios. Embora inicialmente um tnico antigénio que vise as
c¢lulas CAR-T possa fornecer elevadas taxa de resposta, as células malignas de uma
porcado significativa de doentes tratados com esta células apresentam uma perda parcial
da expressdo antigénica alvo(Majzner et al.,2018).

Em suma, as células CAR sao recetores sintéticos que consistem em quatro
componentes principais: um fragmento variavel de cadeia unica, um dominio espagador,
um dominio transmembrana, e um ou mais dominios citoplasmaticos. As CAR-T
revolucionaram a maneira como se trata doengas oncologicas, sobretudo cancros
hematologicos como por exemplo linfoma de Hodgking e linfoma ndo Hodgking.

No entanto, ainda persistem limitagdes para a evolugdo do uso destes medicamentos,
sendo uma dessa limitagdes a selecdo de antigénios ¢ fundamental para a funcdo das
células CAR-T. As células tumorais podem ter a capacidade de regular os antigénios
devido a pressao exercida pelas células CAR-T (Sterner et al., 2020).

Para além disso, mesmo com a utilizacao do antigénio especifico, os efeitos fora do
tumor alvo podem ocorrer e causar toxicidade associada.

Em tumores solidos, obter células CAR-T que consigam movimentar-se e infiltrar-se no
tumor ¢ um desafio, com representado na figura 16. Este obstaculo pode ser agravado
pelo ambiente imunossupressor de neoplasias que existe nas células.

Embora existam desafios associados a esta terapia, novas estratégias e solucdes
potenciais continuam a evoluir e podem permitir um caminho para futuras terapias mais

eficazes e seguras(Sterner et al., 2020).
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Figura 16: Representagdo do mecanismo da célula CAR-T de segunda geragi&. Adaptado de (Larson
etal., 2021)
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4.3.3. Tecnologia CRISPR:

O surgimento de tecnologias adaptadas a sequéncias capazes de corrigir, substituir e
eliminar sequéncias especificas de ADN nas células transformou a industria
farmacéutica.

A tecnologia principal por de tras destes avancos sao as nucleases direcionadas, que
estimulam o processo de edigdao de genes introduzindo uma quebra na dupla cadeia de
ADN, que por sua vez ativa as diferentes vias para reparar o ADN (Kim et al., 2014).
Embora varias tecnologias tenham surgido no mercado para atuar neste sentido, a
tecnologia CRISPR tem sido a escolha por parte da engenharia genética, uma vez que,
os sistemas CRISPR sdo versateis, eficientes e faceis de usar(Cho et al.,2013).

A tecnologia CRISPR tradicional consiste em dois componentes: uma proteina CAS
que cliva acidos nucleicos e um tnico RNA guia (sgRNA) que se liga a proteina CAS e
a direciona para uma sequéncia de acido nucleico especifica (Jinek et al., 2012).

O sistema CRISPR como importante ferramenta na edi¢cdo de genomas, podem ser
divididos em varios tipos de sistemas tais como; cas9 tipo II, cas12a tipo V, sendo estes
os mais amplamente utilizados na engenharia genética e metabdlica de bactérias.

As bactérias apresentam uma elevada taxa de crescimento, e para além disso sdo
metabolicamente diversas, que produzem moléculas complexas que ndo se podem obter
através de sintese quimica(Choi et al., 2016).

Com o desenvolvimento da engenharia genética e metabdlica muitas linhagens de
bactérias que apresentam elevada taxa de rendimento e tém sido utilizadas
industrialmente.

Nos ultimos anos os sistemas CRISPR associados a proteinas cas foram vastamente
utilizados em engenharia genética de bactérias, o que tem promovido muito a sua
utilizacao (Becker et al., 2020).

A forma como estes sistemas CRISPR chegam as células depende também do
mecanismo de veiculacdo, existem trés grandes grupos de como se pode fazer chegar a
edicao de genes até as células. Os métodos podem ser através de processos fisicos,
vetores virais e vetores nao virais. Os métodos fisicos mais comuns sdo a microinjecao,
e correntes elétricas de alta voltagem, sendo esta ultima menos dependente do tipo de

célula(Lino et al., 2018).
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Quanto aos vetores virais estes podem ser através de adenovirus associados, e lentivirus,
até ao momento os vetores virais sdo 0s que geram mais consenso na sua utilizagdo e
para além disso os mais comuns na técnica CRISPR/cas9.

A utilizagao de vetores nao virais nao ¢ tao notdrio quando comparados com os vetores
virais, no entanto tém sido investigados nomeadamente as nanoparticulas lipidicas,

pépticas, e nanoparticulas de ouro (Lino et al., 2018).

CRISPR/cas9:

A tecnologia CRISPR cas-9 tem sido uma das mais estudadas, também esta ¢ composta
por dois componentes principais; sendo um deles a proteinas cas-9 uma endonuclease
capaz de clivar o ADN, o outro elemento ¢ a molécula de RNA guia (sgRNA), que
forma um complexo com a proteina cas9 encaminhando para o local especifico do
genoma formando o emparelhamento das bases complementares com a sequéncia alvo,
como representado na figura 17.(Doudna et al., 2014).

O sistema CRISPR/cas9 ¢ originario de um componente do sistema imunitario
bacteriano, onde existe a formagdo de memoria para a resposta imune do hospedeiro.
Varia variantes da cas9 foram identificadas de diferentes estirpes bacterianas, deste
sistema as mais amplamente utilizadas sdo derivadas de Streptococcus pyogenes e
expresso em Escherichia coli como proteina recombinante(Mout et al., 2017).

A tecnologia CRISPR cas9 apresenta varias aplicagdes tais como; tratamento com
imunoterapia no cancro, manipula¢do da sequenciacdo do genoma cancerigeno, e
mapeamento do epigenoma(Mollanoori et al., 2018).

A imunoterapia ¢ uma terapéutica emergente com resultados clinicos promissores em
tumores, uma das aplicagdes mais atrativas da edicdo do genoma recorrendo a utiliza¢do
de CRISPR cas9 ¢ a terapia genética sobretudo na formagao de células recetores do
antigénio T quimérico (CAR-T). Habitualmente as células T sdo recolhidas do doente e
geneticamente modificadas, de modo a atacar antigénios cancerigenos e em seguida as
células sdo transferidas de volta para o doente, sendo um passo critico na terapia com
células CAR-T.

Com a utilizacdo do sistema CRISPR cas9 pode ser ampliado a utiliza¢do da terapia
genética a mais doentes, uma vez que, este sistema consegue melhorar o funcionamento
das células CAR-T através da interrupgao dos genes que codificam para células T

inibitdrias (Qasim et al., 2015).
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Figura 17: Representagdo do sistema CRISPR/cas9 baseado no método de plasmideo e cas9. Adaptado de (Tian et al., 2019)
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Limitacdes da Tecnologia CRISPR:

Apesar do progresso recente na utilizagao da edigdo de genes com recurso a
CRISPR/cas para aplicagdes terapéuticas existem ainda muitos desafios, como por
exemplo a eficécia da edicdo de genes, efeitos fora do alvo, e imunogenicidade.

A eficacia da edigdo de genes e determinada por varios parametros, incluindo a
sequéncia de sgRNA, a duragao da exposicao a nuclease e o mecanismo de veiculagdo a
célula. Outro desafio na eficacia da edigao de genes diz respeito a esta apresentar
valores inferiores in vivo quando comparada com in vitro, devido a falta de mecanismo
eficazes de entrega a célula alvo (Ran et al., 2015).

Para além disso, varios estudos abordam o facto da tecnologia CRISPR/cas 9 poder
gerar inser¢des e delecdes em /oci indesejados devido a incompatibilidade da proteinas
cas9 com sgRNA. O risco de clivagem fora do alvo e especificidade reduzida esta
relacionada com a exposicao mais longa da proteina cas, possivelmente resultando

mutagdes indesejadas e toxicidade (Lattanzi et al. 2019; Senturk et al. 2017).
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4.4.Biotecnologia industrial:

A biotecnologia industrial define-se como o uso de enzimas ou microrganismos para
fabricar produtos de base biologica, em setores como os produtos quimicos, alimentares
e bioenergia. O uso de enzimas ou microrganismos sao usados como sistemas naturais
de modo a maximizar e otimizar as vias bioquimicas existentes usadas no
fabrico(Clarke et al.,, 2020).

Este ramo depende principalmente do cultivo de diferentes tipos de bactérias, leveduras
e fungos. As fermenta¢des microbianas controladas e usadas por humanos existem
desde o inicio da civilizagao para a producao de alimentos e bebida
fermentadas(Nielsen et al., 2019).

Durante o século XX os primeiros processos de fermentacdo em escala industrial foram
estabelecidos para a produ¢ao de produtos quimicos tais como; o butanol, acetona, e
acido citrico. A produg¢do de acido citrico em 1919 por Aspergillus niger, foi um grande
avango pois foi o primeiro processo de fermentagao aerdbica, esse avango permitiu abrir
caminho para a produ¢do de penicilina em escala industrial durante a segunda guerra
mundial (Nielsen et al., 2019).

Com a introdugdo da engenharia genética na década de 70, a industria biotecnologia
focou-se na producdo de proteinas para o uso farmacéutico, a industria biofarmacéutica
cresceu substancialmente ao longo dos anos e a maioria dos medicamentos mais
vendidos agora como insulinas e hormonas, sdo produzidos por fermentagdo recorrendo
a culturas de células (Nielsen et al., 2013).

No inicio dos anos 2000 e com o surgimento de mais conhecimento na area da
genomica, onde foi adquirida mais informacao a cerca das células microbiologicas o
que levou a uma melhor compreensao sobre as suas redes metabolicas e fisiologicas(di
Bartolomeo et al., 2020).

Todos estes métodos até a engenharia metabdlica que até hoje ¢ utilizada, esta consiste
na modificacdo genética direcionadas ao nicleo da célula com o objetivo de produzir

novos quimicos e/ou melhorar o produto.
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Todas estas abordagens conceptuais, computacionais € experimentais deram origem a
fabricas de células usadas para a producao de produtos quimicos, solventes, produtos
farmacéuticos, nutracéuticos e antibidticos (Nielsen et al., 2019).

Assim, a biotecnologia industrial surge como um apoio a biotecnologia farmacéutica,
visto que a biotecnologia industrial permite a otimizagdo dos processos de
medicamentos bioldgicos.

Um dos exemplos ¢ a utilizagdo de biotecnologia industrial para a produgado de
proteinas, uma importante classe de medicamentos onde se incluem os anticorpos
monoclonais, proteinas grandes ou de fusdo geralmente com pesos moleculares acima
de 100KDa (Lagassé et al., 2017).

No entanto, sdo descritos varios desafios na produgdo em larga escala de anticorpos
monoclonais, o desempenho de produgao abaixo do ideal tem sido observado devido a
condi¢des que ndo sdo as ideias no fabrico destes medicamentos. Algumas das
condi¢des que afetam esta producao dizem respeito ao substrato usado, aos limites de
oxigénio, ao stress celular associados a algumas estirpes, entre outros.

Recorrendo a engenharia metabolica podem ser melhorados alguns parametros, dado
que tem a capacidade de aprimorar as proteinas terap€uticas, as leveduras e fungos
filamentosos tém sido alternativas dado as suas carateristicas fisiologicas (J. Zhao et al.,
2020).

Outra aplicag@o da biotecnologia industrial com relevancia sdo os biomarcadores, estes
tém a capacidade de transmitir melhor informagao o rendimento durante a produgao de
anticorpos monoclonais (de Ruijter et al.,2018).

O objetivo principal da biologia sintética € otimizar o processo de conversao de
substrato em produto e reduzir as vias metabolicas desnecessarias, a jungdo da biologia
sintética com a engenharia metabolica permitiu a melhoria de sistemas e aumento do
rendimento do processo, aspetos importantes na produgdo de medicamentos biologicos.
Deste modo, a utilizagdo de mais processos e técnicas recorrendo a biotecnologia
industrial permitird contornar obstaculos presentes na produ¢ao de varios medicamentos
biologicos. Com o aumento da investigacdo em ciéncia de dados conquistou uma grande
atencdo que pode ser aplicada na compreensdo do metabolismo celular, e que servira
para automatizar a biologia sintética e um bio fabrico mais assertivo(Oyetunde et al.,

2018).
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5. Conclusao:

Com o desenvolvimento desta monografia, foi possivel identificar varias adversidades
com as quais a industria biofarmacéutica se depara. Estas adversidades devem-se nao so
a complexidade dos farmacos em causa, mas também pelo facto deste setor se encontrar
em expansao, ¢ a utilizagdo destes fArmacos ser superior.

Relativamente ao mercado constata-se que em Portugal a utilizacao ¢ sobretudo de
biossimilares por estes serem mais custo-efetivos e por isso, menos onerosos para o
Servigo Nacional de Saude, embora seja possivel o uso de medicamentos de referéncia.
Também na Europa o uso de biossimilares parece ser o caminho adotado, uma vez que
o0s paises europeus pretendem que mais destes medicamentos cheguem com mais
facilidade os doentes. Outro facto ¢ que a Europa se apresenta como o segundo maior
mercado de medicamentos bioldgicos,a seguir aos Estados Unidos da América, isto
deve-se a varios aspetos importantes como a existéncia de centros de investigacao e
conhecimento do setor para apoiar a inovagao; profissionais altamente qualificados e
literacia em saude por parte dos doentes que cada vez mais apoiam a utilizagao de
medicamentos bioldgicos.

Pelo contrario o mercado dos Estados Unidos da América esta tendencialmente mais
inclinado na aposta dos medicamentos de referéncia e ndo nos biossimilares. A
tendéncia do mercado norte americano € sobretudo em areas terapéuticas inovadoras,
dado ao investimento feito em desenvolvimento e investigacao. Para além disso, o
mercado dos EUA apresenta os maiores players mundiais como ¢ o caso da Pfizer,
Johnson & Johnson, GSK, entre outros.

Outro aspeto determinante para a evolucdo deste setor € o processo de desenvolvimento
destes medicamentos, pois envolvem mais passos sendo que dois destes grandes passos
correspondem ao upstream e downstream. Nestas duas etapas sao utilizados varios
equipamentos como biorreatores, mas também matérias-primas essenciais como as
cultura de células.

Tanto os equipamentos como as matérias-primas devem ser escolhidos criteriosamente
dado que os custos de producao sao um desafio para o valor final dos medicamentos

biologicos.
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Por outro lado, também as entidades reguladoras representam um desafio para as
empresas deste ramo, pois sendo este um setor bastante regulamentado, entidades como
FDA e EMA precisam de se adaptar a novas formas de fabrico e ensaios clinicos, pois
muitas das novas terapéuticas destinam-se a doencas raras e terapéuticas cada vez mais
individualizadas.

Para uma melhor adaptacao destes novos medicamentos as entidades reguladoras
mostram-se interessadas em colaborar entre elas de forma a aumentarem os dados que
possuem de modo a haver uma avaliagdo mais facil. Também a utilizacao de
tecnologias digitais demonstra ser cada vez mais certo, de modo a garantir maior
seguranga no momento de aprovagao.

No que diz respeito as perspetivas futuras no setor da industria biofarmacéutica as
industrias continuaram a apostar nos anticorpos monoclonais, visto que estes ja estdo no
mercado ha alguns anos e existe mais confianca na sua utilizagao.

Ao mesmo tempo a aposta em terapias genéticas e celulares tem aumentado, pela sua
importancia sobretudo na area oncoldgica e pelos resultados promissores.

Outra area em expansao € a terapia bacteriofagica, embora ja esteja a ser estudada ha
alguns anos, comega agora a dar os primeiros passos com o inicio de ensaios clinicos.
Nesta medida considero que o mercado da industria biofarmacéutica continuard em
rapido crescimento visto que este mercado ¢ influenciado por outras areas também elas
em crescimento tais como a biologia molecular, o conhecimento sobre sistemas de
expressao, melhor compreensdo de processos operacionais € aspetos tecnologicos
relacionado com a produgdo destes medicamentos.

A existéncia de varias inovagdes neste setor faz com que sejam oportunidades de

investimento e por isso maior interesse neste mercado.
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