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SIGLAS E ABREVIATURAS

DSP - Downstream Processing

FDA - Food and Drug Administration

PMF - Plant Molecular Farming

WHO - World Health Organization

mRNA - Acido Ribonucleico mensageiro

EMA - European Medicines Agency

DNA - Acido Desoxirribonucleico

UAE-I - Ulex europaeus agglutinin |

Ti - Tumor inducing

T-DNA - Transferred DNA

VLPs - Virus-Like Particles

ISCOMs - Immune Stimulatory Complexes

MALT - Tecido Linféide Associado a Mucosa

GALT - Tecido Linfoéide Associado ao Trato gastrointestinal
BALT - Tecido Linféide Associado aos Bronquios

EAF - Epitélio Associado aos Foliculos

AIDS - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

HIV - Virus da Imunodeficiéncia Humana

CDR - Complementarity Determining Regions

CTB - subunidade B da Toxina Colérica

Nef - Negative Regulatory Factor

HBYV - Virus da Hepatite B

HBsAg - Antigénio da Superficie do Virus da Hepatite B
rHBsAg - Antigénio recombinante da Superficie do Virus da Hepatite B
USDA - United States Department of Agriculture



RESUMO

As vacinas orais e comestiveis sao preparagoes imunogénicas que contém antigénios
expressos por plantas transgénicas. As vacinas orais oferecem numerosas vantagens quando
comparadas com as vacinas injetaveis, principalmente no que concerne ao combate as
doengas infeciosas em paises em desenvolvimento, devido ao seu baixo custo de produgao e
a sua facil administragao sem riscos de contaminagao.

A transformacgao das plantas transgénicas para a produgao de componentes vacinais €
conseguida através de varios métodos, entre os quais o mais usado é a transformagao
genética via Agrobacterium tumefaciens, aos quais se seguem os processos de extragao e de
purificagao, downstream processing (DSP).

A formagao de novas vacinas orais que usam como biorreatores as plantas e que sao,
deve considerada juntamente com a probabilidade e severidade de potenciais riscos na sua
produgao e uso.

O sucesso de uso desta tecnologia € altamente dependente na gestao dos riscos pelos
fomentadores desta tecnologia, e através de normas qualidade de produgao que serao

definidas por agéncias regulamentares.

Palavras Chave: Vacinas Orais, Plantas Transgénicas, Sistema Imune.



ABSTRACT

The oral and edible vaccines are immunogenic preparations containing antigens
expressed by transgenic plants. Oral vaccines offer numerous advantages when compared
with injectable vaccines, especially with regard to the fight against infectious diseases in
developing countries due to its low production cost and easy administration, without
contamination risks.

The transformation of transgenic plants for the production of vaccine components is
achieved through various methods , among which the most used is the genetic
transformation by Agrobacterium tumefaciens, to which the following purification and
extraction processes , downstream processing (DSP ) .

The manufacture of oral vaccines that use as bioreactors plants must be considered
alongside the probability and severity of potential risks in their production and use.

Successful use of this technology is highly dependent on risk management by
developers of this technology, and through quality standards for production, which will be

set by regulatory agencies.

Key words: Oral Vaccines, Transgenic Plants, Immune system.



I.INTRODUCAO

As vacinas e as proteinas terapéuticas sao os grandes sucessos da medicina moderna, e
tém sido usados ha varias décadas para prevenir doengas e erradica-las.

Contudo, o uso de vacinas e proteinas terapéuticas é limitado, devido ao seu custo de
produgao, distribuicao e administragao ().

Em 1982 a primeira proteina terapéutica recombinante, a insulina humana, foi
introduzida no mercado e dai comegou um novo ramo do desenvolvimento farmacéutico.
Até hoje, mais de 130 proteinas recombinantes foram aprovadas pela US Food and Drug
Administration (FDA) e muitas mais estao em processo de desenvolvimento. Com o aumento
do numero de proteinas terapéuticas, potenciais organismos usados na produgio também
aumentaram, tornando a modificagdo pos-traducao de proteinas um assunto de especial
relevancia. A diferenga mais vincada entre pequenas moléculas de farmacos e proteinas
terapéuticas € que estas Ultimas sio dependentes de um organismo hospedeiro para a sua
produgao, podendo ter influéncia na estrutura final e ainda afetar a farmacocinética,
imunogenicidade e fungao da proteina, dependendo do processo de produgao (2).

A industria foca prioritariamente o uso de microrganismos e de células de mamiferos,
como também células de insetos e animais transgénicos na produgao de proteinas
farmacéuticas recombinantes. Todos estes sistemas apresentam limites, seja na capacidade
de produzir proteinas complexas, seja no alto custo inicial e/ou operacional, como também
o tempo que levara para o desenvolvimento do produto desejado (3).

Sdo usadas células mamiferas modificadas para produzir proteinas terapéuticas, que
tém a vantagem de resultar em produtos semelhantes aos seus equivalentes naturais. Estas
células podem ser produzidas numa escala limitada, mas a sua produgao é muito dispendiosa.
As bactérias podem ser usadas para produgao de proteinas em grande escala, mas os
produtos diferem consideravelmente dos produtos naturais. Por exemplo, proteinas que sao
normalmente glicosiladas em humanos nao sao pelas bactérias ().

E importante avaliar diferentes sistemas de producio [Tabela |] e escolher um que

assegure um produto funcional e de baixo custo.



Sistema Vantagens Desvantagens Aplicagoes

Bactéria Regulamentagao definida; | Proteinas  nao  sao | Insulina (E. Coli —Ely
genética conhecida; facil e | secretadas usualmente; | Lilly); hormona de
barato de crescer contém  endotoxinas; | crescimento

nao ocorrem | (Genentech); fator de
modificagoes pos | crescimento;
translacionais. interferao.

Leveduras Conhecido como “seguro”; | Glicosilagao pode | Fermentagao da
histérico de uso; rapido; | arruinar a bioatividade; | cerveja; vacinas
barato; modificagdes pos- | seguranga; poténcia; | recombinantes; vacina
translacionais. pureza; contém agentes | hepatite b viral; insulina

imunogénicos e | humana.
antigénios.

Células dos Modificagdes  translacionais; | Regulamentagao Método relativamente

insetos proteinas enoveladas | incompleta; novo; Novavax produz
corretamente;  niveis  de | crescimento lento; | virus como pariculas.

expressao fracos.

meio caro; infecao por
baculovirus (etapa
extra); virus humanos

podem infetar  as
células .

Células humanas | Usualmente as proteinas sio | Método caro; | Ativador plasmogénico
enoveladas corretamente; | crescimento lento; | de tecido; fator VI
modificagoes pos- | pode conter agentes | (glicoproteina);
translacionais corretas; bom | alergénicos e | anticorpos monoclonais

histérico de regulamentagao;
Unica opgao no caso de
proteinas grandes.

contaminantes;
purificagdo complicada.

(Hercepin).

Animais
Transgénicos

Processamento de proteinas
complexas; excelentes niveis
de expressao; escala facil;
baixo custo de produgao.

Pouca experiéncia em
regulamentagao:

potencial para
contaminagao viral;
escalas

demoradas/longas;
isolamento/GMP’s  no
local de criagao.

Lipase (coelhos,
ovelhas; PPL
Therapeutics);

hormona do
crescimento  (cabras;
Genzyme); fator VIl
(gado).

Plantas
Transgénicas

Ciclos de desenvolvimento
pequenos; facil
armazenamento das
sementes; bom nivel de
expressao; nao existe
conhecimento sobre virus de
plantas que tenham

contaminado humanos.

Apresenta potencial
para novos
contaminantes (fungos
no solo, bactérias e
pesticidas);

modificagoes
translacionais;
possibilidade de conter
agentes alergénicos.

pos

Vacina colera (tabaco;
Chorogen, Inc.); lipase

gastrica (milho;
Meristem);

Hepatite B (batatas;
Boyce Thompson)

Tabela |- Comparagao entre sistemas utilizados na producao de medicamentos (3).

A maioria dos genes pode ser expressa em numerosos sistemas por isso € essencial
determinar qual o sistema que oferece mais vantagens para produgao. O sistema escolhido,
idealmente, produziria o material mais produtivo a pre¢o mais baixo. Provavelmente,
nenhum sistema sera ideal para todas as proteinas mas, algumas ponderagoes, para cada
proteina recombinante produzida, decidirao a escolha do sistema de produgao, tais como,

seguranga do produto, produgao, caracteristicas especificas da proteina, condigoes de
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armazenamento, custos de produgao, técnicas de purificagdo, mercado, preocupagoes
ambientais, percecao publica e concorréncia (4).

As plantas oferecem numerosas vantagens na fase de produgao, incluindo o baixo custo de
infraestruturas e de produgao, a diminuigao do risco de contaminagao por potenciais agentes
infeciosos humanos pois estas sao incapazes de os replicar, e a incomparavel produgao
agricola em grande escala. Outra caracteristica chave das plantas é a diversidade de sistemas
de produgao, que se refletem no uso de diferentes espécies de plantas, tecidos ou células,
formas de cultivo e técnicas de expressao, o que pode afetar o rendimento do produto e
modificagoes pos- tradugao como a glicosilagao (5).

A produgao de farmacos recombinantes, proteinas funcionais, enzimas industriais e
metabolitos secundarios em plantas sao denominadas como “plant molecular farming” (PMF).
Estas sao produzidas utilizando a engenharia genética para se conseguir compostos
especificos, especialmente proteinas, que sao extraidas e purificadas apds serem colhidas. As
PMF sao promissoras fontes mais baratas e disponiveis de farmacos, incluindo proteinas
terapéuticas e vacinas (3).

Ainda relevante, as células vegetais apresentam vantagens na produgao de proteinas
imunogénicas com potencial para produzir novas vacinas disponiveis para o mercado
imunologico. O crescente interesse nesta tecnologia levou a avaliagao em ensaios clinicos de

um certo numero de vacinas, algumas delas consideradas perto da comercializagao (3).
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2. VACINACAO ORAL

As atuais vacinas podem ser definidas como suspensoes ou solugdes farmacéuticas de
uma substancia imunogénica, com a finalidade de induzir a imunidade ativa. Sao um dos
meios mais revolucionarios usados na prevengao contra milhares de epidemias. Os agentes
imunizantes ativos sao de praticamente todas as perspetivas, os farmacos mais bem
sucedidos e mais poderosos até agora desenvolvidos. A vacinagao é o processo pelo qual
farmacos imunogénicos sao administrados em pacientes antes de serem expostos a uma
doenga, com a intengao de proporcionar a longo prazo, ou mesmo permanentemente,
protecao contra doengas (6).

Atualmente, as doengas infeciosas sao a principal causa de mortalidade infantil nos
paises em desenvolvimento. A principal razao é a falta de vacinas e de outras proteinas
terapéuticas, tais como anticorpos monoclonais, de baixo custo e de facil acesso, que
normalmente sao faceis de adquirir em paises industrializados (7). Com base em relatorios
de 1992 da WHO que afirmam que vacinas para criangas devem ser de baixo custo, de facil
administragao e facilmente geradas sob certas condigoes ambientais, torna-se concebivel que
vacinas comestiveis com origem de plantas possam ser um dos candidatos mais eficazes para
serem administrados em criangas (6). As vacinas orais oferecem vantagens significativas em
comparagao com as vacinas de administragao parentérica no que diz respeito a melhoria dos
resultados da vacinagao infantil universal. A expressao de antigénios em plantas transgénicas
tem a capacidade de proporcionar uma via segura e conveniente para a vacinagao oral e
assim tornar possivel uma alternativa as tradicionais vacinas parentéricas (8).

A maior vantagem dos sistemas de expressao em plantas é o seu reduzido custo de
producao quando comparado com outros sistemas de produgao de vacinas. O elevado custo
das atuais vacinas e biofarmacos é em grande parte resultado de métodos complexos de
produgao e distribuicao, incluindo significativos custos de sistemas de purificagao e
fermentagao e despesas adicionais com adjuvantes, armazenamento, transporte e
fornecimento estéril. Fermentadores e biorreatores podem ser substituidos por salas
proprias para o crescimento de plantas, estufas ou entao estas podem crescer no campo
contendo os genes de interesse, ou ainda pela expressao em tecido vegetais com respetiva
colheita antes de se formarem estruturas reprodutivas. Estes métodos levam
consequentemente a diminuigao dos custos nas etapas iniciais de produgao. No caso de
vacinas orais produzidas a partir de plantas as etapas finais de produgao também tém os
custos reduzidos. Em vez de a purificagao das proteinas atingir elevado grau de pureza, os

tecidos das plantas podem ser processados para administragao oral sem qualquer custo. A
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tecnologia mais relevante ja foi desenvolvida em industrias de alimentagao humana e animal e
pode agora ser adaptada a produgao de proteinas terapéuticas a partir de plantas (9).

Produtos de saide humana administrados oralmente, evitam os problemas associados
ao custo e seguranga dos produtos injetaveis. Com a administragao oral nao sao necessarias
agulhas, seringas ou pessoal qualificado para a sua respetiva administragao. Os custos
relacionados com a toma sao reduzidos, e as preocupagoes acerca de contaminagoes
decorrentes devido a eliminagao incorreta ou reutilizagao de seringas usadas deixam de
existir. O seu baixo custo e facilidade de administracao deve resultar num aumento
significativo de pacientes vacinados. Torna-se uma realidade nao s6 nos paises em
desenvolvimento, onde o acesso a saude médica é limitado, mas também em paises
desenvolvidos, quando o paciente necessita de varias inoculagoes de reforco (6,10). Além
disso, as plantas tém a capacidade de expressar mais do que um transgene, possibilitando a
administragao de varios antigénios em diferentes inoculagdes no caso de vacinas que
precisam de revacinagao para produzir células de memoria (6).

As vacinas comestiveis provém de plantas, sao administradas por via oral e preparadas
usando plantas transgénicas. Estas expressam proteinas antigénicas capazes de induzir
imunidade contra varias doengas humanas e animais. A primeira vacina comestivel (proteina
da superficie do Streptococcus) foi obtida a partir da planta do tabaco em 1990, na qual foi
encontrado 0,02% da proteina recombinante do total de proteinas soluveis da folha (6).

As vacinas comestiveis sao capazes de ativar tanto a imunidade sistémica como o
sistema imune da mucosa. Visto que nao existem agentes patogénicos humanos ou animais
capazes de contaminar as plantas, sao excluidas preocupagoes com contaminagoes prévias e
virais. E possivel a formulagio de varios componentes vacinais, misturando a semente de
linhas transgénicas que expressam diferentes proteinas. Além destas vantagens, as vacinas
comestiveis, protegem contra infe¢oes do trato respiratério e digestivo, detém estabilidade
térmica, e ao contrario do que acontece nas companhias farmacéuticas, as plantas
transgénicas nao necessitam de cadeias de frio para armazenamento, que chegam a custar
entre 200 a 300 milhoes de dodlares por ano para preservar as vacinas. A produgao em massa
de vacinas comestiveis € também possivel, pois as plantas podem ser facilmente reproduzidas
quando equiparadas aos animais usados como sistemas de produgao de vacinas. Associado a
todos estes beneficios esta também o baixo risco de contaminagao comparando com as

vacinas produzidas por bactérias (6).
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3.LIMITACOES VACINAS ORAIS E COMESTIVEIS

Apesar de todas as vantagens supracitadas, existem algumas limitagoes relacionadas
com as vacinas comestiveis. A mais proeminente € a variagao da dosagem de acordo com o
tamanho do fruto ou parte da planta onde a vacina é processada. A selegao da planta € um
processo demorado e os riscos associados a contaminagoes atmosféricas sao elevados. A
estabilidade das vacinas produzidas como frutos, que sao cozidos antes de serem usadas é
imprevisivel. O estado em que cada fruto maduro deve ser consumido nao é comunicado a
cada pessoa que o compra (6).

Um dos problemas mais comuns é o facto de muitos antigénios orais nao serem
imunogénicos, ou seja, nao sao reconhecidos como sendo agentes estranhos pelo sistema
imune do intestino. Sao entao usados adjuvantes, como por exemplo, a subunidade B
recombinante nao téxica datoxinada coélera que é um imunogénio da mucosa
frequentemente usado e aplicado na administragao de vacinas derivadas de plantas (7).

Como meio de melhorar a administracdo e a eficacia das proteinas terapéuticas
formadas nas plantas tem havido investigagoes que ajudam no reconhecimento de meios
para atingir com maior eficiéncia as células epiteliais. Embora nao muito imunogénica, a
lectina UAE-I| da planta Ulex Europaeus é caraterizada por se ligar as superficies apicais das
células epiteliais e endoteliais e € um dos marcadores classicos das células epiteliais. Além de
ser um agente localizador epitelial, um estudo realizado em 2005 remete que a lectina ligada
as particulas origina uma resposta imunologica mais rapida (11).

A maior limitagao da expressao de antigénios recombinantes em plantas transgénicas é
a obtencgao da concentragao adequada para conferir uma total imunidade, dada a variedade
de proteinas expressas nas diferentes espécies de plantas. De modo a contornar esta
variedade, o controlo dos rendimentos da expressao de proteinas sera provavelmente
necessario para assegurar uma imunizagao eficaz e consistente (12). Sabe-se que o nivel de
expressao varia dependendo do estado de desenvolvimento do tecido da planta, da altura do
dia e dos fatores reguladores usados, destacando a importincia do estado de
desenvolvimento das plantas e altura em que foi colhida. Além disso, existem estudos
limitados para a determinagao da estabilidade das proteinas terapéuticas apos a colheita,
processamento e armazenamento (9).

Apesar da produgao de antigénios, a partir de plantas, ser aceite na comunidade
cientifica e apontada como uma alternativa promissora a produgao tradicional de vacinas,
algumas questoes continuam em aberto; o controlo dos niveis de antigénios produzidos e o

licenciamento deste método (9).
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A escolha da espécie da planta, os niveis de expressao do transgene e a estabilidade do
antigénio produzido sao algumas das limitagoes dos métodos de expressao em plantas
transgénicas. Contudo, o controlo da expressao do transgene ira depender do promotor, da
estabilidade do mRNA e dos codoes optimizadores da espécie da planta. A estabilidade dos
antigénios pode ser mantida a partir de estratégias onde € utilizado o apoplasto como local
de secregao de antigénios (13).

Relativamente a limitagoes regulamentares, apesar das vacinas transgénicas ja terem
sido referenciadas pela EMA e a FDA, continua a nao existir um sistema regulamentar que

permita o licenciamento da sua produgao (14).
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4. PLANTAS TRANSGENICAS E METODOS DE CONSTRUCAO

4.1.Transferéncia genética mediada pelo Agrobacterium e Método da biolistica

PMF (plant molecular farming) para serem produzidas necessitam que o DNA que ira
codificar as proteinas de interesse seja introduzido nas plantas selecionadas para este fim,
para isso ao longo de varios anos, multiplos métodos tém sido desenvolvidos (12).

Existem dois métodos mais usados para dar origem a linhagens de plantas transgénicas
que produzem PMF: sistema de Agrobacterium e Biolistica. A escolha destes métodos
depende de diferentes fatores, tais como a espécie hospedeira selecionada. Outros métodos
como a transformagao Whiskeer, Electroporagao e transformagao do protoplasto
encontram-se em desuso (10).

Atualmente, ha dois métodos direcionados para a produgao de vacinas a partir de
plantas transgénicas: um é o uso de plantas para produzir proteinas antigénicas em
abundancia, processando-as em vacinas apés a sua separagao e purificagdo; o outro método
consiste no uso direto de plantas comestiveis ou tecidos de plantas para congregar a
proteina de interesse usando-a como vacina oral/comestivel sem precisar de isolamento e
purificagao (15,16).

Apesar de numerosas proteinas terapéuticas terem sido expressas em células vegetais,
[Tabela 2] ainda permanecem varios desafios (9).

Na Natureza, as células das plantas vivem muitas vezes em intima associagao com
certas bactérias, o que pode ser um veiculo favoravel para a introdugao de DNA clonado
nas plantas. A bactéria Agrobacterium tumefaciens é a mais usada na transformagao em
espécies monocotiledoneas assim como em dicotiledoneas. O método bolistica € menos
dependente do gendtipo e mais adequado para a transformagao nos plastos (2,10).

A Agrobacterium tumefaciens é responsavel pela formagao de tumores (galls). Durante a
infecao a bactéria transfere parte do seu DNA para a planta, DNA este que € integrado no
genoma da hospedeira, causando a produgao de tumores e mudangas associadas ao
metabolismo da planta. Estudos demonstraram que a maioria dos genes envolvidos na
doenga causada por esta bactéria nao sao originarios do seu cromossoma, mas de um grande
plasmideo denominado de Ti (= Tumor inducing), mais precisamente, num segmento de
DNA do plasmideo denominado de T-DNA (Transferred DNA) (13).

Aproveitando esta caracteristica inerente a esta bactéria, selecionam-se genes que sao
colocados no T-DNA do plasmideo bacteriano para que possam ser integrados nos

cromossomas da planta aquando da transferéncia do T-DNA. A base desta técnica é a
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extracao do T-DNA da A. Tumefaciens e a sua integragao no genoma da planta como parte
natural do processo infecioso protagonizado por esta bactéria. Assim, qualquer gene pode
ser introduzido numa célula vegetal. Todavia, para aproveitar estas propriedades naturais
para a transferéncia de genes de interesse em plantas é necessario eliminar as caracteristicas
indesejaveis do T-DNA, mantendo a sua capacidade de se integrar no genoma da planta
hospedeira (13).

O T-DNA da Agrobacterium é transportado até ao nucleo e portanto fica inacessivel
para ser transferido para os cloroplastos, mas apesar da sua inadequabilidade nos
cloroplastos é a técnica de eleicao para ser usada nos cereais, como o arroz, milho e trigo,
em soja e outros legumes (2).

Agrobacterium rhizogenes é apropriada para a produgao de culturas de raizes transgénicas (6).

Para evitar a transferéncia de sequéncias vetoriais durante a transformagao, a
incorporagao do gene barbase (proteina bacteriana) fora das border sequences do T-DNA ¢é

uma técnica que funciona aquando da transformagao pela Agrobacterium (6).

4.2. Método de transformagao de cloroplastos

Um método alternativo aos supracitados é o método de transformagao de
cloroplastos (transformagao genética direta). Esta alternativa expressa grande quantidade de
produtos recombinantes, resultado do nimero elevado de cloroplastos e das multiplas
copias de cromossomas que levam a que as células contenham muitas copias do transgene o

que origina taxas elevadas de expressao sem que haja silenciamento génico (6,13).
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Source of the protein Proteinorpeptide  Plant expression  Maximum recorded  Integrity, immunogenicity and protective Rets
and target species for expressed system expression level capacity of the vaccine
the vaccine inplanta
Enterotoxigenic £. coil Heat-lablle toxin Tobacco <0.01% TSP Intact proteln forms multimers and Is AL
(humans) B-subunit Immunogenic when administered crally
Enterotoxigenic £. coil Heat-lablle toxin Potato 0.19% TSP Receptor-binding activity and Immunogenic  14,22,25
(humans) B-subunit and protective when administered orally
Enterotoxigenic £. coil Heat-lablle toxin Malze Not glven Immunogenic and pratective when 30
(humans) B-subunit administerad oralty
Vibrio cholerae (humans)  Cholera toxin Potato Q0% TSP Intact proteln forms multimers, has receptor- 18,19
B-subunit binding activity and Is Immunogenic and
protective when administered orally
Hepatitis B virus Envelope surface Tobacco <0.01% TSP Virus-like particles formand extracted proteln 15,23
(humans) protein Is Immunogenk when administered by
Injection
Hepatitis B virus Envelope surface Potato <0.01% FWe Immunogenic when administered orally 3N
(humans) protein
Hepatitis B virus Envelope surface Lupin <0.01% FW Immunogenic when administered crally 27
(humans) protein (Lupinus spp.)
Hepatitis B virus Envelope surface Lettuce <0.01% FW Immunogenic when administered orally 27
(humans) proteln
Norwalk virus (humans)  Capsid protein Tobacco 023% TSP Intact proteln and virus-like particles form, 16
Immunogenic when administered crally
Norwalk virus (humans)  Capsld protein Potato 037T%TSP Virus-like particles form and Immunogenic 16.26
when administerad orally
Rables virus (humans) Glycoprateln Tomato 1.00% TSP Intact protein 17
Human cytomegalovirus ~ Glycopratein B Tobacco <0.02% TSP Immunologicalty related protein 32
(humans)
Rabbit hemormhaglc VPeD Potato Q3K TSP Immunogenic and pratective when 28
diseasa virus (rabbits) administerad by Injection
Foot-and-mouth dis=sase  VP1 Arabidopsis Not given Immunogenic and protective when 20
virus (agricultural administerad by Injection
domestic animals)
Foot-and-mouth dis=sase  VP1 Alralfa Not given Immunogenic and pratective when 24
virus (agricultural administered by Injection or crally
domestic animals)
Transmissible Glycoprateln S Arabidopsis Q06% TSP Immunogenic when administered by 21
gastroenteritis Injection
coronavirus(plgs)
Transmissible Glycopratein S Tobacco 0209 TSP Intact proteln and Immunogenic when 29
gastroenteritis administerad by Injection
coronavirus (plgs)
Transmissible Glycoprateln S Malze <0.01% FW Protective when administered orally 30
gastroenteritis
coronavirus (plgs)
*TSE total soluble protein.
YW, frezhweight.

Tabela 2- Proteinas com aplicagoes para vacinas animais e humanas e expressas por

transgénicas (17).

plantas
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5. EXTRACAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Contrariamente a utilizagao de métodos standarizados, como plataformas de células
animais ou microrganismos, para produgao de proteinas recombinantes na indulstria
biofarmacéutica, a utilizagao de plantas como sistemas de expressao proteica, pode oferecer
um processo de manufactura economicamente rentavel. Contudo, sao varios os desafios
inerentes ao estabelecimento de procedimentos para obtencao de proteinas
biofarmaceuticas a partir de plantas (5).

Embora o alto nivel de expressao de proteinas, € necessario fornecer meios para um
alto rendimento dos sistemas de produgao vegetais, e também uma eficiente recuperagao
das proteinas recombinantes (13).

Os principais desafios denotam-se nas etapas finais, denominados de downstream
processing (DSP). Tal, deve-se a fisiologia vegetal; entre varias espécies de planta denota-se
que a expressao proteinas intracelular ocorre em varias partes da planta. Deste modo, a
extragcao proteica no DSP, e sua purificagao, fica comprometida pela presenca de
contaminantes soluveis, derivados da propria planta (5).

As tecnologias apontadas no DSP, de forma a acelerar e simplificar o processo de
extragao sao: centrifugagao, filtragao, floculagio e métodos combinados de extragao solido-
liquido com purificagdo ou decantagao. Outro método para obtengao das proteinas
recombinantes, € usufruir dos seus marcadores especificos; contudo a transposicao deste
método para a escala comercial é ainda utopica (5).

Em suma, os métodos de extragao e purificagao das proteinas produzidas a partir de
plantas, podem basear-se nos métodos utilizados em células animais ou a partir de
microrganismos; o elemento crucial é identificar os contaminantes soluveis, especificos de
cada espécie da planta utilizada, na fase DSP, de forma a ajustar o método selecionado. A
standarizacao dos procedimentos do DSP resultara na viabilizagao da obtengao de proteinas

recombinantes a partir de plantas a escala industrial (5,18).

6. MUCOSA GASTROINTESTINAL

19



A mucosa gastrointestinal representa a area mais imunologicamente ativa do ser

mamifero. E ainda composta por componentes especializados do sistema imunitario inato,

que fornecem células responsaveis pela captagao dos antigénios e pelo processamento e

secregao de sinais pro-inflamatorios, e também por componentes especializados do sistema

imunitario adaptativo que sao responsavel pela identificagao do antigénio, fungoes especificas

efetoras e pela memoria imunolégica [Figura 1] (8,19).
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Figura |- Esquema do mecanismo envolvido na resposta imune da imunizagao oral por

vacinas derivadas de plantas (19).
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Células do sistema inato e adaptativo fazem parte deste tecido especializado, para o
protegerem de agentes patogénicos que atingem o organismo. Uma vez que estas células
efetoras estao localizadas na mucosa, apraz concluir que proporcionam a oportunidade de
induzir uma resposta imune na area onde o agente patogénico € introduzido através do uso
de vacinas orais que atuam na mucosa (19).

O contato dos antigénios com o meio acido do estomago e a duragao da imunizagao
oral podem comprometer a integridade dos imunogéneos, que em situagoes normais seriam
eficazes na imunizagao parental (19).

O sistema imune na mucosa dos mamiferos consiste num conjunto de linfocitos que
juntamente com células do sistema imune inatas estimulam a defesa do hospedeiro nestes
tecidos. Além das células que integram o sistema imune da mucosa, as moléculas que sao
produzidas por estas mesmas células contribuem também para a imunidade total contra
agentes estranhos potencialmente imunogénicos. A defesa da mucosa é mediada pela
imunoglobulina A secretada e citoquinas (19).

Tendo em consideragao a estabilidade e protegao dos antigénios da vacina oral contra
pH acido e enzimas digestivas do estdomago, os antigénios devem agregar-se em estruturas
ordenadas, como particulas semelhantes a virus, VLPs ou obter protegao a partir da
encapsulagio em lipossomas, microesferas, ISCOMs (immune stimulatory complexes) e
niossomas. Além disso, tem havido estudos que remetem para a protegao dos antigénios
expressando o gene que codifica a proteina de interesse em agentes patogénicos comensais
ou agentes patogénicos atenuados entéricos, ambos apresentando resisténcia ao ambiente
acido gastrointestinal (20).

A formulagao de vacinas orais tem sido um desafio devido, nao so6, as dificuldades
advindas acerca da degradagao dos antigénios, mas também devido a natureza tolerogénica
do sistema imune da mucosa e aos riscos envolvidos no uso de planta alimentares (19).

A tolerancia ou a falta de resposta imunologica contra bactérias e antigénios nao
patogénicos sao a caracteristica fundamental do sistema imune da mucosa maioritariamente
causadas pelas células T através da producao de mediadores soluveis. Este tipo de tolerancia
é considerado o maior mecanismo de defesa imunitaria pelo qual potenciais respostas
imunes prejudiciais contra antigénios sao evitadas. Embora a indugao da tolerancia imunitaria
seja um processo complexo, sabe-se que a dosagem esta estreitamente relacionada com a
mesma. Doses mais elevadas com um periodo de administragao longo foram empregues com
sucesso na indugao da tolerancia imunitaria. Algumas vacinas com origem de plantas usaram
este método como meio de suprimir as respostas imunitarias responsaveis por doengas auto

imunes e alergias (19).
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A tolerancia oral é um processo ativo, que funciona criando linfécitos T especificos
para antigénios que suprimem a estimulacio imunitiria. E portanto definida como a
supressao das respostas imunitarias celulares e humorais para antigénios administrados
oralmente. Para além desta agao supressora por parte das células T, a anergia e a eliminagao
de células T tém sido descritas como mecanismos de tolerancia oral subjacente.
Consequentemente, esta tolerancia por parte da mucosa intestinal protege-a de respostas
imunitarias inflamatorias prejudiciais. A ativagao que acontece no processo de indugao da
tolerancia oral é importante para a maturagao do sistema imune. Uma deficiéncia na
formacgao da agao supressora das células T contra antigénios existentes na alimentagao e
bactérias comensais pode levar a hipersensibilidade a alimentos e a doenga celiaca. Devido a
grande variedade de antigénios envolvidos, surge a anulagao de diferentes tipos de respostas
imunes, entre as quais a hipersensibilidade retardada e a produgao de anticorpos (21).

Quando uma agao imune efetora é pretendida para fins profilaticos ou terapéuticos, é
requerida uma imunizagao oral que supere e que de certa maneira evite a ativagao das
células T regs de modo a que nao ocorra a indugao da tolerancia aos agentes patogénicos
(19).

Apos serem administrados os antigénios devem alcangar a mucosa para ai serem
processados e induzirem uma agao imunitaria, que é conseguida através dos elementos que
fazem parte do tecido linfoide associado ao trato gastrointestinal (19).

No que diz respeito a constituicao da mucosa conclui-se que os linfocitos da mucosa
estao organizados em estruturas que cobrem todo o tecido da mucosa, a que se da o nome
de tecido linfoide associado a mucosa (MALT). O tecido MALT pode ter varias designagoes
dependendo da area onde se encontra, tais como tecido linféide associado ao trato
gastrointestinal (GALT) e tecido linféide associado aos bronquios (BALT). O érgao mais
importante do tecido GALT, sao as placas de Peyer, que podem ser vistas
microscopicamente como aglomerados linfoéides com centros foliculares no ileo do intestino
delgado nos humanos (22).

As placas de Peyer estio organizadas como aglomerados linfoides com centros
foliculares, rodeados por uma camada epitelial de células chamada de epitélio associado aos
foliculos (EAF), que difere da camada epitelial presente nas restantes vilosidades intestinais.
Apesar de nao possuir nenhum elemento secretor, o EAF contém células especializadas
encontradas primariamente nas placas de Peyer, as células M. As células M sao desprovidas
de um citoesqueleto rigido, e o seu processo permite que interajam com linfocitos e células
dendriticas circundantes. Estas células tém a fungao de capturar e transportar virus e

bactérias, assim como outras particulas. Pensa-se que a apresentagao dos antigénios as
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células T nao é feita pelas células M, uma vez que estas sé funcionam como um portal de
entrada de antigénios ma zona folicular das placas de Peyer. Por sua vez as células
dendriticas capturam os antigénios e microorganismos que sao transportados no limen pelas
células M, migrando para zonas de células T nos foliculos das placas de Peyer ou para
nodulos linfaticos mesentéricos. Varios estudos identificaram tanto as placas de Peyer como
os nddulos linfaticos mesentéricos como zonas de ativagao e apresentagao dos antigénios as
células T respondendo a administragao de antigénios administrados oralmente em ratos.
Contudo, também tém sido detetados antigénios nos ganglios linfiticos esplénicos e
periféricos, levando a ativagao de células T, o que leva a crer que respostas imunes
sistémicas em orgaos linfoides periféricos sem mucosa podem se conseguidas pela
administragao oral de antigénios (14).

A ligagao a uma molécula alvo ou a uma proteina transportadora mostrou resultar

num aumento da imunogenicidade de subunidades vacinais orais (23).

7. VACINAS DE PLANTAS TRANSGENICAS

7.1 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (AIDS)

O Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida infeta e causa a destruicao dos linfocitos
TCD4. A proteina Tat do Virus tipo | da imunodeficiéncia humana (HIV-1) é um potente
transativador transcricional. A proteina Tat é importante na replicagao viral, transmissao e
desenvolvimento da doenga. Na auséncia desta proteina, nenhuma ou uma quantidade
insignificante de estruturas proteicas sao expressas, e portanto nenhum virus infecioso é
formado. Desta maneira, a proteina Tat do HIV-1 é uma potencial e promissora candidata a
ser usada como vacina (6, 7).

A glicoproteina gpl60 é percursora dos péptidos gpl20 e gp4l e apresenta uma
elevada importancia no ciclo de vida do retrovirus, permitindo a ligagdo aos recetores
celulares e controlando a fusao entre o virus e as membranas celulares durante a infegao. O
loop V3 da gpl120 do HIV-I liga-se diretamente a uma sequéncia proteica dos linfocitos que
contém uma regiao semelhante as CDR (complementarity determining regions) das
imunoglobulinas. Assim o loop V3 da glicoproteina gpl20 podera ser util como antigénio de
uma vacina na neutralizagao de anticorpos prevenindo a ligagao do HIV-1 aos recetores das

células TCD4 (6).
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No caso da vacina em que o antigénio € a proteina Tat, ha a fusao do DNA
complementar com a porgao c-terminal da subunidade b da toxina colérica (ctxB-tat) e
introdugao nas células da planta Solanum tuberosum, pela técnica da Agrobacterim tumefaciens.
A sintese e a jungao de monémeros CTB-Tat em oligdbmeros biologicamente ativos usando
tecidos de tubérculos de batata, demonstram a viabilidade de usar antigénios virais
patogénicos sintetizados em plantas comestiveis, para a imunizagao contra a infegao do HIV-
I. As respostas celulares e humorais da proteina Tat do HIV-l oferecem um atraso na
progressao da doenga em humanos e em macacos (6).

No caso de o antigénio se tratar do loop V3 da glicoproteina gpl20 do envelope, a
fusao dos genes CTB-gp|20 pode ser expressa e introduzida numa planta comestivel. O loop
V3 pode assim ser usado para neutralizar os péptidos imunogénicos do HIV-1.

Contudo, além destas duas proteinas serem duas promissoras vacinas contra o HIV-I,
acredita-se que a proteina Nef (Negative Regulatory Factor) também o seja, pois as respostas
imunitarias que acontecem quando em contacto com esta proteina viral ajudam a controlar

o inicio da infegao viral e reduzem a carga viral e propagagao (6).

7.2 HEPATITE B

De acordo com estimativas feitas pela WHO, 2 bilices de pessoas por todo o mundo

tém ou tiveram suspeitas de infecao pelo virus da hepatite B. Cerca de 360 milhdes de
pessoas estao cronicamente infetadas, e ocorrem aproximadamente 600,000 mortes devido
a doengas acarretadas pelo virus, como a cirrose ou carcinoma hepatocelular. Em acréscimo
a estes dados 4,5 milhoes de novas infecoes de HBV ocorrem por ano.
Uma alternativa a imunizagao parental é o desenvolvimento de vacinas que podem ser
administradas oralmente, por isso uma possivel op¢ao para a imunizagao oral do HBV ¢é a
expressao de antigénios em plantas transgénicas. A expressao em tecidos de plantas
transgénicas apresentam as vantagens discutidas anteriormente, como a capacidade de
estimular a imunidade humoral e da mucosa, resultando na protegao mais eficaz do que a
imunizagao parental (7,14).

Varias equipas de investigacao expressaram a proteina HBsAg (antigénio de superficie)
em varios tecidos de plantas. O primeiro documento publicado em 1992 demonstrou que as
folhas da planta do tabaco sao capazes de expressar um antigénio da vacina viral. Com base
nesses resultados foi feito um estudo em que se usou extrato purificado de folhas de tabaco
e fragoes concentradas de HBsAg foram usadas para imunizar ratinhos. A resposta

seroldgica de anticorpos anti-HBs incitada pela proteina recombinante derivada da planta do
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tabaco, rHBsAg, foi qualitativamente semelhante a obtida pela imunizagao com rHBsAg
proveniente da levedura. Este estudo indica-nos que a proteina rHBsAg derivada da planta
do tabaco possui as propriedades necessarias para induzir as respostas especificas das células
B e T contra o antigénio(14,24).

Além deste estudo foram realizados outros com o objetivo de avaliar a
imunogenicidade oral do HBsAG, a partir de tubérculos da batata, e comparar o seu efeito
protetivo anti-HbsAg com a vacina licenciada da hepatite, em ratinhos. Ao grupo
experimental foram administradas 42 microgramas de HBsAg por dose de tubérculo de
batata, associado a um adjuvante de mucosa. Este estudo permitiu concluir a necessidade de
um adjuvante de mucosa de forma a haver imunogenicidade oral a HbsAg nos ratinhos e
determinou que as vacinas de plantas transgénicas tém o potencial de atuar como reforgo
oral em ratos ja imunizados com uma dose parentérica de rHBsAg (14).

A partir do mesmo tipo de tubérculo de batata, foi, posteriormente, desenvolvido um
estudo piloto em humanos previamente imunizados com a vacina. Com o objetivo de avaliar
a imunogenicidade para o HBsAg, verificou-se um aumento do anti-HBsAg no soro de 62,5%
dos voluntarios. Tal, permite correlacionar a protegao a partir da administragao oral do
tubérculo de batata contra o virus da hepatite B. Contudo é apontada a necessidade de
novos estudos, de forma a avaliar a correlagao com adjuvantes da mucosa de forma a

aumentar a eficacia imunizadora (14).

8. RISCOS ASSOCIADOS

A produgao de vacinas em plantas transgénicas foi proposta pela primeira vez em 1990,

no entanto nenhum produto foi ainda comercializado.
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Existem varios riscos com potencial impacto no ambiente e na saide humana. Os
riscos para o ambiente incluem a transferéncia de genes e a exposicao a antigénios. Os
riscos para a saude humana incluem a tolerancia oral, alergias, dosagem insuficiente, a
exposi¢ao do trabalhador e a exposigao nao intencional de antigénios na cadeia alimentar
(25).

Seis principais riscos foram identificados como potenciais preocupagoes devido aos

métodos de produgao de vacinas a partir de plantas:

Alergias: os produtos transgénicos podem ser submetidos a processos pos-tradugao quando
comparados com o agente patogénico natural, o que podera induzir novas reagoes alérgicas
quando ingeridos. O uso de adjuvantes orais para estimular a mucosa pode provocar
reagoes de hipersensibilidade a outras proteinas;

Efeitos prejudiciais para o ambiente: a perda ou degradagao de componentes celulares pode

ter implicagoes alérgicas e toxicoldgicas desconhecidas;

Tolerancia Oral: Se o antigénio é administrado frequentemente ou em doses pequenas

repetidas, o sistema imune da mucosa torna-se insensivel a vacina nao conseguindo
combater a doenga;

Transferéncia de Genes: A transferéncia do antigénio para os alimentos convencionais

através da hibridagao genética ou contaminagao do produto pode levar a tolerancia oral;
Dosagem: Uma quantidade insuficiente de antigénios pode nao estimular uma resposta
imunologica suficiente para combater a doenca. A frequéncia ou a dosagem incorreta pode
levar a intolerancia e a ineficacia da vacina;

Exposicao do trabalhador: O contacto ou a inalagio de materiais da planta durante a

produgao podem levar a intolerancia ou a reagoes alérgicas (25).

Todos os riscos identificados sao regulados nos EUA pela USDA (United States
Department of Agriculture) ou pela FDA. As caracteristicas especificas da administragao oral
destes produtos s6 pode ser percebida através de ensaios de seguranga pré-clinicos e
clinicos da vacina, que sao pedidos pela FDA no desenvolvimento de vacinas e processo de

licenciamento (25).
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9. CONCLUSAO

Vacinas derivadas de plantas podem superar muitas das limitagoes atribuidas a
produgao, distribuicao e administracao das vacinas tradicionais. Além disso, as vacinas
produzidas a partir de plantas transgénicas apresentam processos de fabrico baratos, facil
armazenamento, e acrescentando ao facto de estarem livres da contaminagao com agentes
patogénicos provenientes de animais, também estao longe dos riscos associados a
administragao de injetaveis.

Atualmente existem provas e estudos que demonstram a eficacia da imunizagao oral
em modelos animais e ainda recentes demonstragoes afirmam a obtencao de altos
rendimentos através de métodos de expressao de futuros antigénios candidatos a serem
vacinas de uso humano. A engenharia genética pode ser usada como meio de produgao de
vacinas orais para a protegao contra uma grande variedade de doengas infeciosas.

Apesar de todos os factos acima mencionados e mesmo havendo tantos exemplos de
plantas capazes de expressar e produzir vacinas, perguntas como o porqué de ainda nao ter
sido feita a transicao para o mercado, ou o porqué das vacinas orais da planta do tabaco,
apesar dos bons resultados de produgao, ainda nao se encontrarem no mercado ou ainda
“Quais as possiveis razoes para as empresas nao terem optado por esta tecnologia e estes
produtos?” permanecem sem resposta e deixam duvidas sobre o futuro da exploragao nesta

area.
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