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ANVISA - medicamentos
bioldgicos:

“moléculas complexas de alto
peso molecular obtidas a partir
de fluidos biolégicos, tecidos
de origem animal ou
procedimentos biotecnoldgicos
por meio de manipulacdo ou
insercdo de outro material
genético (tecnologia do DNA
recombinante) ou alteracéo
dos genes que ocorre devido a
irradiacdo, produtos quimicos
ou selecao forgcada”.

Quais as principais classes de
biofarmacos empregados/em
desenvolvimento?
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1- Antisenso

2- Terapia Celular

3- Terapia Génica

4- Anticorpos Monoclonais
5- Proteinas Recombinantes
6- Vacinas
7- Outros
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http://[phrma-docs.phrma.org/sites/default/files/pdf/biologics2013.pdf
America's Biopharmaceutical Research companies Report, 2013
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Farmacos tradicionais: Biofarmacos:
(Small Molecule Drugs - SMD) L _ .

- Biossimilares: mesmo perfil
molecular que o0s produtos de
referéncia com evidéncias suficientes

- medicamento de referéncia y ) .
de que néo ha diferencas clinicas

- similares significativas - desenvolvimento por
. comparabilidade (qualidade, eficacia e
- genenCOS Seguranga)

- O conceito de medicamento genérico
nao se aplica aos biossimilares. Nao
existe atualmente uma orientacao da
Anvisa sobre substituicao de quaisquer
medicamentos biologicos.

Legislacao utilizada para o registro de biossimilares no Brasil - RDC 55 (16/12/2010).
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Primeiro biossimilar aprovado no Brasil

A aprovagdo do biossimilar Remsima (infliximabe) pela agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa){ em junho de 2015/ abriu caminho para que mais
pessoas tivessem acesso a tratamentos avangados de salide.!

0 medicamento, que ja foi aprovado por érgdos reguladores em mais de 20 paises, é um anticorpo monoclonal, ou seja, uma classe de moléculas que
permite bloquear células especificas que deram origem a processos inflamatdrios, doencas autoimunes e alguns tumores. A agao do medicamento é
indicada para o combate de doencas como artrite reumatoide, doenga de Crohn, colite ulcerativa, espondilite anquilosante, artrite psoritica e psorfase.!

0 Remsima é o primeiro medicamento bioldgico aprovadoe pelo regulador brasileiro, a Anvisa, por comparabilidade. Apds ser desenvolvido, o biossimilar
passou por testes clinicos comparativos com o Remicade, medicamento bioldgico de referéncia do Remsima.

0 estudo de comparabilidade é necessario porque, de acordo com as regras previstas na resolugdo normativa RDC 55/2010 da Anvisa, a
biossimilaridade precisa ser comprovada por comparagao direta com o produto biolégico de referéncia. De acordo com a regulamentagdo brasileira, o
medicamento biossimilar deve ser comparade em um mesmo estudo clinico e usando os mesmos procedimentos usados como medicamento biolégico
de referéncia.?

Assim, um estudo clinico (de fase IIl), com 606 pacientes, demonstrou que, apds 30 semanas de tratamento, 73,4% dos pacientes que receberam
Remsima conseguiram uma melhora maior ou igual a 20% nos sintomas de artrite reumatoide em comparagdo com 69,7% dos tratados com o
medicamento biolégico de referéncia Remicade.
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DESAFIOS PARA BIOFARMACOS
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Biopharmaceuticals: high
molecular weight, instability
and hydrophilic nature
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Rangel-Yagui et al., Biomater. Sci., 2016,4, 205-218

ESTRATEGIAS
NANOBIOTECNOLOGICAS
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Combinacéao das ideias,

ferramentas e materiais da Nanotecnologia aplicada as
nanotecnologia e da ciéncias da vida

biotecnologia

nanotecnologia aplicacao da nanotecnologia para tratar problemas
inspirada na biologia: biologicos:
- enzimas artificiais - Nanoestruturas em drug delivery
- nanobiosensores - Nanoestruturas em embalages ativas e/ou inteligentes
- tecnologias do tipo para alimentos

organ-on-chip - Nanoestruturas para biodefensivos agricolas
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NANOBIOTECNOLOGIA ¢

A nanotecnologia farmacéutica
geralmente lida com estruturas
entre 5 a 300 nanémetros.
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NANOTRANSPORTADORES %
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Chem. Soc. Rev., 2011,40, 3638-3655
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* sensiveis ao pH e temperatura — limitacao quanto ao
processo de manufatura de certos nanotransportadores
e metodos de encapsulacao;

BIOMOLECULAS

* Geralmente sao grandes e hidrofilicas, portanto
nanotransportadores de interior hidrofobico nao sao
adequados para encapsulacao.

NANOTRANSPORTADORES PROMISSORES
(para encapsulagao)

Ex: Lipossomos, virossomos, polimerossomos, nanoparticulas de hidrogel,

nanocapsula de proteina Unica.
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» Polymer (PEG)-modified
Hydrophobic liposomes
proteins > * P
Hydrophilic
core
Phospholipid
Hydrophilic
heads
Hydrophilic Hydrophobic
proteins tails

Rangel-Yagui et al., Biomater. Sci., 2016,4, 205-218

 Facilmente reconhecidos pelo sistema fagocitario mononuclear — alternativa = lipossomos
pequilados (furtivos ou stealth)

* Podem ser funcionalizados com anticorpos, glicoproteinas, aptameros, etc.
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LIPOSSOMOS

* Fosfolipidios empregados
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Biophys. J., 2004, 87:4213-4225.




LIPOSSOMOS

* Ex. de Método de Preparo — hidratagao do filme lipidico

Lipids and hydrophobic
drugs in organic solvent

Stirring

Rotary evaporation

Sonication
Extrusion
Homogenization
Microfluidization

C—>

Downsizing

LUVs or SUVs

8

Dry lipid film

Centrifugation
Dialysis

Ultrafiltration

Column Cromatography

—>

Purification
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Hydrofilic drugs
in water solution

Hydration

Final liposome
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http://www.polymermicroscopy.com/temgallery.htm
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VIROSSOMOS ¢

~150 NM

Contém proteinas do envelope viral — permitem fusdo com as células alvo —
ligam-se a residuos de ac. sialico na membrana cel.

ideal para vacinacao (antigeno viral) ou delivery de DNA/siRNA.
Biodegradaveis, biocompativeis.

Ex - virossomo de influenza:
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* Vesiculas constituidas por copolimeros anfifilicos
* Preparo semelhante a lipossomos

Hydrophobic  Hygrophilic core
proteins Hydrophilic

proteins

Amphiphilic
copolymer

Hydraphilic
branch

Hydrophobic
branch

Hydrophobic
bilayer

Rangel-Yagui et al., Biomater. Sci., 2016,4, 205-218
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» polimerossomos sdo mais estaveis, robustos
e menos permeaveis devido ao alto valor de MW f%::‘ 2

dos copolimeros sintéticos empregados em sua / ¢ %(2{
constituigdo; éq}’

(35 nm)

(2—20 nm)

 facilidade de controle das propriedades como volume interior, espessura da
membrana polimérica e permeabilidade;

» Polimerossomos s&o mais resistentes - cinética de desagregacao mais lenta. Sao
aproximadamente 10 x mais resistentes a micromanipulacao do que lipossomos
(importante para liofilizacao);

» Desenvolvimento de PS estimulo-responsiveis para o controle de liberacdo da carga
(por permeabilidade da membrana) — responsiveis ao pH, temperatura, condicoes
redox, campo magnético, forca idnica, concentracao de glicose.
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Challenges for the self-assembly of poly (ethylene

glycol)-poly (lactic acid) (PEG-PLA) into

polymersomes: beyond the theoretical paradigms
Alexsandra Concei¢ao Apolinario!, Monika S. Magoni? Adalberto Pessoa Jr.! and Carlota de

Oliveira Rangel-Yagui'*
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Temdtico
%L‘(L—asparagmase

Glass transition temperature

Copolymer PEG-PLA Mn® of hydrophobic block® frec
PEGusPLAgo PEG 2000: PLA 5000 23°C 0.28
PEG1PLA1s3 PEG 5000: PLA 11000 39°C 0.30
PEG1sPLAuso PEG 5000: PLA 13000 40°C 0.27

Copolymer with hydrophilic
volume fraction value of 25-
40%

Hydration film

polymeric and broad
size distribution

}

[ Intense macroscopic bulk J

Lower polymeric bulk, however with
broad size distribution

] Stirring with high shear rate

The previous situation
has remained

Centrifugation

The previous
situation has
remained.

Longer stirring time

bulk and lower broad size distribution for

t Stirring for 24 hours leads to lower polymeric J

PEG,5-PLA; and PEG,,,-PLA, 5,

gy S
Glassy nature and molecular weight of \

1

1

i hydrophobic fraction are challenging
| factors for self-assembly

A
Low concentration is challenging for ! _
purification and extrusion 1 Narrow size
.............................. ! distribution and PDI




Challenges for the self-assembly of poly (ethylene
glycol)-poly (lactic acid) (PEG-PLA) into
polymersomes: beyond the theoretical paradigms
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Copolimeros com valores de foec

menores resultaram em vesiculas
maiores e, portanto, maior EE%
devido ao maior volume aquoso
interno.

Rangel-Yagui et al., Nanomaterials, 2019
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* Vesiculas assimetricas:
* PMPC,-PDPA, (Mw=21600 Da) (90% mol)

* PEO,,-PBO,,(Mw=1910 Da) (20% mol)

SUPOIONA e Asymmetric polymersome
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PEGUILACAO

Extremidade conectora

P =D

Poli(etileno glicol) - PEG

Aumento da solubilidade
Diminuicao da agregac¢ao

teeegrresssssesnerrRessseTessRses s e e ne

Abundantes moléculas

de agua associadas

a cadeias de
PEG

Sitio antigénico
o SRp——— o R
5 Imunogenicidade @
‘s reduzida devido
= a blindagem

meia-vida na circulagao

Aumento de tamanho

Menor acesso
a degradagao

e e R e = proteolitica
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» Aleatoria x sitio-dirigida

PEGUILACAO

» Polidisperséo x monodispersao

Multi PEGylated DiPEGylated MonoPEGylated Mono PEGylated Native
with bigger PEG at different site

Di PEGylated Mono PEGylated Mono PEGylated
at different with bigger PEG  at different site NaCl

sites concentration
Multi PEGylated l

Native

A
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» Aleatoria x sitio-dirigida
PEGU”—AC}AO = » Polidisperséo x monodispersao

» Massa molar e geometria do polimero (linear ou

ramificado)
=
A
e s 6. 0 0y
a O ¥ Y
Linear PEG :
‘\L/\) N Fork-shaped PEG
Bifunctional
[\Q/\/io Multi-arm o
0 o =
/0
Y-shaped Fork-shaped PEG2

Rangel-Yagui et al., BJPS, 2018
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PRINCIPAIS ESTRATEGIAS DE ‘
PEGUILACAO

Enzymatic PEGylation
via transglutaminase

C-terminal PEGylation

PEGyiation of
disulfide bond

PEGylation of thiols groups

Rangel-Yagui et al., BJPS, 2018
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PEGUILACAO N-TERMINAL
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A peguilagdo N-terminal é considerada sitio-
especifica—uma cadeia de PEG por monémero
da proteina — sendo que o numero de cadeias de

\.

A seletividade é baseada na diferenga de pKa
entre residuos de lisina (pKa = 10,5) e a regido

N-terminal (pKa = 7,7).

PEG é significativamente reduzido.

s

[ A determinagao do pH 6timo de reagdo é extremamente importante. ]

Roberts, Harris, 2002; Pasut e Veronese, 2012; Wu et al., 2013
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PEGUILACAO N-TERMINAL DA
ASPARAGINASE

L-asparaginasel MPEGH10&Da)x EnPEG-ASNasel

Rangel-Yagui et al., PLOS ONE, 2019




PEGUILACAO N-TERMINAL DA

ASPARAGINASE
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. pH do meio
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RENDIMENTO DE 57%

EM monoPEG-ASNase

Tempo de reacao

Rangel-Yagui et al., PLOS ONE, 2019



PEGUILACAO N-TERMINAL DA

ASPARAGINASE

Estabilidade por 21 dias (4 °C)

Specific Activity (U-mg”)

Al Al A .
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time (days)
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A peguilacado confere resisténcia as proteases

catepsina B (CTSB) e asparaginil endopeptidase (AEP)

ASNase  monoPEG-ASNase

CTSB AEP

. CTSB AEP

242 kDa
Protein stain

Activity stain | -

146 kDa

Gel nativo - 4ug de ASNase/monoPEG-ASNase, 2ug de CTSB
ou 1.8ug de AEP, 37°C, 132 h.

Rangel-Yagui et al., PLOS ONE, 2019
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PEGUILACAO N-TERMINAL DA
ASPARAGINASE

MOLT-4 [C] MonoPEG -ASNase
[ ASNase livre
[
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> Citotoxicidade da monoPEG-ASNasefrente a
3 o linhagens leucémicas. As barras de erro
SHRITNT® GRS TSNP representam o desvio padréo. Probabilidade de
& < significancia menor do que 0,05 (*), menor do que
Enzymatic activity (U'mL™) 0,01 (**) e menor do que 0,001 (***) em relagéo
ao controle.

Rangel-Yagui et al., PLOS ONE, 2019




NANOCAPSULA DE PROTEINA UNICA

nanobio

laboratory of
nanobiotechnology

University of Séo Paulo

polymerizable (ionic or neutral) in the presence of a cross-linker
monomers (black lines) (grey rectangle)

philic protein as a model.

a thin polymer shell
(ionic or neutral)

Fig. 6 Single-protein nanocapsules (SPN) preparation, using a hydro-

Biomater. Sci., 2016,4, 205-218

= Do ponto de vista diagnostico, SPN nao degradaveis podem ser empregadas para

detecgao de tumores.

= Do ponto de vista da terapia, pode-se empregar um polimero positivamente

carregado que confere penetracao celular a proteina.
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