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Introducao
Biologia sintética

v

E um novo campo da Ciéncia que
envolve o conhecimento dos
principios de engenharia para os
componentes fundamentais da
biologia .

Todos os organismos tem codicos
que determinam como se parecem
e o que fazem. Este codigo se
chama DNA ou codigo genético.
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Introducao
Biologia sintética

Ao combinar os avancos das tecnologias
de manipulacado do DNA com os
principios da engenharia moderna tornou
possivel o uso de computadores,
substancias quimicas e organélas para
produzir diferentes materiais e
substancias.

Como a producao de dispositivos para
diagnostico e aplicacoes em saude, novas
terapias e novos farmacos. Esta é a base
da biologia sintética na area
farmacéutica.
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Defini¢des
Biologia Sintética

A Biologia Sintética é: a) a concepcao e
construcoes de novas partes da
biologia; b) é o uma nova concepc¢ao
dos sistemas biologicos existentes
para fins de aplicacao.
http://syntheticbiology.org/
A Dbiologia sintética € uma adrea
emergente da pesquisa que pode ser
genericamente descrita como a
concepcgao e construcao de novas vias
bioldgicas artificiais, novos organismos
ou dispositivos, ou ainda redesenho
dos sistemas bioldgicos naturais

existentes.
https://royalsociety.org/
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Defini¢des
Biologia Sintética

A biologia sintética € uma disciplina cientifica que combina a ciéncia
biolégica e a engenharia, a fim de projetar e construir novas funcoes e
sistemas bioldgicos. Isso inclui a concepcao e construcao de novas pecas

bioldgicas, dispositivos e sistemas.
http://www.synberc.org/

A biologia sintética é a engenharia da biologia: a sintese de complexo, de
base bioldgica (ou inspirados), sistemas em que a funcdes ndo se visualize
na natureza. Esta perspectiva de engenharia podem ser aplicada em todos
os niveis da hierarquia de estruturas bioldgicas - a partir de moléculas
individuais de células inteiras, tecidos e organismos. Em esséncia, a biologia
sintética ira permitir a concepcao de "sistemas bioldgicos" de uma forma
racional e sistematica.

http://www.synbiosafe.eu/



Defini¢des
Biologia Sintética

Através desse principio, €& possivel
redesenhar os sistemas bioldgicos por meio
da modificacdo e recombinacao de
elementos genéticos ja existentes e pela
criacdao de partes genéticas inteiramente
novas. Ela é capaz de usar um repertorio de
partes biomoleculares compiladas durante
esses 50 anos de pesquisa em biologia
molecular e genémica funcional, juntamente
com a tecnologia que possibilitou analisar,
sintetizar, juntar, modificar e transferir
componentes genéticos para dentro de
organismos vivos
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Biologia Sintética
Com Aplicacao Farmacéutica




Biologia Sintética
Aplicacao Farmacéutica

As principais aplicacdbes da biologia
sintética no contexto farmacéutico
estdao relacioadas a: 1°) farmacos
inteligentes (smart drug), 2° Complexo
molecular para regeneracao de tecido;
3° Sistema biologico de fornecimento,
vetores para terapia e medicamentos
personalizados.

Hoje iremos contextualizar apenas os
farmacos inteligentes.

Neste caso: Aptameros, Peptideos e
Sintese de Proteina Cell-Free.
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Aptameros




O termo Aptamero é derivado da
palavra grega “apto”, que significa
“ajuste” e “mero” que significa “parte”.
* Aptameros sao RNA ou DNA de fita
simples ou dupla, selecionados para
alta afinidade e especificidade contra
alvos de interesse.

* Aptameros sao selecionados a partir
de vastas bibliotecas de moléculas (10%°
ligantes) em um processo evolutivo que
permite a maturacao do ligante para
alcancar as caracteristicas desejadas de
ligacao.
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Aptameros

1. O que é SELEX? Systematic Evolution of Ligands by Exponential

enrichment SELEX (Evolucao Sistematica de Ligantes por
Enriquecimento Exponencial)

SELEX &€ um método de quimica combinatdoria empregando
bibliotecas de acidos nucleicos para a selecao de
oligonucleotideos como ligantes de alta afinidade e
especificidade, chamados aptameros, baseados em rodadas
consecutivas de selecao e amplificacao.

Bibliotecas normalmente sao oligonucleotideos sintéticos (RNA
ou DNA) de numero n de bases degeneradas. Uma biblioteca
com regiao aleatdoria de 25 bases degeneradas € capaz de
produzir um total de 4%°>= 10%° ligantes diferentes.
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Aptameros

1. Como o SELEX é feita? Bibliotecas SELEX

2. As bibliotecas podem ser:
a. oligonucleotideos sintéticos (RNA or DNA)
b. DNA genomico digerido

3. Tamanho da biblioteca: 4", onde n = numero de bases
degeneradas; por exemplo, para um oligonucleotideo com 25
bases degeneradas: 4%°= 10'° ligantes diferentes.

4. 25 bases degeneradas permitirao a formacao de todas as
estruturas nucleotidicas secundarias comuns.
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Aptameros

Aplicacoes de aptameros
1.
2.
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Aptameros como inibidores ou antagonistas.

Sistema de entrega para inibidores nao-
especificos.

Drogas ligadas ao aptameros
Radionucleotideos ligados ao aptameros
Terapéuticos direcionados

1. Macugen® (atividade anti-angiogénica).
Diagnaostico por imagem.

Ensaios de diagndsticos.

Sensores (biosensores/quimosensores).




Aptameros
Subtitulo do Capitulo

Por que usar aptameros?

1.
2.

w

Baratos, eficientes, reprodutivel e facil de produazir.

Estavel em armazenamento a longo prazo, transportados em
temperatura ambiente.

Alteracao de propriedades de acordo com a necessidade.
Tamanho pequeno logo menos imunogenicidade e com maior
penetracao do tecido

Bom como inibidores ou antagonistas (VEGF NX1838), agentes de
entrega, sondas moleculares e unidades de reconhecimento de
Sensor.

Mais especificos do que pequenas moléculas e peptideos, menores
e mais flexiveis do que os anticorpos.

Aptameros sao versateis e faceis de modificar.

Aptameros podem ser selecionados contra qualquer alvo



Aptameros

Conclusoes

Aptameros podem desempenhar um
papel importante na luta contra o cancer
e outras doencas.

Conseguimos selecionar aptameros contra
uma variedade de alvos, incluindo
enzimas e receptores de superficie celular
gue podem agir como inibidores ou
agentes de distribuicao na radioterapia e
guimioterapia.

Modificacdes apropriadas podem alterar
as propriedades farmacocinéticas dos
aptameros segundo as necessidades, ou
inclui-los em superficies para torna-los
agentes ideais para ensaios diagnosticos,
terapias ou producao de imagens.
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Peptideos

Introducao

Os medicamentos utilizados
podem ser divididos em duas
categorias: farmacos tradicionais
ou farmaco-quimicos <500 Da e
com biodisponibilidade por via oral
na maioria das vezes.

E medicamentos bioldgicos , muito
maiores com massa molecular
>5000 Da. Que sao biodisponiveis,
em sua maioria, por via injetavel
(raras excecdes por outras vias).
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Peptideos

Introducao

Uma nova categoria de medicamentos vem
sedo investigada. Os peptideos se encaixam
entre os dois extremos de massa moleculs’
com o objetivo de combinar as vantagens
moléculas  pequenas  (custo, resti.
conformacional, permeabilidade, estabilidau
e biodisponibilidade oral) com as vantagens
dos produtos bioldgicos (componente natural,
elevada especificidade e alta poténcia).




Peptideos

A cada dia mais medicamentos
baseados em peptideos vém
sendo aprovados: estes, derivados
de venenos ou protedlise celular
tem sido a base terapéutica para
muitas doencas: hiperténcao,
cancer, diabetes tipo Il dor
neuropatica e angina.




Peptideos

Mercado Farmaceéutico

Lupron® - medicamento antineoplasico
USS 2,3 bilhdes.

Lantus® — insulina glargina

USS 7,9 bilhdes.

Victozia® — tratamento da diabetes
USS 2,3 bilhoes.

2014

60 peptideos aprovados na FDA
140 peptideos em ensaio clinico
+ 500 em ensaios preé-clinicos.
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Sintese de Proteina Cell-free




Sintese de Proteina Cell-Free

Introduc¢ao

No inicio da década de 50 muitos
grupos independentes demonstraram
gue a sintese de proteina nao
necessitava de uma célula com a
parede integra. E que a sintese
continuava apos o rompimento da
membrana celular.

Somente em 1955 que a particula de
ribunucleoproteina (ribossoma) foram
identificadas e isoladas das células e
foram estudadas as suas propriedades
fisico-quimicas.
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Sintese de Proteina Cell-Free

Introducao

Em meados de 1956 viram que a
ribonucleoproteina era capaz de
realizar a sintese de proteina na
auséncia de mitocondrias celulares.
Necessitando um alto grade energia
para transformas ATP em ADP.

Os primeiros extratos celulares a

serem estudados for a:

 Extrato de E. coli;

e Extrato de germe de trigo

 Extrato de Lisado de reticuldcito
de coelho
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pitese de Proteina Cell-Free

KEY: Protein {Disulfide Bonds) GM-CSF (2)
Yield 0.043 mg/mL
Urokinase protease (6) scFv-GM-CSF (2) clFN—x (2)
0.04 mg/mL 0.03 mg/mL 0.4 mg/mL
[ [
viPA (9] IGF-1 (3) [FeFe] Hydrogenase| |rhGM-CSF (2)
E coli extract 0.06 mg/mL 0.4 mg/mL 0.022 mg/mL 0.7 mg/mL

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2008 2007 2008 2008 2010 2011

Wheat germ extract scFv, Salmonella O-antigen (2) =13,000 human proteins
0.013 mg/mL avg: 0.02 mg/mL soluble

C-crystallin/quinone reductase
2.2 mg/mL




Sintese de Proteina Cell-Free

O que é a Plataforma “Cell-Free”

E uma nova forma de produzir
proteinas recombinantes, sem uso de
OGMs . Usando extratos de células
comuns. Que podem ser bactéria,
leveduras ou células de mamiferos.
Consiste em fazer o crescimento de
células em reatores comuns, a
destruicaio da parede celular e
aproveitamento do conteudo
citoplasmatico, insercao de uma
molécula de DNA ou RNA sintético e
uma mistura de substancias, tais como:
enzimas, acucares e sais.
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Sintese de Proteina Cell-Free

Standard Fermentation Cell-free Process
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Sintese de Proteina Cell-Free

Desvantagens do
Sistema Cell-free

*Construcao do DNA
Linear
Plasmideo

*Produtividade

*Escalonamento

*Custo do processo

*Registro no MAPA
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Vantagens do
Sistema Cell-free

*Sem barreiras para acesso ao produto
*Produto em condicdes de solubilidade
*Produtividade até 100mg/mL
*Escalonamento em reatores até 100L
*Estabilidade do sistema catalitico
*Habilidade no foco metabdlico

*Efeitos de toxicidade reduzido
*Influéncia direta do complexo reacional
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Sintese de Proteina Cell-Free
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