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RESUMO

O desenvolvimento da tecnologia de ADN recombinante permite a introdugio
de genes exogenos de interesse em células de diferentes sistemas de expressdo com o
fim de obtengdo de caracteristicas desejaveis. As plantas transgénicas tém sido
desenvolvidas para o melhoramento agricola, para a produgéo de alimentos funcionais,
€ mais recentemente, para a producgdo de proteinas recombinantes.

A utilizagdo de técnicas de cultura de células vegetais, na biotecnologia
vegetal, inclui os processos de embriogénese, organogénese e calogénese. A
embriogénese € a organogénese permitem a regeneragdo da planta inteira, a sua
transferéncia para o campo ou estufas e produgdo in vivo de proteinas recombinantes
com finalidade terapéutica. A calogénese permite a formag&o de suspensdes de células
vegetais com posterior transferéncia para biorreatores para a produgdo in vitro de
proteinas recombinantes.

O sistema de expressdo de proteinas recombinantes utilizando plantas
transgénicas apresenta varios beneficios, surgindo em varios casos, como um sistema
de expressdo preferencial. Atualmente diversas citoquinas, anticorpos, vacinas,
insulina, enzimas e proteinas do sangue s3o expressas em plantas transgénicas
apresentando eficdcia e com custos de produg@o mais reduzidos. Estdo a decorrer
diversos ensaios clinicos e algumas proteinas recombinantes produzidas por plantas

transgénicas estdo ja em comercializagio.

Palavras-chave: Plantas transgénicas, Proteinas recombinantes humanas, Sistemas de

produgdo vegetais, Proteinas farmacéuticas






ABSTRACT

The development of the recombinant DNA technology allows the introduction
of exogenous genes of interest in different expression sistems cells to obtain desirable
features. Therefore, transgenic plants emerged for improving agriculture, production
of functional foods and more recently for the expression of recombinant human
proteins.

The use of cell culture techniques of Plant Biotechnology includes
embriogenesis, organogenesis and calogenesis. Embriogenesis and organogenesis
permits regeneration of the entire plant and transfer it into fields or greenhouses for in
vivo production of recombinant proteins for clinical uses. Calogenesis and suspension
cell culture, later transfered to bioreactors, allows in vitro production of recombinant
proteins.

Transgenic plants as a expression system of recombinant proteins presents
several benefits arising, in some cases, as a preferred expression system. Currently,
several cytokines, antibodies, antigens, insulin, enzimes and blood proteins, are
expressed in transgenic plants presenting efficient activity and reduction of production
costs. There are several clinical trials going on and some recombinant proteins from

transgenic plants are already in the market.

Keywords: Transgenic plants, Recombinant human proteins, Plant-based production

systems, Pharmaceutical proteins
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

1.1. PLANTAS TRANSGENICAS

Os organismos geneticamente modificados (OGMs) englobam todos os
organismos, quer procariotas quer eucariotas, cujo material genético foi alterado
(Brown, 2010).

As plantas transgénicas sdo plantas geneticamente modificadas mediante
inser¢do de um ou vérios genes de outros organismos mediante tecnologia de ADN
recombinante que permite efetuar um processo de transferéncia de genes entre
espéciesdiferentes. As plantas transgénicas tém aplicagfo nas areas agricola, alimentar
e industria farmacéutica (James, 2010).

Em 1973, Boyer e Cohen desenvolveram a tecnologia de ADN recombinante
demonstrando que o material genético geneticamente modificado pode ser inserido em
células de organismos diferentes (Baeshen et al., 2014). O inico da produgio de
proteinas farmacéuticas comegou nos anos oitenta com a produgdo de insulina
recombinante humana (Chan et al., 1981) e da hormona de crescimento recombinante
humana em Escherichia coli (Ikehara et al., 1983).

A produgio de proteinas recombinantes por plantas transgénicas comega em
1986 com a expressdo da hormona de crescimento recombinante humana na planta do
tabaco (Barta, et al. 1986) (Tabela n° 1). Trés anos mais tarde, Hiatt ef al. (1989)
obtiveram o primeiro anticorpo em plantas transgénicas. Em 1990, Curtiss e Cardineau
obtém o primeiro antigénio de superficie de Streptococcus mutans no tabaco
transgénico. No mesmo ano, € produzida a primeira proteina do sangue recombinante
humana em batata transgénica e tabaco transgénico. Em 1992, sdo expressosem tabaco
transgénico, o antigénio de superficie do virus da hepatite B e o interferdo beta
recombinante humano com atividade biologica. Em 1995, obtém-se a primeira vacina
comestivel contra o virus da raiva no tomate (Ma et al., 2003). A primeira expressdo
de insulina biologicamente ativa em plantas transgénicas ocorre em 2006, em
sementes de Arabidopsis thaliana L. (Nykiforuk et al., 2006). A primeira vacina
recombinante € aprovada em 2006 pela USDA, contra o virus causador da doenga de
Newcastle em aves, obtida em células de tabaco transgénico (Rippke, 2006). Em 2010,
¢ produzida em tabaco transgénico a aprotinina (Pogue et al, 2010). A

comercializa¢do da vacina do virus da influenza H5N1 para uso humano na China
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surge em 2012 (Shoji ef al., 2011). Em 2015, é produzida a vacina do dengue em
tabaco transgénico, tendo sido verificado eficicia e atividade biolégica mediante

ensaios in vitro e in vivo (Kim et al., 2015).

Tabela n°® 1- Cronologia da produgfio de proteinas recombinantes por plantas transgénicas

ANO MARCO HISTORICO REFERENCIA

1986 Hormona de crescimento humana em tabaco transgénico Barta et al.

1989 Imunoglobulina G1 em tabaco Hiatt ef al.

1990 Antigénio de superficie A de Streptococcus mutans no tabaco Curtiss & Cardineau

1990 Albumina sérica recombinante humana inteira em tabaco e Sijmons et al.
batata

1992 Antigénio de superficie do virus da Hepatite B em tabaco Mason et al.

1992 Interferdo beta recombinante humano em tabaco Edelbaum er al.

1995 Vacina comestivel da glicoproteina do virus da raiva em tomate McGarvey et al.

2006 Insulina com atividade biolégica em sementes de Arabidopsis Nykiforuk ez al.
thaliana L.

2006 Comercializa¢@o da vacina contra o virus Newcastle das aves Rippke

2010 Aprotinina em tabaco Pogue et al.

2012 Comercializagio da vacina do virus da Influenza H5NI Shoji er al., 2011

2015 Vacina do dengue em tabaco Kim er al.

1.1.1 Aplicagdes

As plantas transgénicas, em fungfo das aplicagdes a que se destinam,
distinguem-se em trés diferentesgeragdes que surgiram ao longo do tempo. A primeira
geragdo de plantas transgénicas consiste nas modificagdes genéticas de plantas que

conferem tolerdncia a herbicidas, resisténcia a pragas e adaptagéio ao stress ambiental
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(Horsch et al., 1984). Estas caracteristicas, obtidas mediante tecnologia de ADN
recombinante, proporcionam redugdo de contamina¢do ambiental por diminuirem as
aplicagdes de pesticidas e inseticidas e aumento da produtividade agricola (Singh &
Singh, 2014). Um exemplo de plantas transgénicas de primeira geragfo séo as plantas
Bt resistentes a pragas, obtidas pela introdugdo de genes de Bacillus thurigiensis
codificadores de endotoxinas e que conferem resisténcia a insetos (Bobrowski et al.,
2003).

As plantas transgénicas de segunda geragfo sdo geneticamente alteradas para
melhorar as caracteristicas organoléticas, aumentar a conservagio ou aumentar a
produgfo de nutrientes com o objetivo de obter alimentos funcionais (Kawashima et
al., 2004). O Tomate Flavr Savr'™, é um exemplo de planta transgénica de segunda
geragdo, obtido através da tecnologia ARN antisense para evitar a deteriorizagéo
precoce do tomatee aumentar o tempo de conservagéo (Singh & Singh, 2014).

A formagdo do arroz dourado € outro exemplo de planta transgénica de
segunda geragdo. Este arroz geneticamente modificado tem cor amarela porque €
ricoem B-caroteno,uma molécula precursora de vitamina A (Figura n® 1). O consumo
de arroz dourado em paises nos quais a sua dieta tem como base o arroz, como a China
e a India, compensa a deficiéncia desta vitamina, prevenindo o aparecimento de casos

de cegueira (Ye et al., 2000).

Figura n° 1: Arroz com expressdo de fB-caroteno (Chrispeels & Sadava, 2003)

Consideram-se as plantas de terceira geragéo as plantas transgénicas das quais
se obtémcompostos secunddrios ou proteinas recombinantes, ambos com atividade
farmacéutica (Singh & Singh, 2014). Da produgio de proteinas recombinantes, surge o
conceito de “Molecular Pharming”, em que as plantas sdotransformadas genéticamente

para produziruma variedade de anticorpos, citoquinas, hormonas ou vacinas de uso
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terapéutico em grandes quantidades e produzidas in vivo em explora¢des agricolas ou
in vitro em biorreatores (Goldstein & Thomas, 2004).As diferentes proteinas
recombinantes humanas com aplicagdo imunogénica, antitumoral, antirretroviral,
hipertensdo, entre outras, encontram-se disponiveis no mercado ou em diferentes fases
de ensaios clinicos (Sirko et al., 2011).

Um medicamento biolégico ¢ um medicamento obtido por células de
organismos vivos. A sua subtincia ativa ¢ uma proteina que apresenta uma estrutura
molecular complexa. Devido ao método de produgéio e a complexidade estrutural da
molécula produzida gera-se uma variabilidade entre as moléculas obtidas. Os
biossimilares tratam-se de medicamentos biolégicos com estrutura idéntica ao
medicamento bioldgico existente no mercado (EMEA, 2012).

Com a produgdo de diversos anticorpos recombinantes em plantas
transgénicas, surge o conceito "plantibodies", como s@ioa imunoglobulina A, a
imunoglobulina G, entre outras, para uso terapéutico em humanos e animais (Daniell
etal., 2001).

Tém sido produzidos antigénios em plantas como a banana ou a alface sem
necessidade de purificagdo da proteina recombinante produzida para o
desenvolvimento de vacinas comestiveis para imunizagdo passiva (Walmsley

&Armntzen, 2000).

1.1.2. Importancia econémica

A érea total de culturas de plantas transgénicas, em todo o globo, supera os 1,8
mil milhGes de hectares. Dos 28 paises produtores de plantas transgénicas, 8 sdo paises
industrializados e 20 sdo paises em desenvolvimento (ISAAA, 2014) (Figura n° 2).

Em 2014, os cinco paises que produziram mais plantas transgénicas, por ordem
decrescente, foram: Estados Unidos da América, Brasil, Argentina, India e Canada. Os
EUA produziram um total de 73,1 milhdes de hectares de plantas transgénicas. O
Brasil é o pais que apresenta maior crescimento anual de area cultivada. Dentro da
Unido Europeia, Espanha, Portugal, Eslovaquia, Republica Checa e Roménia
produziram um total de 143000 hectares de milho transgénico, sendo a Espanha o pais

com mais 4rea plantada. Portugal, Eslovaquia, Republica Checa e Roménia
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apresentaram 4reas inferiores a 0,05 milhGes de hectares de milho transgénico. Em
Portugal o nivel de produgdo aumentou em relagdo ao ano 2013 (ISAAA, 2014).

No continente africano, a Africa do Sul é o pais com mais 4rea plantada com
plantas transgénicas. Os paises da América Latina, Africa e Asia, em conjunto,
cultivaram mais plantas transgénicas do que os paises industrializados (ISAAA, 2014).
A justificag@o para a maior produgfo nos paises em desenvolvimento tem a ver com a
contribui¢do das culturas de plantas transgénicas para o incremento do vencimento dos

agricultores e estimulagdo da economia nas zonas rurais (Singh & Singh, 2014).
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Figura n° 2: Paises produtores de plantas transgénicas (ISAAA, 2014)

De acordo com Obembe et al. (2011), os farmacos obtidos mediante tecnologia
de ADN recombinante t€ém uma quota de 10% do mercado farmacéutico e estima-se
que este numero aumente. Os sistemas de expressdo utilizando bactérias, leveduras,
células de mamifero e animais transgénicos tém custos elevados de investimento e
produgdo. As plantas transgénicas, por outro lado, apresentam baixos custos de
produ¢do sendo uma alternativa econdmica para a produgdo de proteinas

recombinantes de uso farmacéutico.
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O custo de produgdo de proteinas recombinantes farmacéuticas em plantas é,
em média, 0,1% do custo de produgdo de proteinas recombinantes farmacéuticas
utilizando células de mamiferos e 6% do custo de produgdo de proteinas
recombinantes farmacéuticas em bactérias (Basaran & Rodriguez—Cerezo, 2008).

Os anticorpos recombinantes produzidos por plantas transgénicas representam,
no maximo, 1% dos custos de producdo de anticorpos recombinantes em células de
mamiferos e 10% utilizando sistemas de expressdo microbianos (Obembe ef al., 2011).

As plantas transgénicas sdo capazes de produzir vacinas comestiveis a custos
reduzidos porque, além de outros fatores, ndo ¢ necessaria a purificagdo da proteina

recombinante (Sharma & Sood, 2011).

1.1.3. Regulamentacfo aplicavel

Os organismos geneticamente modificados estdo sujeitos a uma legislagdo que
regula a sua libertagdo no mercado € o seu controlo toxicoldgico com o intuito da
protegdo publica e ambiental (Chrispeels & Sadava, 2003).

A Diretiva n® 2001/18/CE, de 12 de margo, aprovada pelo Parlamento Europeu
estipula a protegéio da saiude publica e ambiental por meio de autorizagfo renovavel de
organismos geneticamente modificados (OGMs) a cada decénio e o seu controlo no
mercado (Wickson & Wynne, 2012).

O Regulamento n® 1830/2003, de 22 de setembro, do Parlamento Europeu tem
por objetivo regular a autorizagdo e introdugdo no mercado de alimentos
geneticamente modificados e certificar a sua rotulagem e rastreabilidade para a
prote¢do humana, animal e ambiental (Reg. n° 1830/2003/CE).

Em 2003, a Comissdo Europeia publica o Regulamento n° 1946/2003 que
designa um sistema comum de participa¢des e troca de informagbes em relagdo aos
movimentos transfronteiricos de OGMs entre os Estados Membros e paises terceiros
(Reg. n° 1946/2003/CE).

O Regulamento n° 65/2004, de 14 de janeiro, da Comissdo Europeia,
estabelece um sistema de identificagdio unica dos organismos geneticamente

modificados (Reg. n® 65/2004/CE).
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Em Portugal, o Decreto-Lei n® 164/2004, de 3 de julho, regula a libertagdo de
produtos geneticamente modificados no ambiente, assim como a sua colocagdo no
mercado com o intuito de prevenir quaisquer riscos (DL n°164, 2004).

O Protocolo de Cartagena ¢ um tratado que visa a seguranga bioldgica
mediante a pratica sustentavel dos organismos biolégicos e sua conservagdo, tendo
sido assinado por mais de 147 paises e transposto no territério nacional através do
Decreto-Lei n°® 7/2004, de 17 de Abril (DL n°7, 2004).

O Decreto-Lei n° 160/2005, de 21 de setembro, da legistagdo portuguesa
estabelece a regulagdo de culturas de plantas transgénicas proximas a outras culturas
de plantas que ndo sdo geneticamente modificadas, tendo como finalidade a prevengéo
de danos para o ambiente e a saide da populagdo e dos animais (DL n°160, 2005).

A Diretiva n® 2015/412 do Conselho Europeu ¢ a nova Diretiva da Comiss&o
Europeia que visa proporcionar a possibilidade de cada Estado-Membro limitar ou, até
mesmo, proibir a produgdo de organismos geneticamente modificados.

Nos Estados Unidos, os organismos geneticamente modificados estdo regulados
pela Environmental Protection Agency (EPA), United States Department of Agriculture
(USDA) e Food and Drug Administration (FDA). A agéncia que regula os
medicamentos bioldgicos provenientes de qualquer organismo transgénico, nos Estados
Unidos da América, € a FDA. Este 6rgéo visa o controlo, a eficicia e a seguranga de
qualquer produto geneticamente modificado. As normas dos EUA indicam a rotulagem
obrigatéria de qualquer produto farmacéutico ou alimento geneticamente modificados

com a finalidade de informar os consumidores (Sil & Jha, 2014).

1.1.4. Situacfio atual das plantas transgénicas

Atualmente, hd viérias proteinas recombinantes expressas por plantas
transgénicas em comercializagdo nas aéreas da cosmeética, da veterinéria e para fins de
diagnostico, havendo ainda poucas com aplicagdo terapéutica em humanos. O
colagénio, expresso em tabaco transgénico, € utilizado pela industria cosmética e tem a
vantagem de ndo conter toxinas de origem animal. O a-interferfo canino, produzido
em morangos transgénicos, apresenta poucos custos de purificagdo e de produgdo. A
aprotinina, expressa em tabaco transgénico, € utilizada como reagente de laboratorio.

A albumina e a transferrina, produzidas em sementes de arroz transgénico, sdo
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utilizadas como suplementos de meios de cultura de células (Sack, Hofbauer, Fischer
& Stoger, 2015).

Um exemplo de uma proteina recombinante humana com utilizagdo medicinal
produzida por plantas transgénicas, ja existente no mercado, é a glucocerebrosidase
indicada na doenga de Gaucher e obtida por células de cenoura transgénica (Shaaltiel
et al., 2007).

Viérias proteinas recombinantes humanas com utilidade farmacéutica tém sido
expressas em plantas transgénicas com atividade biolégica, estando atualmente em
diferentes fases de ensaios clinicos, como a glucocerebrosidase oral, o anticorpo
monoclonal utilizado na imunizagdo contra o virus ébola, a lactoferrina indicada na
inflamagdo, a a-galactosidase indicada na doenga de Fabry e a vacina do linfoma
folicular, um tipo de linfoma ndo-Hodgkin (Tabela n° 2). Algumas destas proteinas
recombinantes estdo patenteadas por empresas de Biotecnologia, como a Protalix ¢ a
Ventria. A glucocerebrosidase recombinante disponivel no mercado, produzida em
cenoura transgénica, ndo € administrada por via oral. Como as células vegetais tém
uma parede celular mais resistente a agdo das enzimas evitando a degradacdo da
proteina no estdmago e promovendo a sua absor¢do no intestino, estio a decorrer
ensaios clinicos para a glucocerebrosidase oral (Sack, Hofbauer, Fischer & Stoger,
2015).

Tabela n° 2 - Exemplos de proteinas recombinantes produzidas por plantas transgénicas em diferentes

fases de ensaios clinicos

ENSAIOS

MOLECULA APLICACAO PLANTA CLIiNICOS REFERENCIAS
Glucocerebrosidase Doenga de Gaucher Cenoura Fase II Protalix
humana oral (PRX-112)
Anticorpo monoclonal | Virus do Ebola Tabaco Fase | Huang et al., 2010
a-Galactosidase Doenga de Fabry Tabaco Fase 11 Protalix
Lactoferrina Anti-inflamatério Arroz Fase II1 Ventria

Vacina

IgGl linfoma folicular Tabaco Fase I Tusé et al., 2014

(Adaptada de Sack, Hofbauer, Fischer & Stoger, 2015)
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1.2. PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE PROTEINAS FARMACEUTICAS

Utilizam-se vérias plantas para a produgo de proteinas recombinantes de uso
terapéutico, como o tabaco, o milho, alfalfa, o arroz e a batata. O tabaco ¢ a planta
mais utilizada para a produgdio de proteinas recombinantes porque tem um
desenvolvimento rapido com bastante biomassa, cresce facilmente durante todo o ano,
ndo estd presente na cadeia alimentar, dispde de infraestruturas de processamento ja
existentes e o processo de transformagéo genética é simples (Obembe et al., 2011).

Os cereais, ao produzirem muitas sementes, tém capacidade de aumento de
escala de produgdio, assim como armazenamento e estabilidade das proteinas
recombinantes de uso terap€utico expressas, apresentando seguranga e eficicia e
crescem em praticamente todo o lado (Ramessar ef al., 2008). Os mais comuns séo o
arroz, o milho, a cevada e o trigo (Lau & Sun, 2009). O arroz ¢ utilizado na produgio
de proteinas recombinantes por ser um sistema de expressdo econdmico, ter a
capacidade de acumulagio, conservagio e baixo risco de contaminagio (Fujiwara et
al., 2010). Apresenta altos niveis de expressdo de antigénio recombinante sendo a
molécula estavel a altas temperaturas, o que faz com que possa ser consumido apos ser
cozinhado (Mishra ef al. 2008).

As leguminosas tém sido utilizadas para a producdo de proteinas
recombinantes de uso terapé€utico. A ervilha e a soja sdo as plantas leguminosas que
mais se utilizam para a expressdo de proteinas recombinantes, como € o caso da
obtengdo de anticorpos monoclonais (Stoger et al., 2005).

A planta Arabidopsis thaliana L. ¢ uma planta modelo muito utilizada porque
o seu desenvolvimento é rapido, obtém-se um numero elevado de sementes e s@o
facilmente manipulaveis (Watson et al., 1992).

Diversas plantas foram transformadas para a produgéo de vacinas comestiveis para
imunizagio passiva, utilizando a planta inteira ou partes da mesma (Boehm, 2006). A
banana é um alimento presente na dieta infantil e pode ser consumida crua evitando
assim a desnaturagdo da proteina recombinante (Goldstein & Thomas, 2004). O
tomate cresce facilmente em numerosos paises, a sua maduragéo € prevenida mediante
congelagio e € rico em vitamina A que induz a resposta imunoldgica. Por conseguinte,

também € utilizado para a obtencdo de vacinas comestiveis (Mishra et al., 2008).
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1.2.1. Comparacio com outros sistemas de expressio de proteinas recombinantes

Além das plantas transgénicas, existem varios sistemas de expressio de
proteinas recombinantes como animais, células de mamifero, insetos, leveduras e
bactérias. A adigdio correta de aglcares nas proteinas recombinantes influéncia a
estabilidade, a solubilidade, a conformagdo proteica e, consequentemente, a atividade
bioldgica da proteina in vivo (Vianna et al., 2011).

Os sistemas de expressdo de proteinas recombinantes farmacéuticas utilizando
organismos procariotasnem sempre t€ém a capacidade de levar a cabo as modificagdes
translacionais necessarias para a atividade bioldgica da proteina (Demain & Vaishnav,
2009). A bactéria mais utilizada para a obteng@o de proteinas recombinantes de uso
terapéutico € a Escherichia coli porque apresenta uma elevada taxa de crescimento,
viabilidade e alto rendimento de produgdo. Embora, atualmente, haja a possibilidade
de expressar N-oligosacariltransferases de Campylobacter jejuni em Escherichia coli
promovendo uma melhoria no processo de glicosilagdo de proteinas recombinantes,
ainda continua a apresentar caréncia de modificagdes translacionais como fosforilagdo,
processamento proteolitico e formagdo de ligagdes dissulfeto (Baeshen et al., 2014).

Relativamente aos organismos eucariotas, sdo as leveduras as mais utilizadas
para a produgfo de proteinas recombinantes de uso terapéutico, nomeadamente
Saccharomyces cerevisiae, Hansenulla polymorpha e Pichia pastoris porque
proliferam rapidamente, sdo passiveis de manipulagSes genéticas e secretam proteinas
para o meio extracelular. No entanto, as leveduras nem sempre t€m a capacidade de
efetuar glicosilagbes proteicas adequadas em proteinas de uso humano porque ndo
efetuam o enrolamento proteico apropriado (Houdebine, 2009). Por exemplo, a
glicosilagdo tipo N das leveduras provoca um incremento da presen¢a de manose,
fazendo com que a molécula apresente uma duragéio de agdo curta e seja imunogénica
(Gomord et al., 2010).

Os fungos Acremonium, Aspergillus e Chrysosporium sdo igualmente
utilizados como sistemas de expressdo de proteinas recombinantes mas apresentam
limitagdes nas modificagdes translacionais, sendo as proteinas recombinantes
produzidas pouco eficazes (Demain & Vaishnav, 2009).

Os insetos, como sistemas de expressdo de proteinas recombinantes, nem
sempre sdo capazes de realizar o processo de glicosilagéo necessario para a atividade

biologica da proteina recombinante formada. Existe risco de contaminagio e, em
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comparagdo com as plantas transgénicas, os custos de purificagdo e de produgio sdo
elevados (Demain& Vaishnav, 2009) (Tabela n° 3).

A glicosilagdo formada em células de mamifero de roedores ndo € totalmente
vidvel, ao contrario da glicosilagdo que ocorre em plantas transgénicas. As células de
mamifero néo tém capacidade de produzir em grande quantidade, tém custos elevados
de produgdo, os riscos de contaminag8o sfo altos e o tempo de produgdo de proteinas

recombinantes € prolongado (Houdebine, 2009).

Tabela n° 3 - Comparagdo dos diferentes sistemas de expressdo de proteinas recombinantes

farmacéuticas (adaptada de Xu ez al., 2011)

Plantas | Plantas | Animais Células Insetos | Leveduras | Bactérias
In vivo | Invitro de
mamifero
Custo de
produciio | Baixo Médio Baixo Alto Médio Baixo Baixo
Escala de
produgio | Muito | Alta Média Média Média Alta Alta
Alta
Qualidade
proteina Alta Alta Alta Alta Alta Média Baixa
Risco
contami- Baixo | Muito Alto Muito Alto Médio Meédio
nagio Baixo Alto
Custo de
purifica- Alto Meédio Alto Alto Médio Alto Alto
cio
Tempo de | Muito
produgiio | Alto Médio Alto Alto Médio Baixo Baixo

Os animais transgénicos que se utilizam para a produgdo de proteinas no leite
ou ovos s&o normalmente as vacas, as ovelhas, as cabras, as galinhas e os porcos. As
proteinas recombinantes formadas apresentam uma identidade similar & proteina
humana. Contudo, existe o risco de contamina¢do devido & presenga de agentes
patogénicos € riscos para a saude animal que se verificaram nas experiéncias efetuadas
em animais transgénicos (Demain& Vaishnav, 2009).

A produgiio de proteinas recombinantes por plantas transgénicas é realizada in

vivo ou in vitro, apresentando diferentes caracteristicas. Em ambos tipos de produgio
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verifica-se que as plantas transgénicas sdo um sistema de produgfio econdmico, é
possivel aumentar facilmente a escala de produgdio, existem reduzidos riscos de
contaminagdes biologicas € 0 o processo de glicosilagdo e modificagdes translacionais

ocorrem de forma adequada para a atividade biologica em humanos (Gomord, 2004).

1.2.2. Eficacia, identidade e funcionalidade das proteinas recombinantes

produzidas por plantas transgénicas

Para que determinadas proteinas recombinantes sejam produzidas com
caracteristicas idénticas 4 proteina humana, serd necessdrio adicionar genes
complementares de enzimas que favorecam a formagdo da proteina idéntica com a
mesma atividade bioldgica (Chen, 2008).

As plantas tém a capacidade de adicionar glucanos tipo N complexos, como a
N-acetilglucosamina e manose, similar a glicosilagio observada em humanos (Figura
n° 3). No entanto, as plantas transgénicas néio sdo capazes de adicionar galactose ou
acido sialico (Wilson, 2002). Ao contrério dos seres humanos as plantas transgénicas
adicionam a-(1,3)-fucose e B-(1,2)-xilose a4 estrutura da proteina recombinante
formada. Restringir a produgido de proteinas recombinantes no limen do reticulo
endoplasmatico e inativar glicosiltransferases no aparelho de Golgi das células
vegetais, diminui a formagdo das estruturas B -1,2-xilose € o -1,3-fucose (Gomord et

al., 2004).

Proteina

CINAG Gal Ac. slalico  ©°Manose Xilose Fucose

Figura n° 3: Estrutura da cadeia longa do glucano formado em plantas e humanos. As estruturas
representadas a azul sdo comuns a humanos e plantas. As estruturas representadas a vermelho sio
encontradas em humanos e as estruturas em amarelo sdo encontradas em plantas. NAG: N-

acetilglicosamina; Gal: galactose (Ma ez al., 2003)
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A presenga de galactose, na estrutura proteica recombinante humana, contribui
para a correta conformagfio de anticorpos e atividade imunoldgica (Wright &
Morrison, 1998). Para adicionar a galactose a estrutura molecular, adiciona-se o gene
B-(1,4)-galactosiltranferase humano na transformagfio efetuada para a expressio da
proteina recombinante por plantas transgénicas (Palacpac et al., 1999).

A presenga de acido sidlico incrementa a duragio de agdo e eficacia das
glicoproteinas. A enzima a-2,6-sialtransferase proveniente de células de mamifero
(Wee et al, 1998) e o acido N-acetilneuraminico sintetase de origem humana
promovem a adigdo do acido sidlico as glicoproteinas produzidas por plantas

transgénicas (Misaki et al., 2006).
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1.3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo conhecer o potencial biotecnoldgico das
plantas transgénicas no dmbito da indistria farmacéutica e suas possiveis aplicagdes.
Desta forma, no desenvolvimento deste tema, serdo descritas as técnicas envolvidas na
transformagdo de plantas, sua regeneragio e produgdo de moléculas recombinantes in
vivo e in vitro. Serdo comparados os diferentes sistemas de expressdo de proteinas
recombinantes farmacéuticas em termos de eficacia e produtividade e avaliados os

respetivos riscos e vantagens.
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2. DESENVOLVIMENTO

A biotecnologia vegetal consiste na utilizagdo de plantas para o seu
melhoramento, adaptagéo a condigdes ambientais adversas ou produgio de substincias
de interesse, estando incluidos o aumento de produtividade e da qualidade da produgédo
por meio de cultura de células e tecidos vegetais, regeneragdo de plantas e técnicas de
biologia molecular (Lima & Mota, 2003).

A biotecnologia vegetal divide-se em duas dreas que so a agrobiotecnologia € a
biotecnologia vegetal industrial. A agrobiotecnologia trata do estudo de clonagem de
plantas, na resisténcia a pragas e na produgdo de sementes artificiais. A biotecnologia
vegetal industrial € utilizada na produgdo de compostos resultantes do metabolismo
secundario vegetal e na produgdo de proteinas recombinantes humanas de utilidade
terapéutica em plantas transgénicas (Lima & Mota, 2003).

E possivel produzir proteinas recombinantes farmacéuticas tanto em plantas
cultivadas in vivo como em sistemas de células in vitro. A técnica in vitro consiste na
cultura de diferentes partes da planta colocadas em meio nutritivo utilizando recipientes
de vidro e sob condigdes de esterilidade. Para ocorrer os mesmos processos fisiolégicos
que se observam nas plantas in vivo, a cultura de plantas in vitro esta sujeita a fatores
fisicos, nutricionais € ambientais adequados ao desenvolvimento do explante vegetal.
Fatores como a temperatura, a luminosidade, o fotoperiodo e a presenga de reguladores
de crescimento sdo necessarios para a aplicagfo pratica da cultura in vitro (Fehér, 2003).

A utilizag@io de culturas celulares in vitro passou a ser utilizada na industria
paratornar a produgdo de plantas com independéncia das condi¢Bes climaticas, dos
campos utilizados e da sazonalidade da espécie vegetal, aumentando o rendimento de

produgdo (Lima & Mota, 2003).
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2.1. TECNICAS IN VITRO DE CULTURAS VEGETAIS

A capacidade que qualquer célula vegetal viva possui de formar uma planta
idéntica a qual € originaria ¢ denominada de totipoténcia (Chrispeels & Sadava, 2003). A
cultura de células vegetais compreende a utilizag8o da capacidade de totipoténcia dando
lugar aos processos de diferenciagio e desdiferenciagfo. A diferenciagfo é a formagéo de
tecidos organizados ou meristemas quando se pretende regenerar a planta. A
desdiferenciagdo origina a proliferagio de células de maneira desorganizada,
denominada calli, que depois so transferidas para meio liquido formando suspensdes
celulares que serdo mantidas em biorreator (Dodds & Roberts, 1995).

A capacidade de indug@o do desenvolvimento das células vegetais depende do
tipo de explante, do meio de cultura e da sua composi¢do nutricional, do balango de
reguladores de crescimento e de fatores climaticos (Fehér et al., 2003).

A cultura de tecidos ¢ iniciada pela limpeza e desinfe¢do do material vegetal. Os
explantes transformados sdo lavados com agua destilada, depois sdo desinfetados com
hipoclorito de sodio, hipoclorito de célcio e/ou dlcool e uma lavagem com 4gua
destilada para remover o composto desinfetante utilizado (Andrade, 2002).

Os meios de cultura sio complementados com reguladores de crescimento,
como as auxinas e citocininas. As auxinas estimulam o crescimento das células
indiferenciadas, o alongamento celular e a formag#o de raizes adventicias enquanto que
as citocininas promovem a citocinese ou divisdo celular e regulam o crescimento (Lima
& Mota, 2003).

As auxinas mais utilizadas sdo o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), o 4cido
indolacético (AIA) e o 4cido naftalenoacético (NAA). O 4cido 24—
diclorofenoxiacético ¢ uma auxina sintética e o acido indolacético é uma auxina
enddgena. As citocininas frequentemente utilizadas s3o a cinetina, benziladenina e a
zeatina, sendo esta ultima natural (Proenga da Cunha, 2005).

A concentragdo adicionada de reguladores de crescimento ao meio de cultura
depende da espécie vegetal e do objetivo pretendido. O balango entre as auxinas e as
citocininas € fator importante na regulagdo da citocinese, no alongamento das células,
na diferenciacdo ou desdiferenciagdo e no desenvolvimento de o6rgdos. Para que as
citocininas desempenhem a sua fungdo no material vegetal é necessaria a presenca de

auxinas no meio de cultura (Stafford & Warren, 1993).
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Os meios de cultura vegetal, podem ser s6lidos, semissolidos e liquidos aos
quais sfo adicionados nutrientes como, vitaminas, fonte de carbono, compostos
inorgdnicos e compostos orgadnicos como a sacarose que subsequentemente ¢é
hidrolisada a frutose e glucose pelas células vegetais para a obten¢do de energia (Dodds
& Roberts, 1995).

O pH ¢ um fator importante em meios de cultura e para o desenvolvimento e
regeneragdo das plantas. A utilizagdo dos nutrientes do meio por parte das células
vegetais depende do valor de pH e a indug&o da divisdo celular depende da acidifica¢do
do meio (Pasternak et al., 2002).

As vitaminas biotina, tiamina e piridoxina estfio presentes em meios de cultura
tendo propriedades cataliticas em reagdes enzimdticas. Também sfo adicionadas
diversas amidas, como a L-arginina e a L-glutamina (Dodds & Roberts, 1995).

Os compostos inorganicos, requeridos no meio de cultura para o
desenvolvimento vegetal, compreendem os macronutrientes e os micronutrientes. Os
macronutrientes s&o considerados os nutrientes adicionados em maior concentragio e os
micronutrientes os nutrientes adicionados em menor concentragdo, embora as suas
concentragdes estejam adaptadas a cada espécie vegetal. Entre os macronutrientes
utilizados encontram-se o potassio, o magnésio, o fosforo, o enxofre, o azoto e o calcio
e entre os micronutrientes utilizados encontram-se o molibdénio, o cobre, o boro, o
manganésio, o zinco e o ferro (Fehér et al., 2003).

O carvéo ativado € muito utilizado em culturas vegetais porque tem atividade
antioxidante e adsorve diversas moléculas no meio de cultura, como sdo as substincias
fendlicas resultantes do processo de oxidaggo dos tecidos lesionados durante a cultura in
vitro (Henrique et al., 2006).

O meio escolhido para a cultura de células vegetais depende da espécie vegetal,
do tecido ou célula a utilizar, da idade da planta e da sua finalidade. Existem diversos
meios, como o meio Gamborg B5, o meio Murashige e Skoog (MS) caracterizado pela
elevada concentragdo de amoénio, nitrato e potassio, os meios propostos por White
formados com diversas concentragdes de sais € azoto em forma de amoénio, entre outros
(Stafford & Warren, 1993).

O meio de cultura especifico deve ter como base um meio standard com
alteragdes nutricionais de acordo com as necessidades indutivas que cada espécie
vegetal requer, com diferentes balangos de reguladores de crescimento e com a adigdo

de compostos importantes para a adaptagdo vegetal (Gamborg et al., 1976).
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O meio de Schenk & Hildebrandt utiliza-se para o desenvolvimento das culturas
de plantas monocotiledénias enquanto que o meio de Murashige e Skoog utiliza-se para
a iniciag@o do crescimento celular desdiferenciado das culturas de plantas dicotiledénias
(Dodds & Roberts, 1995).

2.1.1. Embriogénese e Organogénese

A embriogénese consiste na formagdo de embrides sem ligaco vascular com o
tecido do qual provém e divide-se em embriogénese somatica e embriogénese gamética.
A embriogénese somdtica caracteriza-se pela obtengdo de embrides a partir de
explantes, tecidos somaticos, células em suspensdo ou protoplastos (Lima & Mota,
2003).

A embriogénese somadtica ¢ mais eficaz na velocidade de regeneragdio das
plantas porque os embrides sdo formados de um tnico explante. O processo de
embriogénese somatica ndo requer muitas transferéncias de meios de cultura e é mais
uniforme em tamanho e forma. A embriogénese somdtica pode ser direta ou indireta. A
embriogénese somatica direta consiste na formagdo dos embrides a partir do explante
sem passar pela fase de calli. A embriogénese somatica indireta consiste na existéncia
de uma fase intermédia de formag8o de calli entre o explante € os embrides (Stafford &
Warren, 1993).

A indugdo da formagio de embrides é promovida por uma elevada concentragio
de 2,4-D e uma concentragio reduzida de citocininas (Fehér, 2003). A divisdo celular
dos meristemas resulta na formagio de tecidos, rebentos, raizes e o estabelecimento do
desenvolvimento da planta completa (Dodds & Roberts, 1995).

A organogénese somatica consiste na formagio de rebentos e raizes a partir de
estruturas de tecidos vegetais somaticos, sem passar por um desenvolvimento de

embrides (Lima & Mota, 2003) (Figura n° 4).
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Figura n° 4: Produgido do antigénio de superficie do virus da Hepatite B em calli de alface transgénica e
sua organogénese somdtica in vitro. A - formagfo de calli; B - calli em meio de cultura com 3 mg/L de
acido indolacético (ATA) e 0,02 mg/L de cinetina apés 45 dias; C - formagéo de raizes adventicias em 0,2
mg/L de AIA e 0,2 mg/L de cinetina ap6s 45 dias; D — formagdo de rebentos com 0,2 mg/L de AIA e 0,2
mg/L de cinetina ap6s 60 dias (Marcondes & Hansen, 2008)

O balango dos reguladores de crescimento depende da espécie vegetal, do tipo
de explante e do tipo de auxinas e citocininas. No caso da organogénese a concentragio
de auxinas € superior a concentragfo de citocininas. As condi¢8es de crescimento para a
regeneragdo das plantas, dependem da espécie vegetal da qual se extraiu o explante, da
luminosidade, da humidade ¢ da temperatura, sendo a temperatura 6tima normal de
25°C para plantas de climas temperados e 27°C-30°C para plantas tropicais (Stafford &
Warren, 1993).

2.1.2. Calogénese e estabelecimento de suspensdes

A calogénese consiste no processo de formagio de agregados celulares
indiferenciados denominados calli a partir de um explante esterilizado da planta (Doods

& Roberts, 1995).

A indugdo de calli ¢ mais rapida e eficaz ao utilizar tecidos jovens da planta. O
explante € colocado em meio de cultura com os compostos necessarios para a iniciagio
de calli. Os meios standard que normalmente sdo utilizados sfo os meios Murashige &
Skoog, Gamborg B5, White e Heller. Contém uma mistura de componentes que
incluem elementos orgénicos, inorganicos, sacarose e balango de reguladores de
crescimento em gel de agar. A auxina 2,4-D apresenta maior eficicia na calégenese,

sendo portanto a mais utilizada, em conjunto com a cinetina (Stafford & Warren, 1993).
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As fases de desenvolvimento de calli dividem-se em resposta de lesio e resposta
de crescimento. A fase de resposta de lesfo estd caracterizada por uma limitada divisio
celular e por um rdpido incremento da atividade metabdlica. A fase de resposta de
crescimento estd caracterizada por uma divisio celular continua e ¢ dependente de um
suplemento de auxinas. A resposta de crescimento de calli esta dividida em trés partes:
indugdo, divisdo e diferenciagdio. A indugdo consiste em modificagdes metabdlicas e
sintese de macromoléculas. A divis3o consiste na iniciagio da divisio das células
vegetais diminuindo o tamanho celular. A diferenciagio consiste no alongamento das
células vegetais e diminuigdo da taxa de divisdo celular (Stafford & Warren, 1993).

Para obter suspensbes celulares de células vegetais, o calli é transferido e
colocado em frascos de Erlenmeyer obtendo uma suspensdo celular (Figura n® 5). O
meio € liquido e contém agitadores que fragmentam o agregado de células e
proporcionam condi¢Ses de aerobiose (Dodds & Roberts, 1995). A velocidade dos
agitadores deve ser controlada, pois uma velocidade alta provoca lesdes nas células e
uma velocidade lenta pode resultar numa fraca mistura homogénica e afetar o
metabolismo celular (Stafford & Warren, 1993).

A acumulagdo de proteinas recombinantes em suspensdes de células vegetais
transgénicas € obtida através da utilizagdo de inibidores de proteases e da adi¢do de
agentes protetores e estabilizantes como o polietilenoglicol (PEG), a
polivinilpirrolidona (PVP) e a gelatina (Magnuson et al., 1996).

As culturas de suspenso de células vegetais proporcionam homogeneidade e
posibilidade de aumento de escala de produgdo de proteinas recombinantes com a sua

transferéncia para biorreatores de varias dimensdes (Fonseca & Teixeira, 2007).

Figura n* S5: Calli e suspensdo celular de Rauvolfia serpentina L. (Yang & Stockigt, 2010)

36



Desenvolvimento

2.1.3. Producio e cultura de protoplastos

Algumas técnicas de transformagio de plantas envolvem a utilizagdo de

protoplastos por ser mais facil a introdug@o do ADN. O protoplasto é a célula vegetal de
configuragdo esféricada qual foi removida a parede celular (Figura n° 6) por métodos
mecanicos ou enzimdticos e mantido em meio isoténico com concentragdo de sais
semelhante ao conteudo vacuolar (Stafford & Warren, 1993).
Os métodos enzimaticos, mais utilizados por originarem maior viabilidade, consistem na
digestdo da celulose, hemicelulose e pectina presentes na parede celular das células
vegetais por meio de misturas enzimaticas de celulases e pectinases. Além destas
enzimas, também estdo presentes na mistura lipases, peroxidases, ribonucleases e
proteases para obter um rendimento melhor de protoplastos vidveis (Dodds & Roberts,
1995).

Para a obtengdo de protoplastos, a osmolaridade do meio é um fator
determinante pois se o o potencial do meio nfo estd em equilibrio com o potencial das
células, ocorre a plasmdlise celular. Para conseguir a isotonicidade, adicionam-se aos
meios MS ou Gamborg BS, reguladores osméticos como o sorbitol € manitol em
presenga de sacarose e polivinilpirrolidona que atua como estabilizante (Lima & Mota,

2003).

Figura n°® 6: Protoplastos de células de Citrus limon L. (Chrispeels & Sadava, 2003)

A capacidade de autorregeneragéo da parede celular dos protoplastos é o método
direto indicativo da viabilidade dos mesmos. Por outro lado, existem métodos indiretos

de verificagdo da viabilidade dos protoplastos mediante a observagdo de movimentos
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trabeculares ao microscépio otico, incapacidade de colorocagio mediante a utilizagdo de
corantes como o azul de metileno e emissdo de fluorescéncia por radiagdo ultravioleta
pela degradagéo de sais de fluorocromos (Dodds & Roberts, 1995).

Apos a obtengdio dos protoplastos retiram-se, por meio de centrifuga¢iio ou
filtragdo, a mistura enzimatica, os restos de tecido ndo digerido e as células ndo vidveis
(Stafford & Warren, 1993).

A parede celular das células vegetais é removida para facilitar a entrada de
material genético ex6geno para o interior celular, dando lugar a transformagio da planta.
Para a obtengdo de plantas transformadas, ¢ indispensavel a obtengdo de grandes
quantidades de protoplastos vidveis e, quando colocados em cultura in vitro, ocorra a
formag#o de calli e ulterior regeneragio da planta completa (Dodds & Roberts, 1995). E
uma das técnicas mais empregues para a produgio de plantas transgénicas porque a
transformag@o genética das plantas através de protoplastos é simples de executar e eficaz
(Stafford & Warren, 1993).

A transformagdo genética de plantas utilizando protoplastos pode ser otimizada
pela introdugéo dos mesmos em solugéio com o material genético e polietilenoglicol, a
uma temperatura entre 22°C-24°C, durante trinta minutos. O polietilenoglicol precipita o
material genético facilitando a sua entrada, nos protoplastos da célula vegetal, por
endocitose (Brown, 2010).

A imobiliza¢do de protoplastos em meios de cultura formados por geles de agar e
de agarose permitem o seu suporte € observagdo. N#o obstante, a cultura em gota
suspensa, em caixa de Petri previamente esterilizada, é a técnica mais simples para
cultivar protoplastos e regenerar plantas inteiras (Stafford & Warren, 1993).

Apdés um periodo de tempo em meio de cultura, os protoplastos sintetizam
novamente a estrutura da parede celular, dividem-se e formam calli. Esta massa
desorganizada de células ¢ transferida para frascos de Erlenmeyer, contendo novo meio
de cultura suplementado com auxinas e manitol, onde ¢ iniciado o processo de
embriogénese ou organogénese a partir das células transformadas (Dodds & Roberts,
1995).
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2.2. TRANGENESE

2.2.1. Origem dos genes

A transformagdo genética permite a introdugdo controlada de um ou vdrios
genes provenientes de organismos diferentes do hospedeiro com a finalidade de obter
uma ou vdrias caracteristicas desejaveis (Singh, Ghai, Paul & Jain, 2006).

Um gene de interesse de uma determinada espécie pode ser transferido para uma
planta para esta obter resisténcia a pragas e tolerancia a herbicidas (Horsch et al., 1984).
O gene bar que codifica a enzima fosfinotricina acetiltransferase da bactéria
Streptomyces hygroscopicus foi inserido na planta do tabaco para conferir tolerancia a

herbicidas (Sack, Hofbauer, Fischer & Stoger, 2015).

A introdugdo de genes exdgenos nas plantas para aumentar os niveis de
produgdo de metabolitos primarios tem vindo a ser desenvolvido. O gene tript6fano
descarboxilase proveniente da planta vinca-de-madagascar foi inserido na planta
Peganum harmala para obtengdo de maiores quantidades de serotonina (Berlin et al.,
1993).

A modificagdo genética para a produgdio proteinas recombinantes tem maior
interesse para a inddstria farmacéutica. Para tornar a produgdo eficaz de insulina
recombinante em Escherichia coli adiciona-se na construgdo genética o gene da -
galactosidase (Ratledge & Kristiansen, 2001). Os genes al-globina humana e p*-
globina humana sdo introduzidos em porcos para a produgdo de hemoglobulina
recombinante humana (Glick & Pasternak, 1994).

A inser¢do de genes de origem humana em plantas transgénicas tem como
objetivo a sintese de proteinas recombinantes de uso medicinal. Por exemplo, o gene
hIL-13 foi introduzido na planta do tabaco para a sintese de interleucina-13
recombinante humana (Wang et al., 2008). O gene 2G12LC foi inserido em tabaco para
a expressdo do anticorpo monoclonal 2G12 humano com atividade anti-HIV-1 (Sack et

al., 2015).
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2.2.2. Construcio genética

Para a construg@o genética € necessdrio isolar o fragmento de ADN que contém
o gene de interesse que codifica a proteina recombinante desejavel. Para tal, utilizam-se
enzimas de restricdo ou endonucleases que reconhecem especificamente as sequéncias
genéticas de interesse, cortando as ligagdes entre os nucledtidos (Brown, 2010).

O promotor consiste numa sequéncia de ADN responsavel pela regulagdo da
expressdo genética induzindo um elevado nivel de transcri¢do, resultando em um
incremento da quantidade de proteina recombinante expressa (Jani et al., 2002). Os
promotores tém a caracteristica de serem independentes do hospedeiro, ou seja, sdo
capazes de conduzir a expressdo genética em todos os tecidos vegetais (Huang et al.,
2009). O promotor CaMV35S, obtido do virus do mosaico da couve-flor, € o promotor
mais utilizado porque apresenta elevados niveis de expressdo, tendo sido usado para
produzir determinados antigénios como a subunidade da toxina da célera e as
glicoproteinas do virus da raiva (Jani et al., 2002).

O gene terminador da construgfio genética regula a terminagdo da transcrigéo,
néo permitindo a expressfo dos genes que se encontrem fora do mesmo (Lima & Mota,
2003). A adig@o do intréo vegetal na construgdio genética permite a expressdo dos genes
somente em células vegetais impedindo a transcrigdo em células eucariotas (Darbani et

al., 2007).

Para ocorrer a clonagem da construgdo genética, € necessario utilizar vetores,
como por exemplo, o plasmideo de FEscherichia coli, formado por ADN
extracromosoémico circular e com conformagéo de dupla hélice. A ligagdo do fragmento

do ADN de interesse ao vetor de clonagem ¢é estabelecida pela enzima ADN ligase

(Glick & Pasternak, 1994).

Na construgdo genética sdo colocados genes de interesse que sintetizam a
proteina recombinante com finalidade terapéutica ¢ também genes para selecionar as
células vegetais transformadas, denominados genes marcadores de sele¢do e genes
marcadores moleculares (Anami et al, 2013). Os genes marcadores de selegdo
conferem resisténcia a antibidticos ou herbicidas, fazendo com que as células vegetais
transformadas sejam as Gnicas a crescerem em meio de cultura seletivo. Usam-se por
exemplo, os genes neomicina fosfotransferase e gentamicina acetiltransferase que

conferem resisténcia aos antibidticos canamicina e gentamicina, respetivamente (Dale et
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al., 1993). Os genes marcadores moleculares codificam proteinas que produzem uma
resposta detetdvel por meios fisicos. Os genes marcadores moleculares luciferase,
cloranfenicol acetiltransferase, proteina verde fluorescente e B-D-glucuronidase, sio
alguns exemplos. O gene B-D-glucuronidase codifica uma enzima que cataliza a
hidrélise do 4cido B-D-glucurdnico, emitindo fluorescéncia (Zuo et al., 2001).

A construgfo genética representada na figura n° 7, foi introduzida em células de
tabaco para a expressdo de antigénios do virus da Hepatite B. Para tal, foram utilizados
o gene marcador de selegdo bar que tem tolerdncia ao herbicida, as enzimas de restrigiio
EcoRI, Xbal, BamHI, Pstl ¢ HindIIl e o plasmideo da Agrobacterium tumefaciens
(Kostrzak et al., 2009).

| nost | pNos | Bar —[ ol }
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LcoKT Xbal BamHI Pstl HindIll

Figura n° 7: Representagdo esquemitica da construgao genética de tabaco transgénico; Genes estruturais:
HBsAg — gene codificante do antigénio de superficie do VHB; BAR ~ tolerancia a herbicida; Promotores:
Virus do Mosaico da Couve-flor (CaMV358); pNOS — nopalina sintase; Terminagdo: NOSt— nopalina

sintase; g7 terminador; ED e EE - extremidade direita e esquerda, respetivamente (Kostrzak ez al., 2009)

2.2.3. TRANSFORMACAO DE PLANTAS

A construgdo genética € introduzida na célula vegetal através de métodos de
transferéncia direta ou indireta, dependendo da espécie vegetal e dos diferentes tipos de
tecidos vegetais em causa. A transferéncia direta fundamenta-se na modificagfio das
membranas celulares causada por processos fisicos. A transferéncia indireta consiste na
utilizagdo de agentes patogénicos naturais da planta, designadamente virus e bactérias

como a Agrobacterium tumefaciens e a Agrobacterium rhizogenes (Dale et al., 1993).
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2.2.3.1. Transformacio direta

A transformagédo direta de plantas consiste em introduzir o gene de interesse
diretamente nas células vegetais mediante as técnicas de biolistica ou bombardeamento
de microparticulas, microinjego, eletroporagfo, lipossomas e laser (Carrer et al., 2010).

A técnica de biolistica (Figura n°8) permite inserir o gene de interesse revestido
por microparticulas de ouro ou tungsténio no explante da planta. As microparticulas sdo
disparadas a alta velocidade e atravessam a membrana das células vegetais (Xiong et
al., 2013). E a técnica mais utilizada para a transformagdo de plantas. E simples de
executar, rapida e eficaz pois apresenta um grande rendimento de células vegetais

transformadas com poucos disparos (Lima & Mota, 2003).

Figura n° 8: Aparelho de biolistica ou bombardeamento de microparticulas

(http://www.biology.washington.edu/sites/washington.edu.dept/files/u894/Biolistic1 Adj Sm.jpg)

Embora possam ser utilizados diferentes tipos de explantes na técnica de
biolistica, a velocidade dos disparos depende da espécie vegetal e dos diferentes tipos
de tecidos e células vegetais a serem utilizados na transformagdo. Deste modo, os
disparos devem ser adequados para evitar um reduzido rendimento de transformagéo
genética ou provocar a lise celular (Hammond et al., 1999).

A técnica de microinjegdo consiste na inser¢do especifica do gene exdgeno na
célula vegetal mediante a utilizagdo de microseringas, micropipetas e microscépio em
condigGes de temperatura e esterilidade controladas. Devido ao equipamento complexo

para a transformagfo vegetal, ao baixo rendimento de células vegetais vidveis, a
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morosidade do processo € aos custos de producdo elevados, esta técnica é pouco
aplicada na transformaggo vegetal (Mrizova et al., 2014).

A técnica de eletroporagdo de protoplastos consiste na aplicagdo de descargas
elétricas de alta voltagem formando canais de membrana tornando a célula vegetal
permedvel. A quantidade e o tamanho de canais formados é diretamente proporcional 4
duragdo e a intensidade da descarga elétrica aplicada. O tamanho do material genético, o
tampdo utilizado e a temperatura sio também fatores que influenciam a técnica
(Stafford & Warren, 1993).

Os lipossomas sdo vesiculas fosfolipidicas de forma esférica que transportam o
gene exoégeno para o interior dos protoplastos. Em meio de cultura, adicionam-se os
lipossomas contendo o gene de interesse juntamente com os protoplastos na presenga de

polietilenoglicol para promover a fusdo (Balazs & Godbey, 2011).

2.2.3.2 Transformacio indireta

A transformagdo indireta para a obtengfo de plantas transgénicas consiste na
utilizagdo de um vetor, podendo tratar-se de bactérias, como Agrobacterium
tumefaciens e Agrobacteriumrhizogenes, ou de virus (Ratledge & Kristiansen, 2001).

A bactéria Agrobacterium tumefaciens tem a capacidade de infetar plantas,
inserindo informagdo genética no genoma da planta. Para além do seu material genético

possui um plasmideo Ti (Bhatia ef al., 1986) (Figura n° 9).

Figura n° 9: Representagfo do plasmideo Ti de Agrobacterium tumefaciens

(Adaptado da Sebenta prética de Biotecnologia Industrial Farmacéutica)
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A regido T-DNA do plasmideo Ti contém genes envolvidos na produgio de
auxinas e citocininas, fazendo com que as células vegetais infetadas comecem a
proliferar. Os genes incluidos na regiio de viruléncia sfio importantes para a
transferéncia ¢ integragdo da regido T-DNA no genoma da célula vegetal. A origem da
replicagéio é formada pelos genes ori responsaveis pelo inicio do processo de replicagio
do ADN. Na natureza, esta transformagfo ocorre naturalmente induzindo a doenga

galha-de-coroa (Glick & Pasternak, 1998) (Figura n° 10).

Figura n° 10: Doen¢a coroa-de-gatha provocada pela bactéria Agrobacterium tumefaciens (Chrispeels & Sadava.

2003)

Em biotecnologia, a regidio T-DNA ¢ alterada sendo os genes codificantes para
auxinas e citocininas € para a produgdo de opinas retirados e substituidos pela
construgdo genética que se pretende inserir. Quando a bactéria Agrobacterium
tumefaciens infeta a célula vegetal para a transformag3io da planta, a regiio T-DNA é
transferida para o interior celular ligando-se ao genoma nuclear (Brown, 2010).

A transformagéo de plantas pode ser igualmente obtida mediante a introdugéo de
genes de interesse no T-DNA do plasmideo Ri da bactéria Agrobacterium rhizogenes
(Shanks & Morgan, 1999). O plasmideo Ri promove igualmente a integragdo do
plasmideo Ti, sendo utilizado um sistema bindrio de vetores (Stafford & Warren, 1993).

A Agrobacterium rhizogenes provoca, na natureza, a formagdo de raizes pilosas
(Figura n° 11) capazes de secretar proteinas, sendo muito utilizadas na produgio de
culturas de raizes pilosas transgénicas in vitro e regeneragio de plantas inteiras (Pogue

etal.,2010).
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As raizes pilosas sdo geneticamente estdveis e tém indice elevado de
crescimento, sem necessidade de adicionar reguladores de crescimento ao meio de
cultura (Giri & Narasu, 2000). Devido a estas vantagens, as raizes pilosas tém sido
utilizadas na produgéo de proteinas recombinantes, nomeadamente anticorpos como o
anticorpo Guy's 13 que reconhece especificamente a glicoproteina de Strepfococcus

mutans € Streptococcus sobrinus (Drake et al., 2003).

Figura n° 11: A - Raizes pilosas em amendoim transgénico; B - Raizes normais em amendoim

(Akasaka et al., 1998).

Os virus mais utilizados para a realizag@o de transformagio indireta pertencem
aos géneros Caulimovirus e Geminivirus. Os genomas dos virus s3o pequenos o que
torna facil a sua manipulagdo in vitro. Os caulimovirus sfio muito especificos
relativamente aos hospedeiros vegetais € muito usados em transformagéo de plantas. A
infe¢do por caulimovirus alastra-se rapidamente pela planta e fica presente na maioria
das células vegetais. Os geminivirus t€m a vantagem de possuir a capacidade de
transformar tanto plantas monocotileddonias como plantas dicotiledénias (Mach, 2014).
Contudo, nem sempre conseguem transferir toda a informagdo genética presente na
construgio o que, conjuntamente com o possivel risco de propagagdo ou alterag3o viral,

tornam-se vetores pouco utilizados na transformagédo de plantas (Brown, 2010).
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2.2.3.4. Plantas transplastomicas

As células vegetais apresentam material genético no nicleo, nas mitocondrias e
nos cloroplastos. Quando o gene exdgeno de interesse € introduzido no material
genético cloroplastidial, mediante a técnica de biolistica ou através da aplicagéo de
polietilenoglicol, dd lugar a formagdo de plantas transplastomicas (Yusibov &
Rabindran, 2008).

Cada célula vegetal possui até uma centena de cloroplastos e cada cloroplasto
contém uma elevada quantidade de ADN, proporcionando uma elevada produgdo de
proteinas recombinantes num curto espago de tempo (Yap & Smith, 2010).

A produgdo de proteinas recombinantes produzidas nos cloroplastos € elevada e
com formagdo de uma estrutura conformacional adequada (Sala et al., 2003).

A transformac¢do de cloroplastos € muito utilizada para obter proteinas
farmacéuticas na planta do tabaco, embora também tenha sido usada no tomate, na soja

e na beringela (Obembe et al., 2011).

2.2.4. Selecio das plantas transgénicas

Apos a transformagdo genética das plantas, € necessério selecionar as células
vegetais que foram transformadas das que ndo foram transformadas. Para isso, s&o
colocadas em meio de cultura contendo os elementos necessarios para a regeneragdo da
planta e um componente de selecdo, que pode ser um antibidtico ou um herbicida,
responsavel pelo crescimento das células transformadas (Anami ef al., 2013).

Os genes marcadores de selegdo, como o gene neomicina fosfotransferase II,
conferem resisténcia a antibidticos. Quando as células vegetais séo colocadas em meio
de cultura somente as células transformadas irdo crescer, eliminando as ndo
transformadas e os organismos néo desejaveis (Chrispeels & Sadava, 2003).

Os genes marcadores moleculares conferem fluorescéncia as células
transformadas, sendo visualizada por métodos fisicos de microscopia de fluorescéncia
ou radiag8o ultravioleta. Um exemplo, € a proteina verde fluorescente que proporciona a
cor verde as células transformadas (Figura n° 12), sendo visualizada mediante

microscopia de fluorescéncia (Hammond et al., 1999).
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Figura n°® 12: A proteina interleuquina-10 evidenciada pela presen¢a da proteina verde fluorescente em

células vegetais de tabaco transgénico (Kaldis et al., 2013)

Para verificar a presenga ou localizag@o de uma determinada sequéncia de ADN
que foi inserida no genoma da célula vegetal, utilizam-se as técnicas de PCR e Southern
blot. A técnica de PCR permite a amplificagdio de um fragmento de ADN. O gene de
interesse € separado em gel de agarose, através da técnica de eletroforese com aplicagéo
de corrente elétrica, ocorrendo a separagéo dos diferentes fragmentos de acordo com o
seu peso molecular. Se o fragmento de ADN € muito pequeno utiliza-se a técnica de
hibridizagdo por Southern blot que consiste na utilizagdo de sondas marcadas com

substancias luminescentes ou radioativas (Brown, 2010).

2.3. SISTEMAS DE PRODUCAO VEGETAIS

A excegio das plantas comestiveis utilizadas no contexto de imunizagdo passiva,
na produg@o in vivo € in vitro de proteinas recombinantes por plantas transgénicas os
processos de extragdo, separagdo e purificagdo sdo similares (Stafford & Warren, 1993).

Para a extragdo das proteinas recombinantes das plantas transgénicas utilizam-se
compostos orgéanicos polares ou apolares, dependendo da proteina recombinante a
extrair. A separagdo das proteinas recombinantes é efetuada por diferentes técnicas
comoa filtragdo, a precipitagdo e a cromatografia. Utilizam-se frequentemente a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a cromatografia liquida rapida de
proteinas (FPLC) (Wilken &Nikolov, 2012).

O teste ELISA ("Enzyme Linked Immunisorben Assay"), utilizado no processo

de quantificagdo de proteinas recombinantes humanas presentes nas células vegetais,
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permitindo detetar e amplificar a reagfio antigénio-anticorpo pela formagdo da ligagdo

covalente (Husaini et al., 2011).

2.3.1. Produciio in vivo de proteinas recombinantes

A produgdo in vivo de proteinas recombinantes humanas de uso farmacéutico
consiste na transferéncia das plantas transgénicas regeneradas para o campo ou estufas.
As plantas podem ser colocadas em campo aberto ou em estufas com temperatura,
fotoperiodo e humidade controladas. O fotoperiodo, a humidade e o balango de
reguladores de crescimento s#o fatores que dependem da espécie vegetal (Stafford &
Warren, 1993).

A produgdo de proteinas recombinantes in vivo em estufas permite obter
condi¢bes de produgdo controladas mas aumenta os custos de produgdo. A opgdo de
cultivar em estufas depende da quantidade que se quer obter de proteina recombinante e
da regulamentagfo especifica de cada pais sobre a libertagdo de plantas transgénicas no
ambiente (Boehm, 2006).

A planta utilizada para a produgio de proteinas recombinantes in vivo deve
apresentar uma elevada biomassa, incluindo folhas, sementes e 6rgdos especificos da
planta como tubérculos, para haver um alto rendimento de produgdo. O tecido onde se
acumula a proteina recombinante deve permitir um bom processamento, uma
acumulagéio estavel e facil extragdo. A acumulagio de proteinas recombinantes em
sementes permite um alto nivel de armazenamento e conservagdo durante um longo
periodo de tempo, assim como facil transporte, manuten¢do da estabilidade e¢ da
atividade biolégica da proteina recombinante produzida (Hammond et al., 1999). Tém
sido utilizadas as sementes de tabaco, trigo, alfalfa e arroz para a acumulagio e
conservagdo de anticorpos € antigénios. As leguminosas, por terem um alto contetdo
proteico, apresentam um elevado rendimento de produgdo de proteinas recombinantes
por hectare e a capacidade de formar uma unica isoforma da proteina recombinante. A
soja € muito usada para a obtengdo in vivo de caseina e anticorpos, como por exemplo o
anticorpo especifico contra o virus Herpes simplex (Stoger et al., 2005).

Os anticorpos recombinantes expressos em plantas transgénicas apresentam
estabilidade proteica, da temperatura ambiente até a temperatura de 4°C, podendo ser

armazenados e conservados durante um longo periodo de tempo (Warzecha & Mason,
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2003). A acumulagio de 1,3% de proteina soliivel de imunoglobulina G recombinante
humana foi obtida em folhas de tabaco transgénico, equivalente a um rendimento de
produgdo de 18 Kg de proteina soluvel por cada hectare (Hiatt ef al., 1989). Em folhas
de tabaco transgénico foi obtida a concentragdo de 500 pg/g de IgA recombinante
humana, sendo a quantidade maxima obtida de um anticorpo em plantas transgénicas
(Loza-Rubio & Gémez-Lim, 2006).

As folhas de plantas transgénicas permitem uma elevada expressdo de proteinas
recombinantes. A alfalfa apresenta uma produgfio de biomassa de 50 toneladas por
hectare ao ano e o tabaco uma produgdo de biomassa de 17 toneladas por hectare ao ano
(Loza-Rubio & Goémez-Lim, 2006).

A alface, o tomate e o milho transgénicos tém sido utilizados para a produgéo e
consumo direto de vacinas comestiveis devido a que apresentam niveis altos de
expressdo de proteina solivel e serem consumidos frescos evitando a desnaturagio
proteica. A subunidade B termolabil da toxina de Escherichia coli foi obtida na semente
do milho, a uma concentragio de 0,1% do peso fresco, apresentando atividade

imunégenica em ensaios com ratinhos (Streatfield et al. 2003).

2.3.2. Producio in vitro de proteinas recombinantes

A produgdo de proteinas recombinantes in vitro é independente das condigdes
ambientais, existéncia de pragas e contaminantes (Lima & Mota, 2003). A produgdo de
proteinas recombinantes humanas in vitro é realizada em suspensdes de células vegetais
em frascos de Erlenmeyer ou e colocadas em biorreatores sob determinadas condi¢des
ambientais e suplementadas com certos componentes para aumentar o rendimento de
produgdo. Varias proteinas recombinantes humanas foram obtidas em suspensdes de
células vegetais. A interleucina 2 e a interleucina 4, ambas substincias importantes na
fun¢do imunoldgica, foram secretadas por suspensdes celulares de tabaco em
Erlenmeyers com agitagdo de 150 rpm e com uma temperatura de 29°C (Magnuson et
al., 1998).

O anticorpo monoclonal anti-HBsAg foi obtido em culturas de células de tabaco
em suspensdo (Yano ef al., 2004). O antigénio de superfice do virus da Hepatite B foi

obtido em suspensdes de células de soja transgénica (Smith ez al., 2002).
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A proteina a-l-antitripsina recombinante humana foi obtida em suspensdes
efetuadas em meio basal rico em aminodcidos contendo 30 g/L de sacarose e incubadas
no escuro a uma temperatura de 25 °C e com agitagiio de 130 rpm (McDonald et al.,
2005).

Para a produgdo de compostos de forma controlavel e para um maior nivel de
produgdo utilizam-se biorreatores. Ha diferentes tipos de biorreatores de acordo com a
dimensfio, com o meio de cultura e o design. A escolha do tipo de biorreator, depende
das caracteristicas da espécie vegetal e da proteina recombinante que se vai obter.
Existem vérios tipos de biorreatores mas os mais utilizados sdo os biorreatores de
agitacio mecanica ou "Stirred Tank Reactor" (Figura n° 13) e os biorreatores de
recirculagdo de ar ou "Air-Lift" (Lima & Mota, 2003) (Figura n° 14).

Os biorreatores de agitagdo mecanica proporcionam o arejamento da cultura, a
mistura homogénea, um elevado grau de transferéncia de massa, pouca massa gasosa e
prevengdio de formagdo de agregados celulares de grandes dimensdes (Hooker e al.,
1990). Os biorreatores de recirculagio de ar (Figura n° 15) possuem maior capacidade
de manutengiio das condigdes de assepsia e melhor distribuigdo das forgas de tensdo,

sendo por isso os mais utilizados (Huang et al., 2009).

o e O
(=] Q
L
Figura n° 13: Biorreator de Figura n° 14: Biorreator de
agitagdo mecénica (Huang & recirculagéo de ar (Huang &
McDonald, 2009) McDonald, 2009)
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O processo de produgéio de proteinas recombinantes em biorreatores ¢é realizado
com concentragdes controladas de minerais, carbohidratos, reguladores de crescimento,
pH, oxigénio e diéxido de carbono para a obtengdo de uma taxa de produgdo adequada,

evitar a contaminag@o e ter reduzidos custos de produgdo (Sharma & Sharma, 2009).

Figura n° 15: Biorreator de recirculagdio de ar com suspensdo de Salvia cinnabarina (Ruffoni et al.,

2009)

Diversas proteinas recombinantes humanas tém sido expressas em biorreatores.
O anticorpo especifico de estreptococos foi obtido em biorreator de agitagdo mecanica
utilizando células de tabaco transgénico (Wongsamuth & Doran, 1997). A proteina GM-
CSF recombinante humana foi obtida em biorreator de agitagdo mecénica, utilizando
células de tabaco transgénico (Lee et al., 2004). Em células de arroz transgénico foi
obtida a concentragdo de 45 mg/L de a-1-antitripsina recombinante humana em
biorreator de agitagdo mecénica (Trexler et al., 2002). A interleucina-12 recombinante
foi obtida em raizes pilosas de tabaco transgénico, utilizando o biorreator "Air-Lift",

com temperatura de 25°C e agitagdo de 100 rpm (Huang & McDonald, 2012).
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3. PRODUCAO DE PROTEINAS FARMACKUTICAS POR
PLANTAS TRANSGENICAS

3.1. Citoquinas

Vérias plantas tém sido usadas para a produgdo de citoquinas recombinantes
(Tabela n° 4). As citoquinas representam um conjunto de proteinas que regulam a
hematopoiese € a resposta imunolégica sendo responsaveis pela comunicagdio entre as
células do sistema imunolégico (Sirko et al., 2011).

Para a obtengdo de interleucina-4 recombinante humana foram transformadas as
células vegetais do tabaco e as células vegetais da batata, utilizando a Agrobacterium
tumefaciens contendo o gene hIL-4 e o promotor CaMV35S para controlar a expressio
genética. A concentragé@o de interleucina-4 obtida foi de 0,1% de proteina soltvel total
nas folhas de tabaco e 0,08% de proteina soltivel total no tubérculo da batata, sendo
demonstradaa sua atividade biolégica ao promover a proliferagdo das células T, em
ensaios in vitro. A produgdo da proteina interleucina-4 recombinante humana
proporciona a potencialidade para o tratamento de doengas virais e autoimunes (Ma et
al., 2005).

Gutiérrez-Ortega et al. (2005), obtiveram 4,3 pg por g de interleucina-12
recombinante em tomate transgénico sendo a transformagfo das células vegetais
efetuada por Agrobacterium tumefaciens. A atividade biologica da proteina
recombinante foi demonstrada em ensaios utilizando ratinhos, sendo igual a atividade
bioldgica da interleucina-12 obtida por células de "Chinese Hamster Ovary" que se
encontra disponivel no mercado (Séanchez-Hernandéz et al., 2010).

A citoquina interleucina-13 recombinante humana foi obtida na planta de
Nicotiana fabacum L. transgénica, alcangando a concentra¢do de 0,15% da proteina
soluvel total em cultura de células em suspensdo. Foi utilizado o gene hIL-13 e foi
verificada a sua presenga no genoma da planta por técnica de PCR. Foram efetuados
ensaios in vitro com a interleucina-13 recombinante, tendo sido demonstrado que possui
atividade biologica idéntica a interleucina-13 humana. A interleucina-13 tem sido
expressa em sistemas de expressdo de bactérias obtendo um reduzido rendimento de
produgcio € em células de roedores embora a interleucina-13 recombinante ndo

apresentasse atividade bioldgica (Wang et al., 2008).
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Ning et al. (2008), obtiveram 14 pg de GM-CSF por cada grio de arroz
transgénico. A transformagdo foi realizada por bombardeamento de microparticulas e
cultivado em estufas para o seu desenvolvimento. Na construgdo genética foram
utilizados o gene hgm-csf para a expressdo de GM-CSF recombinante, o gene marcador
de selecdo hpt (higromicina fosfotransferase) que confere resisténcia ao antibidtico
higromicina B e o gene marcador molecular gus (B-glucuronidase). Foi demonstrado,
em ensaios in vivo, a sua eficacia e atividade bioldgica, sendo necessdrio o inicio de
ensaios clinicos em humanos para administragdo oral de GM-CSF recombinante

humana (Sirko et al., 2011).

Tabela n° 4 - Exemplos de citoquinas expressas em plantas transgénicas

Molécula Planta Nivel de expressdo Referéncia
Tabaco 0,1% PST* Folhas
(Nicotiana tabacum L.) In vivo
Interleucina-4 Ma et al., 2005
Batata 0,08% PST* Tubérculo
(Solanum tuberosum L..) In vivo
Interleucina-12 Tomate 4,3 ng/g Gutierrez-Ortega et al.,
(Solanum lycopersicum) In vivo 2005
Interleucina-13 Tabaco 0.15% PST* Wang er al., 2008
(Nicotiana tabacum L.) In vitro
GM-CSF Arroz 14 pg Semente Ning et al., 2008
(Oryza sativa) In vivo
Eritropoietina Tabaco 88 ng/mg PST* Conley et al., 2009
(Nicotiana tabacum L.) In vivo
Interleucina-10 Arroz 2 mg/g Semente Fujiwara et al.. 2010
(Oryza sativa) In vivo

*PST - Proteina Soluvel Total

A concentracdo de 88 ng/mg de proteina solivel total de eritropoietina
recombinante humana foi obtida em folhas de tabaco transgénico transformadas por
Agrobacterium tumefaciens contendo o gene EPO humano. A regulagdo da expressdo
génica foi efetuada pelo promotor CaMV35S. A atividade biolégica da molécula foi
demonstrada em ensaios in vivo, utilizando ratinhos (Conley et al., 2009).

Fujiwara et al. (2010) obtiveram 2 mg/g de interleucina-10 recombinante

humana em arroz transgénico com conformagfo estrutural adequada. A transformagao
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foi realizada com Agrobacterium tumefaciens contendo o gene IL-10. Em ensaios
clinicos de fase 11, foi verificado que ainterleucina-10 recombinante humana obtida em
arroz transgénico apresenta maior eficicia do que a interleucina-10 comercializada

(Sirko et al., 2011).

3.2. Proteinas do sangue

Diversas proteinas do sangue tém sido expressas por plantas transgénicas
(Tabela n® 5). A proteina C recombinante humana foi obtida em folhas de tabaco
transgénico mediante transformacdo indireta por Agrobacterium tumefaciens e utilizado
o promotor CaMV35S. A quantidade obtida de proteina C recombinante humana foi
superior a 10% da proteina solivel total, sendo a proteina recombinante idéntica a

proteina C humana (Collins & Shepherd, 1996).

Tabela n° § - Exemplos de proteinas do sangue expressas por plantas transgénicas
t=)

Molécula Planta Nivel de expressio Referéncias

Proteina C Tabaco > 10% PS* Collins & Shepherd,
(Nicotiana tabacum L.) In vivo 1996
Transferrina Arroz 10 g/kg
(Oryza sativa) In vivo Zhanget al., 2010

Fator de coagulagdo Tabaco | = cmeeeee- Verma et al., 2010
sanguineo I1X (Nicotiana tabacum L.) In vivo
Albumina sérica Arroz 10,6% PTS* Heeral., 2011
humana (Oryza sativa) In vivo

*PS - Proteina Soldvel; *PST - Proteina Soliivel Total

A albumina sérica humana é uma proteina de estrutura globular com fungfo de
estabilizar o volume sanguineo, o transporte de moléculas, entre outras (Peters, 1995).
He er al. (2011) obtiveram 10,6% da proteina solivel total de albumina sérica
humanaem cada grdo de arroz, mediante a técnica de bombardeamento de particulas
inserindo o gene HSA. A proteina recombinante humana produzida apresentou uma

taxa de purificacdo ao nivel de 99%. Em ensaios in vivo, a albumina sérica

54



Desenvolvimento

recombinante humana promoveu a redugdio de cirrose hepatica e promoveu o
crescimento celular em ratinhos. Demonstrou-se ainda que tem a mesma
imunogenicidade que a albumina sérica derivada do plasma humano em estudos in vitro
e em animais (Sack et al., 2015).

Em arroz transgénico cultivado em estufas foi obtida a concentragio de 10 g/kg
de transferrina com 95% de pureza. A transformagdo genética deu-se com transferéncia
do gene hTF em Agrobacterium tumefaciens. Apresentou identidade similar e atividade
biolégica igual a transferrina humana, sendo capaz de efetuar liga¢des reversiveis ao
ferro e promover o crescimento celular (Zhang et al., 2010).

O fator de coagulagdo sanguineo X, indicado no tratamento de hemofilia B, foi
expresso em cloroplastos de tabaco transgénico mediante inser¢do do gene FIX. Foi
verificado em ensaios in vivo, utilizando ratinhos, que a proteina chegou ao sistema
circulatério duas horas depois da administragio oral, apresentando eficicia e atividade

bioldgica (Verma et al., 2010).

3.3. Anticorpos

A planta mais utilizada para a expressio de anticorpos recombinantes humanos é
o tabaco transgénico porque € a planta mais estudada para a produgdo de proteinas
recombinantes, apresenta maior seguranga e podem ser usados muitos tipos diferentes
de promotores para promover a expressdo das proteinaa recombinantes nas diferentes
partes da planta (Ma et al., 2003).

Os anticorpos sdo estruturas proteicas que desempenham um papel importante
na resposta imunolégica ao reconhecerem antigénios especificos, neutralizando-os e
prevenindo o desenvolvimento de doengas. Também sdo utilizados como auxiliares de
diagnostico de laboratdrio (Schillberg er al., 2003).

Larrick et al. (2001) obtiveram o anticorpo quimérico de secregdo IgA/IgG com
capacidade de reconhecer o antigénio de superficie da bactéria Streptococcus mutans
que provoca a cdrie dental. A planta transformada foi a planta de Nicotiana tabacumL. e
foi obtida uma concentragdo de 500 pg/g nas folhas. Foi demonstrado, em ensaios
clinicos de fase 11, que apds remog8o da bactéria o anticorpo recombinante previne nova

coloniza¢do da mesma tendo este sido aprovado para comercializagdo como dispositivo
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médico na Unifio Europeia, sob o nome comercial de CaroRx™ (Obembe et al., 2011)
(Tabela n° 6).

Em culturas de células de tabaco transgénico em suspensdo foi obtida a
concentragdo de 0,6% da proteina soluvel total do anticorpo monoclonal recombinante
humano que atua contra o antigénio de superficie do virus da hepatite B. A construgéo
genética, possuindo o gene CL4MADb, foi efetuada com Agrobacterium tumefaciens e
utilizando o promotor CaMV35S. Em ensaios in vivo, foi demonstrada que a atividade
da proteina recombinante produzida ¢ igual a atividade bioldgica das imunoglobulinas

humanas anti-Hepatite B utilizadas clinicamente (Yano et al., 2004).

Tabela n° 6 - Exemplos de anticorpos produzidos em tabaco transgénico (Adaptada de Wiktorek-Smaguret

al., 2012)
Molécula Aplicagio Producio Referéncias
Anticorpo
quimérico Chérie dental 500 ug/g Folha Larrick et al., 2001
1gA/1gG In vivo
Anticorpo
monoclonal Hepatite B 0,6% PST* Yano et al., 2004
anti-Hepatite B In vitro
Anticorpo
monoclonal Antitumoral 1,2mg/Kg Folha Rodriguez er al., 2005
Cancro In vivo
Anticorpo Raiva 30 png/g Girard et al., 2006
monoclonal In vitro
Imunoglobulina G2a Antitumoral 30mg/Kg Folha Brodzik et al., 2006
In vivo
Anticorpo Antitumoral 100mg/Kg Folha Villani et al., 2009
monoclonal H10 In vivo
Anticorpo
monoclonal Anti-HIV1 11,9ug/ml Sack et al., 2015
2G12 ] e

*PST - Proteina Solavel Total

O anticorpo recombinante humano especifico contra o recetor do factor de
crescimento epidérmico foi expresso em folhas de Nicotiana tabacum L. transformadas
com Agrobacterium tumefaciens, obtendo uma concentrag¢éo de 1,2 mg/Kg. Em ensaios
de imunofluorescéncia indireta, foi demonstrado que o anticorpo recombinante

reconhece o recetor presente nas células tumorais humanas (Rodriguez et al., 2005).
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A concentragdo de 30 pg por g de peso fresco do anticorpo monoclonal
recombinante humano contra o virus da raiva foi obtida em suspensGes celulares de
células vegetais de tabaco transgénico. Foi verificado, mediante ensaios realizados in
vitro, que a atividade neutralizante do anticorpo monoclonal recombinante humano
produzido em tabaco transgénico apresenta a mesma atividade bioldgica que o anticorpo
monoclonal recombinante produzido em células humanas (Girard et al., 2006).

A imunoglobulina IgG2a foi expressa em folhas de tabaco transgénico por
transformagéo genética efetuada por Agrobacterium tumefaciens, obtendo a
concentragdo de 30 mg/kg de peso fresco. Em ensaios utilizando ratinhos, foi
demonstrado que a imunoglobina IgG2a reconhece o antigénio especifico, produzido
por células neoplasicas, ligando-se a este e inibindo a evolugdo do tumor (Brodzik et al.,
2006).

O anticorpo monoclonal H10 foi expresso em tabaco por Villani et al. (2009),
com uma concentragdo de 100 mg/kg de peso fresco, tendo sido feita a transformagio
indireta por Agrobacterium tumefaciens. Foi demonstrado, mediante anilise
imunohistoquimica, o reconhecimento especifico do antigénio tenascina C responsavel
pela formagdo de tumores, revelando acumulagdo especifica a volta dos tecidos
tumorais (Villani et al., 2009).

O anticorpo monoclonal 2G12 responsivel por reconhecer o virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 foi expresso em folhas de Nicotiana tabacum L.
transgénico. A transformagéo genética foi realizada com Agrobacterium tumefaciens.
Para a produgéo in vivo do anticorpo monoclonal 2G12 com atividade neutralizante
anti-HIV1, a planta do tabaco transgénica foi colocada em estufas com uma temperatura
de 20°C, humidade entre 45%-50% e 50% de luz natural. Em ensaios in vivo foi
demonstrada a atividade bioldgica do anticorpo recombinante, estando a decorrer

ensaios clinicos de fase I (Sack et al., 2015).

3.4. Vacinas
As vacinas sdo produzidas para proporcionar prote¢do contra agentes

patogénicos, por meio de desenvolvimento de anticorpos contra o antigénio especifico

que se encontra neutralizado. Quando ocorre um novo contacto com o mesmo antigénio
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hé& uma resposta imunolégica secundaria que neutraliza o agente patogénico, prevenindo
o desenvolvimento da infe¢io (Glick & Pasternak, 1994).

McCormick ef al. (1999) utilizaram o sistema de expressio de culturas de
células de Nicotiana benthamiana para a expressio de ididtipos de linfoma folicular de
células B. A transformagéio genética das células de tabaco transgénico foi realizada por
virus ¢ foi obtida cerca de 30 mg/Kg de peso seco em folhas de tabaco com 95% de
pureza. Em ensaios in vitro e in vivo, utilizando ratinhos, verificou-se eficicia e
seguranca do fragmento de anticorpo scFv recombinante. Os ensaios clinicos em

humanos decorrem em fase I (McCormick et al., 2008) (Tabela n° 7).

Tabela n° 7 — Exemplos de vacinas produzidas por plantas transgénicas

Molécula Planta Nivel de Produ¢do Referéncias
Idiétipo Tabaco 30,2 mg/Kg Folhas McCormick et al..
Linfoma n@o-Hodgkin (Nicotiana Invivo 1999

benthamiana)
Protefna VP6 Batata 0,01% PST* Yu & Landgridge,
Cépside Rotavirus (Solanum Invivo 2003
tuberosum L.)
Proteina L1 Tabaco 24% PST* Fernandez-San Millan
HPV-16 (Nicotiana In vivo et al, 2008
benthamiana)
Proteina da capside do Tabaco 0,8 mg/g Folha
virus Norwalk (Nicotiana Invivo Santi et al., 2009
benthamiana)
Tabaco 50 mg/Kg
Vacina H5N1 (Nicotiana Invivo Shoji et al., 2011
benthamiana)
Tabaco 90 mg/Kg
Subunidade HAC1 (Nicotiana Invivo Shoji et al., 2011
benthamiana)

*PST - Proteina Solavel Total

Adaptada de Wiktorek-smagur ef al., 2012

O gene da proteina VP6 da capside do Rotavirus foi inserido no genoma de
Solanum tuberosum L. através de Agrobacterium tumefaciens obtendo-se 0,01% de
proteina soltvel total. Foi demonstrada a identidade da proteina e atividade biologica in

vivo, em ratinhos (Yu & Langridge, 2003).
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Fernandez-San Millan et al. (2008), obtiveram em cloroplastos de Nicotiana
tabacum L. a concentragdo de 3 mg/g peso fresco, equivalente a 24% proteina soltivel
total, da proteina da capside do virus do papiloma humano subtipo 16. A transformagio
foi efetuada por bombardeamento de microparticulas com introdug¢do do gene L1 do
virus do papiloma humano para a expressdo da proteina recombinante. A proteina
demonstrou atividade biolégica em ratinhos tendo sido detetados anticorpos

neutralizantes.

Santi et al.(2009), descreveram a acumulagdo de particulas imunogénicas
recombinantes do virus Norwalk, causante de gastroenterites, obtendo a concentragio
de 0,8 mg/g em folhas de Nicotiana benthamiana apés transformagdo genética por
Agrobacterium. A imunogenicidade foi alcangada em ratos e humanos, provando a
atividade bioldgica e a formagsio de uma vacina. Em ensaios clinicos de fase I
demonstrou seguranga e resposta imunoldgica rapida dos linf6citos B (Sundararajan et
al., 2015).

Shoji et al. (2011) obtiveram em folhas de Nicotiana benthamiana a subunidade
HACT1 da hemaglutinina recombinante do virus da influenza HIN1 e a subunidade HAI-
05 da hemaglutinina recombinante do virus da influenza H5N1, com concentra¢des de
90 mg/Kg e 50 mg/Kg, respetivamente. Em ensaios in vivo, a molécula apresentou
propriedades imunogénicas neutralizando os anticorpos especificos em ambas estirpes
dos virus. Devido a estes resultados, estdo em curso ensaios clinicos em humanos,
estando em fase Il a vacina para o virus HINI e a vacina H5N1 estd a ser

comercializada (Pelosi et al., 2012).

3.5. Insulina

A insulina tem sido produzida em varias plantas transgénicas in vivo e in vitro.
Trata-se de uma hormona sintetizada pelo pancreas e é constituida por duas cadeias
polipeptidicas ligadas por pontes dissulfeto. Esta hormona diminui o nivel de glucose
no sangue, sendo indicada em doentes diabéticos (Ratledge & Kristiansen, 2001).

A insulina recombinante humana foiproduzida em sementes de Arabidopsis
thaliana L.por Nykiforuk et al. (2006) (Tabela n° 8), representando a concentragio de

0,13% de proteina total acumulada na parte lipidica das sementes, com atividade
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biolégica verificado em ensaios in vitro e in vivo. A acumulagdo nas sementes de
Arabidopsis thaliana L. ndo interfere com o metabolismo endégeno da planta, permite o
seu armazenamento sem perder a estabilidade proteica e a purificagdo ¢ mais rapida e
econdmica (Baeshen et al., 2014).

Boothe et al. (2010), obtiveram 1,2% da proteina soluvel total de insulina
recombinante humana em sementes de cartamo produzidas in vivo, sendo secretada na
parte lipidica da semente onde sdo melhores as condi¢des de armazenamento,
conservacio e extragdo da insulina recombinante produzida. Os ensaios in vivo
realizados em ratos e macacos, provaram a eficacia da molécula e a sua seguranga,

tendo sido iniciados os ensaios clinicos de fase III (Thomas et al., 2011).

Tabela n° 8 - Exemplos de produgdo de insulina recombinante humana em viérias plantas transgénicas

PLANTA NiVEL DE PRODUCAO REFERENCIAS
Arabeta 0,13% Proteina Total Nykiforuk ez al., 2006
(Arabidopsis thaliana L. In vivo
Cartamo 1,2% PST* Boothe et al., 2010
(Carthamus tinctorius) Invivo

Tabaco
(Nicotiana benthamiana)

47% PST* Folhas
In vivo

Alface
(Lactuca sativa)

53% PST* Folhas
Invivo

Boyhan & Daniell, 2011

*PST - Proteina Soluvel Total

O gene da proinsulina foi introduzido nos cloroplastos das folhas de tabaco e das
folhas de alface transgénicos pela técnica de bombardeamento de particulas. Os meios
de cultura foram colocados no escuro durante 48 horas. Para a selegéo das células
vegetais transformadas foram utilizados os meios contendo 500 mgl de
espectinomicina para as células do tabaco e 100 mg/ L de espectinomicina para as
células da alface. A quantidade de proinsulina recombinante humana chegou a alcangar
47% de proteina total em folhas de tabaco e 53% de proteina total em folhas de alface.

A atividade biolégica foi demonstrada in vivo (Boyhan & Daniell, 2011).
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3.6. Qutras proteinas recombinantes terapéuticas

Uma grande variedade de outros agentes terapéuticos sdo expressos em plantas
apresentando identidade das proteinas produzidas com as do organismo humano
(Goldstein & Thomas, 2004).

Chong & Langridge (2000), inseriram o gene da lactoferrina humana no genoma
da batata (Solanum tuberosum L.) transformado por Agrobacterium tumefaciens. Foi
obtida a concentragdo de 0,1% de proteina solivel total tendo apresentado, em ensaios
in vivo, atividade biologica antimicrobiana contra quatro agentes bacterianos
patogénicos do ser humano, tendo indicagdo em casos de inflamagio e
imunomodulaggo. Efetuam-se ensaios clinicos de fase II, testando a sua eficicia através
da ingestdo de batata transgénica contendo a lactoferrina (Wiktorek-Smagur et al.,
2012).

Rabindran et al. (2009), obtiveram uma concentragdo de 60 mg/Kg de hormona
de crescimento recombinante humana em folhas de Nicotiana benthamiana utilizando a
transformagéo indireta por virus do mosaico do tabaco. A atividade bioldgica da
proteina recombinante produzida foi demonstrada em ensaios com ratinhos, tendo sido
observado um aumento de peso mediante a administragio de 60 pg de hormona de
crescimento recombinante humana, durante 10 dias.

As proteinas B-defensinas humanas, tipo hBD-1 e hBD-2 apresentam um amplo
espetro de atividade antimicrobiana. Estas proteinas foram obtidas em plantas de tabaco
transgénico, mediante a transformag@o por Agrobacterium tumefaciens. Para a selegéo
das células transformadas foi utilizado o meio Murashige e Skoog com concentragio de
300 mg/L de canamicina. O nivel de produgdo atingiu 1,27 pg hBD-1/g de tecido
vegetal e 1,29 pg hBD-2/g de tecido vegetal. Ambas proteinas demonstraram atividade
biolégica in vitro, com resultados de 75% de inibi¢do do crescimento de Escherichia
coli e 85% de inibigdo do crescimento de Salmonella typhimurium (Patro et al., 2014).

A concentragdo de 2,2% de proteina solivel total de glutamato
descarboxilase inativa foi obtida por Avesani et al. (2010), através da transformagfo das
folhas de Nicotiana tabacum L. por Agrobacterium tumefaciens. Foi demonstrada
atividade biologica em ensaios in vitro fazendo com que a sua produgdo em tabaco
transgénico seja uma estratégia para produzir a proteina com qualidade a custos
reduzidos de produgfo para o tratamento Diabetes Mellitus tipo 1 autoimune. Encontra-

se em ensaios clinicos de fase Il (Avesani et al., 2010).
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4. AVALIACAO E COMPARACAO

4.1. COMPARACAO COM PROTEINAS FARMACREUTICAS DE OUTRAS
ORIGENS

Os sistemas de espressdo de proteinas recombinantes de uso farmacéutico
utilizando bactérias apresentam elevada quantidade de proteina recombinante produzida
a niveis baixos de custos de produg8o. No entanto, ao contrério das plantas transgénicas,
ndo sdo capazes de realizar as modificagdes pds-translacionais adequadas para a
identidade e funcionalidade da proteina recombinante sintetizada (Demais & Vaishnav,
2009). A presenca de contaminantes no processo de producdo de proteinas
recombinantes em bactérias requer a purificagdo fazendo com que os custos de
produgdo aumentem (Houdebine, 2009).

As leveduras, embora sejam organismos eucariotas, ndo sdo capazes de realizar
algumas modificagdes pés-translacionais necessdrias para produzir proteinas
recombinantes humanas complexas. Ha risco de presen¢a de contaminantes sendo
necessario realizar processos de purificag@o (Gomord et al., 2005).

As células de mamifero produzem proteinas mais semelhantes as humanas mas
tém altos custos de produgdo e existe risco contaminagdes por virus ou prides (Gomord
& Faye, 2004).

Os animais transgénicos, em comparagdo com as plantas transgénicas,
apresentam pouca capacidade para aumentar a escala de produgdo de proteinas
recombinantes no leite ou ovos e apresentam o risco de transmissdo de agentes
patogénicos como virus, prides e oncogenes, sendo necessirio um processo de
purificag@io mais complexo (Houdebine, 2009).

Quando se necessita de uma grande produgdio de proteinas recombinantes
farmacéuticas, as plantas transgénicas constituem o sistema de expressdo mais
econdmico porque as plantas tém a capacidade de produzir modificagdes pos-
translacionais e requerem apenas como agua, minerais, luz e diéxido de carbono
(Vianna et al., 2011). O processo de purificagio é menor porque o risco de
contaminantes € reduzido e os agentes patogénicos das plantas ndo causam doengas nos
humanos (Boothe et al., 2010). As proteinas recombinantes podem ser armazenadas em
folhas e sementes por periodos prolongados e em diferentes condigdes ambientais com

posterior extragdo mantendo a estabilidade e a eficacia (Daniell ef al., 2001).
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Os cloroplastos das plantas transgénicas sdo capazes de sintetizar proteinas com
estrutura complexa em elevada concentragiio e de forma estdvel, ao contririo dos
sistemas de expressio por Escherichia coli, células de roedores ou insetos, onde pode
ocorrer degradag@io das proteinas recombinantes produzidas (Ferreira-Camargo et al.,
2015).

A produgio de vacinas recombinantes por plantas transgénicas possui mais €
melhores beneficios face a outros sistemas de expressdo, nomeadamente a eficicia,
seguranga, estabilidade. No caso da produ¢do em sementes nio € necessdria a
refrigeragdo e podem ser administradas por via oral como alimentos (Obembe et al.,
2011). A produgéo de vacinas comestiveis cria uma maior facilidade de acesso da
vacinagdo pois os custos de produgdo sfo reduzidos, apresenta menores custos de
armazenamento e refrigeragdo e mantém a estabilidade da proteina recombinante
(Sharma & Sood, 2011).

Os custos de produgdo de citoquinas sdo elevados e as plantas transgénicas, por
seremum sistema de expressdo de proteinas recombinantes econdémico, sdo um meio
eficiente para reduzir esses mesmos custos (Sirko et al., 2011). A identidade funcional
da eritropoietina recombinante humana produzida por plantas transgénicas tem grande
importancia pois permite ultrapassar a limitagio e os custos elevados verificados na
produgéo por células de mamiferos (Conley ef al., 2009).

Como a procura da hormona do crescimento humana, indicada em casos de
nanismo, estd a aumentar € necessdrio haver maior produgdio a custos mais baixos.
Desta forma, a sua expressdo por plantas transgénicas podera vir a ser uma alternativa
econdmica, segura e eficaz (Obembe et al., 2011).

A expressdo de insulina recombinante em plantas de tabaco e alface transgénicos
¢ elevada e tem custos reduzidos de produgdo. A insulina recombinante expressa pode
ficar armazenada durante longos periodos nas folhas, mantendo a estabilidade proteica e
atividade biologica em humanos (Boyhan & Daniell, 2011). A insulina comercial
produzida por Escherichia coli, requer um elevado investimento de produgfo e custos
elevados de extragéo e purificagdo. A obtengdo de insulina em sementes transgénicas de
cartamo reduz 70% dos custos de produgdo relativamente a insulina produzida por E.
coli, sendo a insulina recombinante produzida nos dois sistemas, bioequivalente
(Boothe et al., 2009).

O anticorpo monoclonal humano 2F5que atua contra o HIV-1, produzido em

tabaco € em células de mamifero de "Chinese Hamster Ovary", possui propriedades
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cinéticas, capacidade de ligagdo ao HIV-1 e atividade neutralizante indistinguiveis
(Sack et al., 2007).

A produgdo da enzima glucocerebrosidase em células de "Chinese Hamster
Ovary", € dispendiosa e a glicosilagéo ndo € eficaz pois ndo adiciona cadeias de manose
a estrutura proteica recombinante. Desta forma, a produgio em células de cenoura
transgénica torna-se mais rentavel e a glicosilagio é igual 4 humana (Shaaltiel et al.,
2007).

A produgdo da imunoglobulina 2G12 em tabaco transgénico € mais econémica e
rapida do que em células de mamifero. Mediante ensaios in vitro, verificou-se que
ambas imunoglobilinas tém atividade biol6gica similar (Sainsbury et al., 2010).

A proteina de superficie PYMSP4/5 do parasita Plasmodium yoelii expressa em
tabaco transgénico &, desde o ponto de vista estrutural, similar i produzida por
Escherichia coli. Depois de um longo periodo de armazenamento nas folhas secas da
planta transgénica, continua a apresentar atividade biolégica, em ensaios in vitro
(Webster et al., 2009).

A interleucina-10 recombinante humana produzida por plantas transgénicas é
mais eficaz do que a comercializada (Fujiwara et al., 2010).

A enzima glutamato descarboxilase é produzida em células de insetos com
elevados custos de produgdo, reduzido rendimento e dificuldade no aumento de escala.
As plantas oferecem uma alternativa mais econdémica para a produgdo desta enzima para
o tratamento de Diabetes Mellitus, sem perder a qualidade da proteina recombinante

formada (Avesani et al., 2010).

42. AVALIACAO DE RISCOS DA UTILIZACAO DE PLANTAS
TRANSGENICAS PARA A PRODUCAO DE PROTEINAS
FARMACEUTICAS

Os riscos relacionados com as culturas de plantas transgénicas envolvem a
seguranca alimentar e a preservagdo do meio ambiente. A seguranga alimentar trata da
alerginicidade e toxicidade das proteinas em humanos e animais. Os riscos ambientais
abarcam a possivel extingdo da biodiversidade, a presenga de toxinas na 4gua dos solos

¢ a transferéncia de genes (Chrispeels & Sadava, 2003).
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O risco para a saude publica envolve a passagem dos genes para os humanos.
Para evitar a transferéncia dos genes utilizam-seespécies vegetais, como a planta do
tabaco ou alfalfa, que ndo formam parte do consumo humano como uma das virias
medidas para evitar o risco de ingestéo de proteinas recombinantes (Houdebine, 2009).
Os intrdes vegetais, inseridos na construgdio genética, permitem que somente haja
expressdo dos genes de interesse, assim como a extremidade esquerda e direita da
Agrobacterium tumefaciens que apresenta afinidade para o genoma vegetal (Miki &
McHugh, 2004).

Para evitar a contaminag@o de genes ndo desejaveis para culturas vizinhas em
campos abertos efetua-se a produgfio de proteinas recombinantes em suspensdes
celulares, biorreatores ou estufas, evitando a disseminagdo de pélens de plantas
transgénicas. Para maior seguranga, podem ser utilizadas espécies vegetais masculinas
estéreis (Obembe et al., 2011) e o material genético exdgeno pode ser inserido nos
cloroplastos (Yap et al., 2010). A utilizagdio de sementes geneticamente modificadas
para ndo germinarem e a introdugfo de genes suicidas na construgdo genética sdo outras
possibilidades para evitar a disseminag&o de pélens de plantas transgénicas para culturas
vizinhas em campos abertos (Obembe et al., 2011).

Embora tenham sido realizados estudos toxicoldgicos e de alergenicidade, ndo
existe a completa certeza sobre os riscos para a saide publica da ingesta de vacinas
comestiveis na cadeia alimentar, pela dose desajustada que possa ser administrada ou

pelo aparecimento de efeitos secundarios (Kirk et al., 2005).

4.2.1. Questdes sociais e éticas

A avaliagio ética e moral sobre as plantas transgénicas incidem na
transformag@o genética, nas consequéncias da utilizagdo das plantas trangénicas, nos
riscos e beneficios do consumo de OGMs e nos riscos de contaminagio alimentar e
ambiental (Robert et al., 2006). A transformagio genética das plantas é ética e
moralmente errada quando se danifica propositadamente a planta e quando ocorre
interferéncia com a evolugéo natural (Andric, 2011).

A ética da virtude centra-se na moral e atitudes pessoais do individuo que realiza

a transformagfo genética para promover o bem estar geral da populagdo (Gregorowius

etal., 2012). As condigGes €ticas para a investigagéo clinica baseiam-se no valor social
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e cientifico da utilizagdo de plantas transgénicas e pelo consentimento informado e
respeito pelos individuos (Emanuel et al., 2015).

A biologia molecular e a tecnologia do ADN recombinante sdo matérias
cientificas e especificas, sendo desconhecidas para uma parte da populagéo. A falta de
informagdo e a informag3o equivocada sobre estas matérias resulta em uma
desconfianga e receio por parte dos consumidores sobre a produgio e comercializagdo
de proteinas recombinantes por plantas transgénicas (Obembe ef al., 2011). Existe a
davida sobre a competéncia das institui¢des que regulam os OGMs e que as mesmas
ndo compreendem a preocupagdo por parte dos consumidores (Bawa & Anilakumar,
2012).

A comunicagio social ndo aborda o contexto inteiro da importéncia da utilizago
de plantas transgénicas, e somente fala das desvantagens e dos possiveis perigos que
pode levar e a incerteza das consequéncias que podem surgir. Desta forma, a populagdo
recebe conceitos errados e incompletos sobre o papel da biotecnologia vegetal € os
riscos associados aos OGMs (Chrispeels & Sadava, 2003).

A falta de informagdo e o receio por parte da populagdo fazem com que surja
uma pressdo social que dificulta a autorizag@o de introdug@io no mercado de proteinas
recombinantes expressas por plantas, assim como o baixo investimento para a sua
produgdo. Por conseguinte, existem poucas empresas que trabalham com culturas de
células vegetais transgénicas (Singh & Singh, 2014).

De acordo com o relatério do International Service for the Acquisition of
Agribiotech Applications (ISAAA, 2014), a produgdo de plantas transgénicas tem
vantagens como diminuir a fome entre as populagdes, compensar caréncias nutricionais,
aumentar a sustentabilidade dos agricultores e prevenir a mudanga climatica devido a
redugdo da utilizagdo de pesticidas (ISAAA, 2014).

Virios paises de terceiro mundo necessitam de desenvolver vacinas para
imunizagdo em massa ou enzimas com valor diagndstico, a pregos reduzidos. Para tal,
coordenam apoios governamentais de projetos para a produgdo de proteinas
recombinantes por plantas transgénicas (Molefe, 2010).

O projeto Pharma-Planta, criado pela Comissdo Europeia, co-financia a
produgdo de proteinas recombinantes por plantas transgénicas. Mediante este projeto,
obteve-se o anticorpo monoclonal MAb2F5 do HIV-1 em milho transgénico na Africa

do Sul, entre outras proteinas recombinantes (Barros & Nelson, 2010).
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5. CONCLUSOES

O sistema de expressdo de proteinas recombinantes utilizando plantas
transgénicas apresenta diversas vantagens como seguran¢a pelo baixo risco de
contaminagdo por agentes patogénicos, elevada produgdo de proteinas recombinantes de
uso farmacéutico com atividade bioldgica e custos reduzidos de produgdo quando
produzidas in vivo (Daniell et al., 2001).

Embora as células de mamifero humanas sejam o sistema de expresséo que
produzem as proteinas recombinantes mais eficazes, tém menos possibilidade de
aumento de escala, apresentam mais riscos de contaminag¢do ¢ € mais dispendiosa. As
bactérias e leveduras tém um elevado rendimento de produgdo de proteinas
recombinantes mas o processo de glicosilagdo ¢ incompleto. Desta forma, a utilizagdo
das plantas transgénicas para a produgdo de proteinas recombinantes de uso
farmacéutico estd a aumentar devido as vantagens que possui (Houdebine, 2009).

A produgdo de proteinas recombinantes por plantas transgénicas realiza-se, in
vivo, obtendo, sementes, folhas e plantas inteiras transgénicas com conservagdo e
estabilidade da proteina recombinante ou, in vitro, com suspensdes celulares e
biorreatores com taxas de produgdo superiores, embora mais dispendiosa (Xu et al.,
2011).

Atualmente, a metodologia mais utilizada para a transformagio de plantas € a
utilizagdo da bactéria do solo Agrobacterium tumefaciens por ser rapida, eficaz e
simples (Pitzschke & Hirt, 2010).

Existem diversas proteinas recombinantes humanas produzidas por plantas
transgénicas comercializadas para diversos fins, tais como prevengéo e tratamento de
doengas em humanos e animais, reagentes para analise de diagnodstico e cosmética.
Muitas outras proteinas recombinantes estdo a ser avaliadas em diferentes fases de
ensaios clinicos, tendo demonstrado previamente eficacia e atividade bioldgico in vitro
e em animais (Sirko ef al., 2011).

Os maiores desafios da produgdo de proteinas recombinantes por plantas
transgénicas, para além de obter a identidade e a eficdcia da proteina, sdo a aceitagéo
social, no caso da produ¢do in vivo, e a regulamentagdo. A regulamentagdo sobre a
autorizagdo no mercado das proteinas recombinantes produzidas por plantas
transgénicas € heterogenea, originando ambiguidade e desconfianga por parte da opinido

publica (Sil & Jha, 2014).
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O sistema de expressdo utilizando plantas transgénicas é uma alternativa segura,
eficaz e econémica de produzir elevadas quantidades de proteinas recombinantes com
utilidade terapéutica, tornando-se uma oportunidade para desenvolver medicamentos,
especialmente em paises em desenvolvimento onde os medicamentos sdo mais caros

(Rybicki et al., 2012).
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