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Resumo

A colite ulcerativa (UC) é uma doenga inflamatdria intestinal (DII) caracterizada por inflamacao
recorrente e dano a regido do colon. Nos ultimos anos, sua incidéncia aumentou mundialmente.
Embora os tratamentos disponiveis sejam eficazes em suprimir a inflamagdo, como o uso
intravenoso de anticorpos imunoterapicos, estes sdo caros e podem causar efeitos adversos.
Saccharomyces boulardii, uma levedura amplamente reconhecida como segura pela Food and Drug
Administration (FDA), é comumente utilizada para o tratamento de distarbios intestinais devido as
suas propriedades probidticas. Estudos em modelos murinos de UC sugerem efeitos protetores
contra a inflamacdo intestinal por este microrganismo. A capacidade de ser geneticamente
modificada para expressdo heterdloga, tolerar a temperatura corporal e baixos niveis de pH, fazem
dessa levedura um organismo adaptavel para a entrega oral de moléculas a mucosa do trato
gastrointestinal. Nesse sentido, este trabalho tem como objetivo explorar a capacidade de produgéo
e entrega de um fragmento scFv anti-CD3 por S. boulardii e seus efeitos protetores em modelo
animal de colite induzida por sulfato de sodio dextrano (DSS). Para isso, foram construidos dois
plasmideos contendo dominios extensores, a fim de melhorar a disponibilidade do anti-CD3. As
leveduras transformadas foram cultivadas em condicOes ideais e estressantes para analisar seu
impacto na producédo do anticorpo. A expressao de anti-CD3 foi avaliada por citometria de fluxo e
Dot-Blot. A condigdo que resultou na maior deteccdo de anticorpos e viabilidade celular foi
utilizada para o cultivo de leveduras usadas no teste in vivo. Camundongos C57BL fémeas
receberam diariamente por gavagem oral a dose contendo leveduras selvagem ou transformadas.
A UC foi induzida nos 5 dias seguintes com a adi¢cdo de 3% de DSS na &gua, enquanto recebiam
também os tratamentos. Os camundongos tratados com levedura que apresenta anti-CD3
apresentaram valores de DAI mais proximos do grupo saudavel e diferiram significativamente dos
camundongos ndo tratados. A expressdo génica do colon e dos linfonodos foram analisadas por
testes de PCR quantitativa (qPCR). Nos linfonodos, foi observado aumento da expressdo de Thx21
com o desenvolvimento da doenca. No grupo tratado com a levedura produtora de anticorpo, houve
reducdo significativa na expressao do gene 116 e aumento na de Foxp3, sugerindo que o tratamento
pode favorecer um perfil regulatério no ambiente imune. Em adi¢do, a administracdo da levedura
com anti-CD3 resultou em aumento significativo da producdo do gene Muc3 em comparacao ao
grupo tratado apenas com o probio6tico. Embora a doenga tenha alterado os padrdes histoldgicos,
ndo houve diferenca significativa com o tratamento. Com esse trabalho, foi possivel confirmar a
capacidade da levedura de produzir e expressar fragmentos de anticorpos em sua superficie. Além
disso, no modelo de colite murina, sua administracdo mostrou efeito protetor e atenuou os sintomas
e sinais inflamatorios da UC, sugerindo que seu uso pode ser uma alternativa terapéutica viavel
para as DII.

Palavras-chave: Doencas inflamatorias intestinais; imunoterapia; anti-CD3; scFv.



Abstract

Ulcerative Colitis (UC) is an Inflammatory Bowel Disease (IBD) characterized by recurrent
inflammation and damage to the colon region. In recent years, its incidence has increased globally.
Although treatments, like intravenous administration of immunotherapeutic antibodies, effectively
suppresses inflammation, they are expensive and can cause adverse effects. The yeast
Saccharomyces boulardii is classified as "Generally Recognized as Safe" (GRAS) by the Food and
Drug Administration and is commonly used to treat intestinal disorders due to its probiotic
properties. Studies suggest that it can also have protective effects against intestinal inflammation
in UC murine models. Its capacity to be genetically modified for heterologous expression, tolerate
body temperature and low pH levels make her an adaptable organism for oral delivery of molecules
in the Gastrointestinal Tract. This work aims to explore the capacity of production and delivery of
an scFv anti-CD3 fragment by S. boulardii and its effects in a Dextran Sodium Sulfate (DSS)
induced colitis mouse model. For this, two different plasmid constructions containing stalk
domains were designed in order to enhance anti-CD3 detection and its immune effects.
Transformed yeasts were cultured under optimal and stressful conditions to analyze how it might
impact the production of the antibody fragment. Anti-CD3 expression was assessed by flow
cytometry and Dot-Blot. The culture protocol that resulted in highest antibody detection and cell-
viability was applied for growing yeasts used for the in vivo test. C57BL female mice were orally
gavaged daily, with either the dose with transformed yeast for the treatment group or 0.9% saline
for the control group. UC was induced for the next 5 days by adding 3% DSS in water, while the
mice were being treated. The animals were monitored daily on weight, fecal consistency, and rectal
bleeding to evaluate the disease activity index (DAI). The colon was measured and weighed after
euthanasia. Mice treated with anti-CD3 presenting yeast showed DAI values closer to the healthy
group and significantly differed from the non-treated mice. Gene expression in the colon and lymph
nodes was analyzed by quantitative PCR (qPCR) tests. Lymph nodes showed increased expression
of Tbx21 with the development of the disease. The group treated with the antibody-producing yeast
showed a significant reduction in the expression of 116 gene and increase in Foxp3, suggesting that
the treatment may favor a regulatory cell profile in the immune environment of the treated
individuals. In addition, administration of the yeast with anti-CD3 resulted in a significant increase
in the production of Muc3 when compared to the group treated with the isolated probiotic. Although
the disease altered histological patterns, there was no significant difference with the treatment. This
study confirmed the yeast’s capacity to produce and express antibody fragments on its surface. In
addition, its administration had improved protective effects by delaying inflammation progression,
attenuating visible UC symptoms and showed differential gene expression in the murine colitis
model. This combination has great potential to reshape the immunotherapy field on IBD.

Keywords: Inflammatory Bowel Diseases; Immunotherapy; anti-CD3; scFv.
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Introducéo

1. Colite Ulcerativa, uma doenca inflamatoria intestinal

A Colite Ulcerativa (UC, do inglés Ulcerative Colitis) e a Doenca de Crohn (CD, do inglés
Crohn’s Disease) sao doencas crénicas imunomediadas classificadas como doencas inflamatorias
intestinais (DII), caracterizadas por desequilibrio imune que causa inflamagdo no trato
gastrointestinal (TGI). Enquanto a inflamag&o de CD ocorre de forma transmural em qualquer
segmento do intestino, em UC é observado inflamac&o superficial da mucosa intestinal restrita as

regiGes do colon e do reto (Bruner et al., 2023).

Os sintomas caracteristicos da Colite Ulcerativa sdo perda de peso, dor abdominal, urgéncia
de evacuacéo, diarreia e presenca de sangue nas fezes com padrdo de inflamacgéo recorrente de
ciclos de melhora e recidiva (Porter et al., 2020; Le Berre et al., 2023). Ademais, aumentam a
chance de desenvolvimento de outras doencas inflamatorias, como asma e artrite reumatoide, € a

incidéncia de cancer de colorretal (Halling et al., 2017; Keller et al., 2019).

Embora sua etiologia ndo esteja completamente elucidada, fatores como estilo de vida,
urbanizacdo, uso de antibi6ticos, dieta e exposi¢do a diversidade de microrganismos nos primeiros
anos de vida sdo apontados como contribuintes. Estes aspectos, aliados também a predisposicédo
genética de um individuo, irdo afetar o funcionamento do seu sistema imune, composi¢do da
microbiota colonica e integridade da barreira epitelial intestinal, fatores centrais no
desenvolvimento da UC. Apesar de se observarem influéncia destes fatores, os mecanismos pelos
quais atuam para contribuir no desenvolvimento da Colite Ulcerativa ainda ndo foram totalmente
compreendidos (Singh & Bernstein, 2022; Du & Ha, 2020).

1.1 Epidemiologia

No mundo, as DIl tiveram rapido aumento da incidéncia no século XXI, com indices
maiores na Europa e na América do Norte. Estima-se que haja um milhdo de pessoas com DIl nos
Estados Unidos, mais de 200 mil no Canada e entre 2,5 e 3 milhdes na Europa (Kaplan, 2015).

Apesar da estabilizacdo do nimero de novos casos, a prevaléncia da Colite Ulcerativa aumentou



15

significativamente nestas regifes, possivelmente devido a tendéncia de manifestacbes mais
precoces da doenga e a auséncia de cura, 0 que torna necessario 0 aumento do investimento no
sistema de satde para sua administracdo (Du & Ha, 2020; Pasvol et al., 2020). Na Europa, onde se
observa uma das maiores taxas de prevaléncias globais, a UC gera um custo de assisténcia medica

em torno de 4,6 a 5,6 bilhdes de euros por ano (Burisch et al., 2013).

Em paises recentemente industrializados da Africa, da Asia e da América do Sul, 0 nimero
de casos de Colite Ulcerativa tem aumentado com a adocdo de estilo de vida urbano, se
aproximando rapidamente da incidéncia observada no hemisfério norte (Ng et al., 2017; Kaplan et
al., 2015). No continente sul-americano, 0 numero de casos tem aumentado em ritmo mais
acelerado que em outras regides em desenvolvimento do mundo, sendo o Brasil, maior pais deste

continente, responsavel pela maior parte dos casos de UC (Selvaratnam et al., 2019).

Apesar do numero pequeno de estudos epidemiologicos no pais, pesquisas apontam um
aumento significativo de casos de DIl no Brasil, especialmente de UC (Quaresma et al., 2022;
Zaltman et al., 2021). Dentre os individuos acometidos, hd predominancia de pessoas do sexo
feminino e de residentes de areas urbanas, tanto no Nordeste (Parente et al., 2015; da Silva et al.,
2015), quanto no Sudeste brasileiro, com alto nimero especialmente no estado de Sdo Paulo
(Gasparini et al., 2018).

Devido a grande extensdo territorial e as diferengas socioecondmicas interestaduais, o perfil
sociodemografico dos individuos com Colite Ulcerativa varia entre regides. Destaca-se que
individuos com UC das regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste apresentaram maior indice de
desemprego, 0 que pode ser associado tanto ao impacto da doenca no funcionamento social quanto
as dificuldades socioeconémicas preexistentes dessas regifes, como oferta de oportunidades de
trabalho limitada e baixa escolaridade. Ademais, as regides Nordeste e Centro-oeste apresentaram
0 maior nimero de pacientes com a doenca ativa e que realizavam acompanhamento no setor de
salde publica, mostrando-se um desafio crescente ao setor publico, devido ao aumento de

individuos acometidos pela doenca e ao alto custo dos tratamentos (Zaltman et al., 2021).
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2. Patogénese e papel da microbiota

A Colite Ulcerativa é desencadeada por eventos que prejudicam a integridade da barreira
intestinal. Com isso, estimula-se a resposta imunitéria exacerbada que, por sua vez, pode alterar a
composicao da microbiota intestinal, gerando disbiose, e mediar lesdo ao tecido (Porter et al.,
2020).

A barreira intestinal é composta pela camada externa de muco, pela camada de células
epiteliais especializadas, com células caliciformes, que produzem muco, e com células de Paneth,
produtoras de peptideos antimicrobianos, e pela lamina prépria interna, onde residem células

imunes do sistema inato e sistema adaptativos que atuam como sentinelas (Stolfi et al., 2022).

O epitélio intestinal atua como uma interface entre 0 ambiente externo e 0 meio interno.
Dessa forma, seus componentes realizam a segregacao necessaria para equilibrar a resposta imune
protetora, que previne a entrada de patdgenos, com a tolerancia imunoldgica a microbiota e aos
antigenos alimentares, garantindo a absorcdo de nutrientes e a manutencao de uma populacéo

microbiana local benéfica (Mowat & Agace, 2014; Macura et al., 2024).

A regido intestinal do célon contém grande riqueza de microrganismos, chegando a
densidade bacteriana de 10*° a 10'2 de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por mL (Kennedy
& Chang, 2020). Esse componente contribui para a manutencdo da homeostase intestinal por
interagir mutuamente com as células imunes do hospedeiro. Fatores liberados por células imunes
como defensinas, IgA e moléculas antibacterianas influenciam a composicao da microbiota. Esta,
por sua vez, contribui para induzir a expansao de células T reguladoras que reduzem a inflamacéo,
estimula a producao de citocinas anti-inflamatorias e reduz a de pro-inflamatorias (Swirkosz et al.,
2023).

Ainda, os microrganismos podem liberar acidos graxos de cadeia curta pela fermentacao
de carboidratos. Esses metabolitos secundarios podem estimular a diferenciacdo de celulas T para
perfil regulatério e & fungdo de barreira pelos colondcitos, com aumento da produgdo de jungdes
intracelulares (Deleu et al., 2022). Além disso, a presencga da microbiota contribui para a protecéo
do hospedeiro ao dificultar a colonizagdo por patégenos, devido a competicdo por recursos no
epitélio intestinal (Cheng et al., 2019).
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Uma caracteristica central da patologia da colite é o desequilibrio da comunidade
microbiana, ou disbiose. N&o estd claramente estabelecido se a disbiose é causa ou consequéncia
da inflamacédo na colite, mas é associada a manutencéo e a progressao das doencas inflamatorias
(Acevedo-Roman et al., 2024). Devido ao aumento da permeabilidade intestinal, a translocacédo de
antigenos bacterianos do trato gastrointestinal para a corrente sanguinea € facilitada, contribuindo
para manutengdo da inflamagio em patologias imunomediadas, como a colite (Swirkosz et al.,

2023).

Para melhor compreensdo dos mecanismos que participam da patogénese da colite, 0s

principais processos sao representados esquematicamente na figura 1.
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Figura 1. Estrutura da barreira intestinal e patogénese da colite. Em um ambiente intestinal saudavel, as barreiras
intestinais de células epiteliais e de muco se apresentam integras. Na lamina propria, células imunes residentes, como
macro6fagos, células dendriticas e linfocitos T, regulam a tolerdncia a antigenos alimentares e a resposta imune
protetora. Nesse ambiente, o perfil regulatério de linfécitos T predomina, com maior expressdo da proteina FOXP3 e
das citocinas 1L10 e TGF-B. Na Colite Ulcerativa, a redu¢do da camada de muco e aumento da permeabilidade
intestinal permite o reconhecimento de antigenos microbianos por células sentinelas, iniciando a resposta inflamatéria.
Com isso, se observa expansdo de outros perfis de linfocitos T e maior expressao de fatores de transcri¢éo e de citocinas
inflamatorias. O perfil TH17 é caracterizado pelo aumento de RORy, STAT3 e das citocinas 1L17, IL22 e IL23; TH1,
com TBX21, STAT4 e IFNy; TH2, com GATA3, STAT6 e citocinas IL4 e IL5. A liberacdo desses mensageiros
inflamatorios aumenta o recrutamento celular e sua atividade inflamatoria. Além disso, o reconhecimento da
microbiota estimula a NETose por neutréfilos, levando a liberacdo de mediadores que causam danos as células
epiteliais e contribuem para a perda da integridade epitelial. Em conjunto, esses fatores contribuem para o
estabelecimento de um ambiente inflamatdrio cronico. Fonte: elaboracdo da autora.

Quando ha prejuizo a funcdo de barreira epitelial intestinal, ha maior contato da microbiota
com o epitélio, 0 que estimula a resposta imune inflamatdria envolvida na patogénese da colite
(Van Der Post et al., 2019). Assim, antigenos da microbiota desequilibrada seréo reconhecidos por
receptores, como TLRs (do inglés, toll-like receptors) e Nod, o que ativara a via de sinalizagdo NF-
kB, resultando em resposta imune desregulada e na inflamacgéo perpetuada observadas em DIl (Zou
& Liu et al., 2021).
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Dessa forma, o nimero de neutréfilos aumenta, assim como sua atividade inflamatoria, na
qual realizam NETose e liberacdo de espécies reativas de oxigénio, mediando dano tecidual local
(Porter et al., 2020). Em adi¢do, macrofagos e células dendriticas irdo reconhecer antigenos
microbianos e padrGes moleculares e sinalizam para ativacdo de células T e para secrecdo de

citocinas inflamatdrias no ambiente intestinal (Ivanov et al., 2022).

O sistema imune adaptativo também respondera de forma excessiva, com aumento na
ativacdo e no nimero de células T CD4+ dos subtipos Thl, Th17 e Th2 no célon, o que leva a uma
maior liberacdo de citocinas pré-inflamatorias (Imam et al., 2018; De Souza & Fiocchi, 2016).
Ademais, o0 aumento na secrec¢do de moléculas inflamatérias resultante recruta células imunes para
o local e promove sua diferenciacdo para perfil inflamatério, causando acumulo celular e
instaurando um ciclo pré-inflamatério de constante ativacdo e resposta, caracteristico da

inflamacdo intestinal cronica (Neurath, 2019).
3. Abordagens terapéuticas utilizadas em colite ulcerativa

Por sua caracteristica inflamatdria cronica, a Colite Ulcerativa leva a complicagbes no
organismo e nos tecidos proximais (Le Berre et al., 2023). Esse curso recidivante-remitente afeta
a capacidade do paciente de participar da sociedade, além de aumentar o nimero de internacgdes,
cirurgias e custos hospitalares para tratamento. Com isso, a patologia acaba por prejudicar a

qualidade de vida do individuo acometido (Armuzzi & Liguori, 2021).

Assim, abordagens terapéuticas devem almejar a remissao clinica, promover a cicatrizacao
da mucosa intestinal e diminuir a inflamagdo com o objetivo de melhorar o bem-estar do paciente
e evitar o desenvolvimento de outras doencas, como cancer colorretal (Armuzzi & Liguori, 2021;
Buchman, 2020). Ademais, a progressdo para quadros mais graves necessita intervencéo cirurgica
de colectomia (Gajendran et al., 2019).

Sdo convencionalmente receitados o uso de aminossalicilatos, corticosteroides e
imunossupressores como tratamento para UC. Esses medicamentos atuam na reducdo da
inflamacdo e manutencédo da remissdo. Porém, sua eficacia é limitada a longo prazo, principalmente
devido ao grande numero de efeitos colaterais associados, como osteoporose e hipertensdo

causadas por corticosteroides e toxicidade e insuficiéncia renal causadas por alguns
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imunomoduladores (Di Renzo et al., 2021). Desta forma, a busca por terapias mais eficazes e

direcionadas € necessaria, como o0 uso de anticorpos monoclonais.
3.1 Uso de anticorpos monoclonais

Anticorpos sdao moléculas do sistema imunoldgico compostas pela porcao constante (Fc) e
a variavel (Fab). Nesta Ultima, sdo encontradas as regifes determinantes de complementaridade
(CDRs), formando o paratopo, regido que reconhece especificamente um epitopo presente no
antigeno (Chiu & Gilliland, 2016). Os anticorpos monoclonais (mAb) sdo clones idénticos de
anticorpos obtidos a partir de hibridomas (clones) de células B em cultura (Packer, 2021) ou por
tecnologias recombinantes aplicadas em outros sistemas celulares, como linhagens de células de
mamifero (Zhang & Shen, 2012).

Essas moléculas podem ser construidas com especificidade a antigenos, o que as torna
capazes de atuar diretamente em vias patogénicas. Com isso, mAbs se tornaram uma modalidade
de tratamento mais utilizada para varias doencas nos ultimos 25 anos, como cancer, artrite,
infeccBes e DIl (Lu et al., 2020). O uso desses agentes biol6gicos mudou o cenario terapéutico da
UC (Segal et al., 2021).

O primeiro mAb aprovado para uso em UC tem como alvo o fator de necrose tumoral a
(TNFa), como Infliximabe, que objetiva controlar a proliferacdo e a diferenciagdo celular pro-
inflamatoria. Atualmente, também sdo explorados outros alvos para essa estratégia, como a
subunidade p40 das Interleucinas 12 e 23, alvo do Ustequinumabe, que diminui a ativacdo de
linfécitos CD4 por APCs e sua diferenciacdo nos perfis inflamatérios Thl e Thl7 (Di Paolo &
Luci, 2021). Assim, reduz a populacdo de células inflamatorias e previne a progressao da

inflamacao.

Também sdo aprovados para uso em UC e demonstram resultados promissores em estudos
clinicos o Mirikizumabe, direcionado a p19 contra a Interleucina 23 (D'Haens et al., 2023),
Vedolizumabe, que inibe a integrina a4p7, expressa em células T de memdria (Sandborn et al.,
2020), o Tofacitinibe, inibidor de JAK1, JAK2 e JAKS, e outros varios medicamentos que tém

emergido nos ultimos anos, oferecendo mais alternativas terapéuticas (Tian et al., 2024).
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A utilizacdo desses mAbs para tratamento de DIl é eficiente, pois atuam diretamente nas
vias envolvidas na doenca pelo blogueio de moléculas especificas (Di Rienzo et al., 2024).
Tratamento com anticorpos monoclonais se mostram mais eficazes e seguros quando comparados
as abordagens tradicionais, causando melhora nos aspectos clinicos, endoscopicos, histologicos,

geneticos, inflamatdrios e na qualidade de vida dos pacientes (Avedillo-Salas et al., 2023).

Contudo, individuos que utilizam mAbs podem apresentar recaidas, um desafio ainda a ser
superado (Roblin et al., 2020). Portanto, apesar de apresentar a melhor alternativa terapéutica
devido a sua eficiéncia, ndo apresentam possibilidade de cura, sendo necessarias administraces

periddicas para controle da doenca.

Também, esses medicamentos possuem preco elevado devido ao alto custo da estrutura
necessaria para sua producdo. Por exemplo, os valores para compra de Remicade® (Infliximabe)
s8o a partir de R$5.950 e de R$18.345 para Stelara® (Ustequinumabe) (Consulta Remédios, 2025).

No Brasil, ha menor indice de pacientes de UC que utilizam biofarmacos como tratamento
quando comparado com pacientes de DC (Sassaki et al., 2021; Zaltman et al., 2021). Apesar de
gratuito e universal, o Sistema de Salude Publico brasileiro ndo cobria o uso de biofarmacos para
casos de UC até recentemente (Zaltman et al., 2021). Portanto, para 0 acesso a essa terapia mais
eficaz e segura, pacientes ainda precisam ou recorrer a peticao judicial ou custear o tratamento com

recursos proprios (Sassaki et al., 2021).

Além disso, grande parte destes medicamentos possuem administragdo intravenosa. Assim,
ocorre uma distribuicdo sistémica e acdo em todo o corpo, ao invés de se limitar a uma Unica area,
como o intestino (Griffiths et al., 2020). Desta forma, a busca por alternativas orais desses
tratamentos nos casos de UC pode tornar a terapia mais acessivel aos pacientes ao mesmo tempo

que aproxima o anticorpo do seu alvo, o sistema imune associado ao colon.
3.1.1 Anticorpo anti-CD3

As células T regulatérias (Treg) do colon possuem capacidade de atenuar a resposta
inflamatoria de linfocitos T CD4+ efetores ao limitar sua proliferagdo, o que € essencial para
manutenc¢do da homeostase (Smith et al., 2013). Essas células podem ser estimuladas pelo uso de
anticorpos anti-CD3, induzindo um estado de tolerancia (Kuhn & Weiner, 2016).
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O anti-CD3 é um anticorpo monoclonal que se acopla a molécula CD3, componente do
Receptor de Células T (TCR), na superficie de linfocitos T (Riddell & Greenberg, 1990). O
primeiro mAb a ser aprovado pela FDA foi o0 Muromonab CD3, ou OKT3, que apresentava risco
de imunogenicidade aos pacientes devido a resposta imune gerada a seus componentes murinos.
Com isso, estratégias de quimerizacdo e humanizacdo de anticorpos foram desenvolvidas a fim de

gerar moléculas mais seguras para uso clinico (Singh et al., 2018).

O Teplizumabe, um anti-CD3, foi aprovado em 2023 pelo FDA e j& pode ser encontrado
no mercado. Sua imunogenicidade foi reduzida por mutacGes em sua porcéo Fc, tornando-o uma
opcao mais segura para uso terapéutico (Kaplon et al., 2023). Em diabetes tipo 1, 0 uso desse
anticorpo tem se mostrado seguro, com melhora do quadro clinico e da progressdo e
desenvolvimento da doenca (Herold et al., 2020; Ma et al., 2024).

Apesar de a administracdo intravenosa de anti-CD3 ter demonstrado efeitos colaterais
anteriormente (Friend et al., 1999; Ilan et al., 2009), sua administracdo oral se mostrou eficiente
para tratamento de doencas autoimunes mediadas por células T, como diabetes tipo 1 (Herold et
al., 2019) e lapus (Wu et al., 2009). Pela via oral, esses anticorpos tém menor risco de ocasionar

efeitos adversos e conseguem exercer seu efeito de forma eficaz e segura devido a tolerancia oral.
3.1.1.2 Inducdo da tolerancia oral

A toleréncia oral é definida como o mecanismo pelo qual o sistema imunolégico mantém a
falta de resposta, ou a tolerancia, a antigenos introduzidos no ambiente da mucosa para evitar
respostas imunoldgicas exacerbadas (Strober et al., 1998). Este mecanismo de protecdo é
comprometido na patogénese da Colite Ulcerativa. Com isso, a reatividade a microrganismos
comensais pode levar ao desenvolvimento de doenga inflamatoria intestinal (Tordesillas & Berin,
2018). No entanto, pode ser induzido e restaurado durante a inflamac&o ativa em modelos
experimentais de UC, sendo, portanto, uma via promissora a ser explorada para imunoterapias orais
(Ino et al., 2016).

A utilizacdo oral do anti-CD3 pode induzir um perfil tolerante por atuar no nimero de
celulas efetoras e sua atividade inflamatoria. Diferente dos efeitos adversos sistémicos que ocorrem

pela administragdo do anti-CD3 via intravenosa, sua administragdo oral induz a ac&o de ceélulas
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Treg, principalmente do subtipo Th3 LAP+ (peptideo associado a laténcia), que reduzem a
diferenciacdo de células T para os perfis Thl e Th2 de maneira dependente de TGF-$ e IL-10
(Kuhn & Weiner, 2016; Sasaki et al., 2009. Ambas sdo citocinas anti-inflamatorias que atuam
induzindo a diferenciacao de células T regulatorias e o perfil tolerante. Com isso, contribuem para

a homeostase e para a reducdo da atividade inflamatéria exacerbada. Este mecanismo é
representado esquematicamente na figura 2.
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Figura 2. Representacéo do efeito anti-CD3 oral na indugéo de toleréncia. A imagem ilustra o epitélio intestinal e

o efeito do anti-CD3 nas células residentes da lamina propria. Com a ligacdo ao complexo CD3/TCR, ha estimulo para

liberagdo de IL-10 e TGF-B por células LAP +, contribuindo para induzir um ambiente mais tolerogénico. Fonte:
adaptado de Kuhn & Weiner (2016).

Em modelo animal de UC, a populacéo de células Treg LAP + demonstraram capacidade
de suprimir a inflamacdo intestinal (Oida et al., 2003). Tambem, foi observado menor resposta de
celulas T efetoras na lamina prépria a acdo das Tregs em pacientes com DII, sugerindo que a

diminuicgdo da sua atividade anti-inflamatdria contribui para a patogénese da doenca (Geremia et
al., 2014).
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Nesse contexto, a administracdo oral de anti-CD3 foi capaz de reduzir a inflamacao tipica
em modelo animal de colite, modulando a ativacdo das células TCD4+ e promovendo a producéo
de IL-10 e TGF-p (Forster et al., 2012). Em células intestinais isoladas de pacientes com DII, a
incubacdo com anti-CD3 também mostrou capacidade de diminuir os niveis de citocinas

inflamatdrias e aumentar o nivel de IL-10 (Vossenkamper et al., 2014).

Dessa forma, o uso de anti-CD3 no contexto da UC, que envolve aumento da atividade e
populacdo de células inflamatdrias de maneira desregulada, € uma linha interessante para maior
investigacao. Contudo, ainda existem poucos estudos detalhando e explorando o efeito terapéutico
desse anticorpo entregue oralmente no contexto da Colite Ulcerativa, sendo necessario maior

exploracédo do seu potencial.
3.2 O potencial terapéutico de probi6ticos

Devido a sua funcdo central no desenvolvimento e na patogénese da Colite, a microbiota
intestinal tem sido investigada como um alvo terapéutico (Lavelle & Sokol, 2020). Nesse contexto,
e considerando a auséncia de terapias curativas, 0 uso de microrganismos probio6ticos tem sido

explorado como uma abordagem de menor custo e de facil aplicacéo.

Segundo a Organizacdo das NacGes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO, do
inglés Food and Agriculture Organization) e a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), probiéticos
sdo organismos vivos que conferem beneficios a saide do hospedeiro quando administrados em
quantidade adequada (WHO, FAO, 2006). Atualmente, esse conceito tem sido reavaliado com o
surgimento de estudos que indicam que 0s probidticos inativados ou ndo vidveis mantém seus

efeitos benéficos no hospedeiro (Zendeboodi et al., 2020).

Dentre os beneficios atribuidos ao uso desses organismos, estdo as capacidades de
imunomodulacdo, de inibicdo de microrganismos patogénicos, de promocdo do equilibrio da
microbiota intestinal e do fortalecimento da fung@o de barreira intestinal (Suez et al., 2019). A
compreensdo destes efeitos e de seus mecanismos moleculares subjacentes permite desenvolver
abordagens inovadoras de regulacdo da imunidade da mucosa durante a infeccdo, autoimunidade e

cancer (lvanov & Honda, 2012).
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A imunorregulacdo promovida por probioticos se da pela interacdo com células epiteliais e
imunes do hospedeiro, estimulando a secrecdo de IgA e liberacdo diferencial de citocinas
(Mazziotta et al., 2023). As citocinas, por sua vez, modulam a ativacdo de células do sistema

imunoldgico, favorecendo diferentes perfis de resposta imunoldgica (Azad et al., 2018).

Além disso, probidticos sdo capazes de aumentar a expressao e a secrecdo de mucina e de
peptideos antimicrobianos. Também preservam a estabilidade de jungdes epiteliais devido ao
estimulo & expressdo de genes relacionados a suas proteinas, como a Ocludina e a Zonula
Occludens. Assim, fortalecem a integridade da barreira epitelial por diminuir a permeabilidade a

patogenos e seus produtos (Ohland & Macnhaughton, 2010).

Esses mecanismos podem ser explorados para promover um perfil imunoldgico anti-
inflamatorio. Dessa forma, busca-se reequilibrar a composicdo da microbiota, diminuindo
comunidades e restabelecendo a integridade das barreiras intestinais para contribuir com o manejo
de aspectos centrais no desenvolvimento da Colite Ulcerativa. Muitos microrganismos probidticos
sdo estudados para este uso e demonstram resultados benéficos em relacdo ao controle dos sintomas
e a manutencdo da remissdo da UC (Jadhav et al., 2023).

A administracdo oral da bactéria probiotica Akkermansia muciniphila demonstrou
capacidades de atenuar sintomas e nivel da inflamacdo de tecidos do c6lon em modelos
experimentais de UC (Qu et al., 2021). O mesmo foi observado para Lactobacillus plantarum, que
também resultou em expressdo diferencial de genes relacionados a barreira celular e vias
inflamatdrias (Wu et al., 2022). J& Zymomonas mobilis, além de influenciar a expressdo génica,
alterou a composicdo da microbiota intestinal de camundongos com colite induzida por DSS,

aumentando a abundéncia de A. muciniphila e reduzindo a de Escherichia coli.

Também sé@o exploradas outras estratégias, como a terapia simbiotica. Esta consiste em
combinac0es de diferentes cepas de microrganismos com substratos pré-bioticos buscando efeito
sinergético para melhorar a satde intestinal e a persisténcia no organismo (Roselli, 2020). Misturas,
como das bactérias Tetragenococcus halophilus e Eubacterium rectale, e do probidtico
Lactobacillus casei com o substrato de inulina enriquecida com oligofrutose, demonstraram
reducdo da inflamacéo e do dano col6nico em modelos animais (Ryu et al., 2024; lvanovska et al.,
2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactobacillus
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Entretanto, é importante ressaltar que ainda ndo existem dados suficientes para concluir que
0 uso de microrganismos benéficos isoladamente seja uma abordagem terapéutica viavel para
controle da inflamagdo de UC. No entanto, seu uso como tratamento adjuvante potencializa a
melhora no quadro inflamatorio de pacientes com Colite (Bjarnason et al., 2019), uma abordagem

promissora ainda pouco estudada.
4. A levedura Saccharomyces boulardii

Em 1920, a levedura Saccharomyces boulardii foi isolada pela primeira vez na casca de
lichia por Henri Boulard, apds observar que pessoas que bebiam seu cha ndo desenvolveram colera
durante um surto na peninsula da Indochina (Fu et al., 2023; McFarland, 2010). Definida como
probiotico, essa levedura possui status GRAS (do inglés, Generally Accepted As Safe) pela FDA
(do inglés, Food and Drug Administration). Seu uso é seguro e benéfico para o hospedeiro, sendo
aplicada para o tratamento e a prevencao de distarbios intestinais (Czerucka et al., 2007), e utilizada

em produtos comerciais com este fim, como Floratil® e Repoflor®.

A levedura possui atividade antibacteriana, favorecendo o combate a infeccbes por
patdgenos entéricos, como Vibrio cholerae, Clostridium difficile, Salmonella, Escherichia coli e
Shigella. Além disso, seu uso em transtornos no TGl como diarreia aguda infantil, diarreia
associada ao uso de antibiéticos e sindrome do intestino irritdvel demonstra melhora clinica (Ansari
et al., 2021), também observada em doencas inflamatérias intestinais, como a Doenca de Crohn e
a Colite Ulcerativa (Guslandi et al., 2015; Thomas et al., 2011).

Observam-se beneficios complementares do uso da levedura em comparagao a tratamentos
convencionais isolados para UC. De 24 pacientes que receberam S. boulardii trés vezes ao dia em
conjunto com o tratamento de mesalazina, 17 mostraram melhora e remissdo da doenga (Guslandi
et al., 2003). Recentemente, 0 uso de S. boulardii se mostrou mais eficiente que a terapia
combinada e monoterapia de mesalazina, atuando na inflamacao da colite ulcerativa por meio da

reducdo de fatores inflamatdrios séricos, como TNF-a (Dong et al., 2021).

Em modelo animal de Colite induzida, a S. boulardii demonstra capacidade de manter a
integridade epitelial pela protecdo de proteinas da barreira intestinal, e de reduzir a via de

sinalizagdo pro-inflamatoria NF-kB, bem como a ativar o mecanismo de defesa antioxidante
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associado a via Nrf2 (Gao et al., 2021). Além de possuir efeito protetor contra o dano tecidual, a
levedura diminui a produgdo de citocinas inflamatorias, aumenta a diversidade bacteriana,
melhorando a disbiose, e modifica a expressdo de miRNAs associados a inflamagdo (Rodriguez-
Nogales et al., 2018).

Observa-se, portanto, capacidade imunomodulatéria dessa levedura, pois auxilia na
restauracdo da microbiota intestinal e no fortalecimento da barreira epitelial, alem de estimular
respostas anti-inflamatdrias. Sendo assim, seu uso é uma abordagem promissora para 0 manejo de

Colite, podendo ser aliada para potencializar abordagens ja utilizadas.

Diversos mecanismos sdo propostos para explicar o efeito da S. boulardii no intestino. Uma
possibilidade é a producdo de bioativos por ela. Em destaque, metabdlitos com propriedades
antioxidantes, antibacterianas e anti-inflamatorias que sdo explorados pela industria alimenticia e
farmacéutica (Fu et al., 2023). Além disso, este microrganismo libera poliaminas no ambiente
intestinal e estimula a atividade enzimatica relacionada a digestdo de dissacarideos pelas células
epiteliais, promovendo o crescimento de vilosidades e o aumento da absorgdo de nutrientes neste
tecido (Buts et al., 1999).

Em contrapartida, a levedura pode produzir efeitos mesmo em forma inativada ou morta.
Em modelos animais de colite induzida pelo composto Dextrana Sulfato de Sédio (DSS), a
administracdo oral de S. boulardii em forma pds-bi6tica, congelada ou pulverizada, diminuiu a
perda de peso, evitou lesbes intestinais, manteve integridade epitelial e regulou a resposta imune,
evitando progressao da inflamacao (Xu et al., 2023). O mesmo foi observado utilizando um modelo
animal de obstrucdo intestinal (Generoso et al., 2011). Dessa forma, é possivel que componentes
da sua estrutura celular ou moléculas resultantes da sua metabolizacdo também exercam efeitos

benéficos ao hospedeiro.

Além disso, S. boulardii apresenta tolerancia a alta temperatura e baixo pH (Li et al., 2021),
condicbes encontradas no TGI, o que a torna um potencial veiculo de entrega de moléculas ao
intestino sem apresentar riscos ao hospedeiro (Douradinha et al., 2014). Também, em um ambiente
intestinal inflamado, o aumento do recrutamento de ceélulas imunoldgicas e a ruptura da barreira

epitelial podem intensificar o contato de probioticos com o sistema imune do hospedeiro (Hudson
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et al., 2016). Esse cenario pode favorecer a acdo de moléculas imunomodulatorias expressas por

probioticos, potencializando seus efeitos terapéuticos.

A levedura é capaz de expressar altas quantidades de proteinas recombinantes
continuamente no contexto in vivo (Hudson et al., 2014; Durmusoglu et al., 2021). Também, ja foi
utilizada para producdo heteréloga de acidos graxos de cadeia média, com efeitos antagénicos
contra Candida albicans, e de peptideo Leucocina C, inibidor de Listeria monocytogenes (Ling et
al., 2023; Li et al., 2021), aliando o efeito probiotico da levedura com a acdo antipatogénica das

moléculas apresentadas.

Apesar de apresentar potencial para entrega de biomoléculas de forma segura e benéfica ao

hospedeiro, seu uso ainda é pouco explorado, principalmente no contexto de tratamentos de DI|I.
5. Resultados anteriores

A mucosa intestinal apresenta tecido linfoide associado (GALT) que tem importancia
central na manutencdo da homeostase intestinal (Morbe et al., 2021). Além disso, ele esta sempre
em contato com a microbiota residente e essa interagdo tem efeitos no sistema imune local (Gomes
et al., 2018). Nas DIl é tipicamente notado disbiose, em que a composi¢cdo da microbiota é afetada
e seus efeitos benéficos também (Manos, 2022). O uso de probidticos geneticamente modificados
surge como uma alternativa terapéutica devido ao seu efeito duplo: agir na disbiose intestinal e

entregar moléculas terapéuticas diretamente ao seu alvo, o intestino (Pesce et al., 2023).

Este trabalho da& continuidade a estudos previamente realizados no Laboratério de
Imunologia Molecular da Universidade de Brasilia e contribuir para o avan¢o do conhecimento
sobre o uso de microrganismos probioticos produtores de anticorpos recombinantes. Esta
associacdo foi inicialmente proposta pelo trabalho de Chiabai et al., (2019), que utilizou
Lactococcus lactis com a entrega de um fragmento scFv de anti-TNFo @ mucosa intestinal em
modelo animal de Colite. Foi observado que a administracdo da bactéria produtora de anticorpo
reduziu marcadores morfologicos e moleculares de inflamacdo. Posteriormente, Almo (2024)
explorou o efeito terapéutico da producdo de fragmentos de anticorpos pela bactéria probiotica Z.

mobilis, que reduziu a atividade da doenca e parametros histopatoldgicos da inflamacéo.
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Especificamente, esta pesquisa visa investigar o uso da levedura probidtica Saccharomyces
boulardii como veiculo de entrega de um fragmento scFv de anti-CD3. Esta levedura é segura, ndo
toxica ao organismo e comumente utilizada para tratamento de disturbios intestinais. Também tem
sua capacidade de expressdo heteréloga demonstrada em estudos prévios (Hudson et al., 2014),

mas ainda pouco explorada em modelos terapéuticos.

O fragmento scFv é mais facilmente produzido pelos microrganismos devido ao seu
tamanho menor, mantendo apenas a especificidade ao antigeno desejado. Devido a auséncia da
porcdo efetora, esse formato de anticorpo reduz os riscos de reconhecimento por células do

hospedeiro e direcionamento de resposta imune indesejada.

A capacidade de producéo de fragmentos de anticorpo por S. boulardii foi observada pela
primeira vez por Azevédo (2021) e caracterizada por Olinto (2024). Recentemente, esta levedura
demonstrou alta capacidade de producdo heteréloga de scFv de anti-TNFa e efeito anti-
inflamatdrio demonstrou capacidade de aliviar a inflamacdo em modelo animal de UC (Han et al.,
2025). Estes estudos demonstram o potencial terapéutico dessa associagdo e evidenciam a
necessidade de investigagcbes adicionais para melhor compreensdo e desenvolvimento deste

tratamento.

Objetivo

Esta pesquisa busca avaliar a producéo e expressdo de fragmentos scFv de anti-CD3 pela
levedura Saccharomyces boulardii e o seu efeito em modelos animais de Colite Ulcerativa a fim
de explorar seu potencial como um vetor de producdo heter6loga inovador para entrega de

imunoterapias.
Nesse sentido, as atividades desta pesquisa objetivaram especificamente:

e Gerar linhagens de S. boulardii transformantes expressando o fragmento scFv de anti-CD3;

e Caracterizar e avaliar a capacidade de producdo do anticorpo a partir do vetor de expressdo
pela levedura S. boulardii;

e Analisar o efeito da administracdo oral da levedura transformada em modelo animal de

colite.
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Meétodos

1. Linhagens e condicdes de cultivo
1.1 Escherichia coli

Para a expansdo clonal dos plasmideos, foi realizada a transformacdo de bactérias
Escherichia coli da linhagem XL1-Blue. As bactérias foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB,
composicédo: peptona de caseina 1%, extrato de levedura 0,5%, cloreto de sodio 1%, ajustado para
pH 7,0) e em shaker com agitacdo de 250 rpm, a 37°C, por 16 horas.

Para crescimento em meio sélido, foi utilizado meio LB (1,5% &gar) mantido em estufa a
37°C. Apos a transformagdo, as bactérias foram cultivadas em meio suplementado com 150ug/mL

do antibiético Ampicilina, que foi utilizado como marca seletiva de transformantes.
1.2 Saccharomyces boulardii

A levedura Saccharomyces boulardii 17 liofilizada foi isolada de comprimidos de
REPOFLOR® (Lote: L2X7916) por plagueamento em meio YPD &gar (peptona de caseina 2%,
extrato de levedura 1%, peptona de caseina 2%, e glicose 2%, &gar 1,5%), mantido a 30 °C por 48
horas. Para cultivo em meio liquido, foi utilizado meio YPD em shaker em agitagdo de 200 rpm, a

30°C. Esta condigao ¢ referida como “Ideal” ao longo deste trabalho.

Previamente, foi observado que a expressdo do promotor SED pode ser aumentada em
condicdes estressantes (Shimoi et al., 1998; Inokuma et al., 2014). Assim, além do cultivo “Ideal”,
foi testado o efeito do cultivo a 37°C, em meio YPD adicionado de 0,5 M de cloreto de sddio (NaCl)
e 20% de etanol no crescimento celular e na producdo do fragmento do anticorpo. Esta condigédo

¢ referida como “Stress”.
2. Plasmideos

Este trabalho parte de projetos anteriores do Laboratorio de Imunologia Molecular da UnB.

Entdo, foram construidos dois novos vetores para melhorar a exposi¢do do fragmento scFv na
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parede celular derivados do plasmideo utilizado por Azevédo (2021) (Figura 3), com alteracGes no

cassete de expresséo.

A
PS
2u origem HA
2C1Isckv
FLAG
GS2
SEDI
PYCCD3
9212 pb
Terminador
G418R
ColEl
origem
AmpR
B
H{sEprprmmoat . 1A Ani.co3 et R G AGAS S| |-
Pstl EcoRI
H|seorprmstor na aviccoscorr G2 sak SEDI S | —
Pstl EcoRI

Figura 3. Esquema de vetores e cassetes de expressdo. (A) Vetor PYCCD3 usado por Azevédo (2021) contendo
0 cassete de expressdo, entre barras vermelhas, com o promotor Fosfogliceraldeido Quinase (PGK), gene de
resisténcia a Geneticina (G418R) e origem de replicagdo 2. (B) Novos cassetes de expressao. Contém o promotor
Sed, sequéncias HA e FLAG para imunodeteccdo da proteina, linker GS2 e terminador de transcricdo. Os
plasmideos se diferenciam pelos extensores, 649 Stalk e AGA_Stalk.

Assim como o plasmideo construido por Azevédo (2021) (Figura 3A), os utilizados neste
trabalho contém sequéncias dedicadas para expansdo clonal em bactérias e para expressdo por
leveduras. Assim, possuem a origem de replicacdo ColE1 e gene de resisténcia a ampicilina para

selecdo de bactérias transformantes, AmpR. Para leveduras, possui a origem de replicacdo 2y,
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natural de S. cerevisiae e com replicacdo independente (Futcher, 1988) e o gene de resisténcia ao

antibidtico Geneticina, G418R, utilizado como marca seletiva.

Os novos vetores possuem o promotor de SED1, sequéncia utilizada no trabalho de
Inokuma et al., (2014) e que se mostrou eficiente na expressao e apresentacdo de proteinas em
Saccharomyces cerevisiae (Yang et al., 2019). Ainda, os extensores AGA Stalk e 649 Stalk
(Figura 3B) foram adicionados para melhorar a projecéo do anticorpo para além da parede celular.
A sequéncia do extensor 649 _Stalk advém do trabalho de McMahon et al. (2018) e ado AGA_Stalk

foi desenvolvida em nosso laboratorio com base na proteina Agal de parede celular de leveduras.

A sequéncia codificadora do fragmento scFv advém do anti-CD3 de camundongo (clone
145-2C11), do estudo de Leo et al., (1987). O cassete inclui as sequéncias HA e FLAG para
marcacao e detec¢do especificas.

Para analise de perfil de restricdo, os plasmideos continham sitios para as endonucleases
Pstl e EcoRlI localizados nas extremidades do cassete de expressdo. O tamanho dos plasmideos é
de 9422 pares de base (pb) para AGA_Stalk e 10433 pb para 649_Stalk.

Além disso, a sequéncia de amino&cidos resultante das leituras dos genes dos extensores e
carboxi terminal foram analisadas pela ferramenta AIUPred (Erdés & Dosztanyi, 2024) para

predicdo de estruturas desorganizadas dos extensores.
3. Produgéo de linhagens transformantes
3.1 Transformacdo de Escherichia coli por choque térmico

Colénias isoladas de E. coli XL1-Blue foram utilizadas para realizar pré-inoculo de 5 mL,
mantidos a 250 rpm, 37°C por 16 horas. Foi utilizado 500 pL do pré-indculo para inocular em 50
mL de LB em frasco Erlenmeyer, mantido sob as mesmas condicOes, até que a densidade Otica
(ODeoo) atingisse o intervalo de 0,1-0,3. A seguir, a fracdo celular foi coletada e lavada com Cloreto
de Calcio (CaCl2) 100 mM por centrifugagédo a 3000 g, por 15 minutos a 4°C. Apo6s a incubacéo,
as células foram centrifugadas, ressuspendidas e mantidas por 1 hora e 30 minutos em 10 mL de

CaCl., tornando-as competentes.
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Para a transformacéo, as bactérias competentes foram incubadas com 200 ng de DNA
plasmidial por 30 minutos e, depois, levadas ao banho-maria a 42°C por 3 minutos. Em seguida, as
células foram mantidas em meio LB a 37°C por 1 hora e, posteriormente, plaqueadas em meio

solido suplementado com 150 pug/mL de ampicilina para a selecdo de transformantes.
3.2 Transformacao de Saccharomyces boulardii por eletroporacéao

Diferentes protocolos para a transformagéo de leveduras descritos na literatura foram
testados, mas ndo demonstraram eficiéncia. Portanto, neste trabalho foi elaborado um novo
protocolo para eletroporacdo adaptando as metodologias de Hudson (2016) e de Suga &

Hatakeyama (2003), descrito a seguir.

Coldnias isoladas crescidas em YPD sélido foram cultivadas em 5 mL de YPD por 24 horas.
Ap0s esse periodo, 1 mL do pré-indculo foi inoculado em frascos Erlenmeyer contendo 100 mL de
YPD e mantidos a 30°C e 200 rpm até atingir ODesoo de 1,6. Ao atingir, a fragéo celular foi separada
por centrifugacdo lavada com agua destilada estéril e ressuspendida em aliquotas com 1 mL de
Sorbitol 1M e CaCl 0,1 M para congelamento a -80°C.

Para a eletroporacdo, as aliquotas foram descongeladas a temperatura ambiente, lavadas
agua destilada estéril e duas vezes com Sorbitol 1M. Em seguida, a fracdo celular foi ressuspendida
para um volume final de 400 ul em Sorbitol e incubadas com 20 pug de DNA plasmidial e com 10
ug de DNA carreador de esperma de Arenque por 5 minutos em gelo. Este sistema foi colocado
em cubetas de eletroporacéo de 0,2 cm (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) geladas e submetidas
ao pulso de 2,5 kV, capacitancia 25 pF e resisténcia de 200 Q no aparelho GenePulser Xcell
(BioRad, Hercules, CA, EUA).

As células eletroporadas foram imediatamente recuperadas com 1 mL de sorbitol e mantidas
a 30°C por 2 horas. Em seguida, 1 mL de YPD foi adicionado e as células permaneceram nas
mesmas condi¢Ges por mais 1 hora. Por fim, a fracdo celular foi coletada por centrifugacéo,
ressuspendida em 200 pl de YPD e plagueada em meio solido suplementado com 400 pg/mL de

Geneticina (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) com auxilio de pérolas de vidro estéreis.
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Apds 48 horas de crescimento em meio solido, colbnias transformantes foram coletadas e
cultivadas em 5 mL de meio YPD com 200 pg/mL de Geneticina por 24 horas. A partir desse
cultivo, foram sintetizadas aliquotas com 25% de Glicerol para congelamento a -80°C.

A partir dessa metodologia foram produzidas as linhagens com o plasmideo contendo o
extensor 649 Stalk (linhagem denominada 649) e com o extensor AGA Stalk (linhagem

denominada AGA) utilizadas neste trabalho.
4. Confirmagcéo da transformacéao
4.1 Digestdo enzimatica

A fracdo celular da cultura de 5 mL em LB suplementado com 150 pg/mL de Ampicilina
de bactérias transformantes foi separada e utilizada para extracdo plasmidial com o Kit QlAprep
Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo as instru¢des do fabricante.

A digestdo enzimatica foi realizada com os plasmideos isolados a partir da extracéo,
utilizando as enzimas EcoRlI e Pstl (Promega, Madison, WI, EUA) que realizavam corte em um
anico sitio. As reacdes continham 1 ug de DNA plasmidial, as endonucleases e o Buffer H
(Promega, Madison, WI, EUA) nas concentracfes recomendadas pelo fabricante. A incubacéo foi

realizada a 37°C por 3 horas e o resultado analisado por eletroforese em gel de agarose.

4.2 PCR de col6nia

Coldnias das linhagens transformantes cultivadas em meio solido seletivo foram coletadas
e ressuspendidas em 20 pl de &gua ultrapura livre de DNAse. Em seguida, a suspensao foi fervida

por 20 minutos.

A reacdo foi realizada utilizando LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche, Basel,
Suica), que contém a enzima Taq DNA Polymerase e 0s componentes necessarios para sua
atividade. Também, inclui 2 pl da solucdo da coldnia fervida e iniciadores especificos para as
sequéncias 2C11, Aga_Stalk e 649 _Stalk, especificados na Tabela 1, na concentracéo final de 1
uM.
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A levedura selvagem foi utilizada como controle negativo e o plasmideo previamente
extraido como controle positivo na reacdo. Além disso, foram feitas reagdes controle individuais
de cada iniciador.

As reacOes foram submetidas ao seguinte programa no termociclador: 95°C por 5 minutos
para a incubacdo inicial, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 10 segundos, anelamento
a 60°C por 20 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Em seguida, as amostras foram

submetidas a eletroforese em gel de agarose para analise.

Tabela 1. Iniciadores utilizados para reacéo de PCR de col6nia.

A Temperatura de Tamanho do
Alvo Sequéncia .
anelamento Amplicon
" AGA_Stalk  R: GTGTGGGCAGTAGGAGCAAT |
57.5°C 406 pb
2C11 F: GGTGGTGGTGGTTCTGACAT
57.0°C 403 pb

649_Stalk R: ATGGGGAAGACGATGAACTGG

4.3 Eletroforese em gel de agarose

O gel foi confeccionado utilizando 1,2% de agarose diluido em tampéo TAE (tris base 40
mM, acido acético Glacial 20 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0) com adicdo de brometo de etidio (0,5
ng/mL). As amostras foram adicionadas de tampé&o para concentragdo 1 x (Azul de bromofenol
0,041%, Sacarose 6,67%). O gel foi submerso em tampéo TAE e submetido a corrente de 30 a 70
Volts. O marcador 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi utilizado para

estimar o tamanho dos fragmentos separados.
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5. Caracterizacdo das linhagens transformantes
5.1 Curva de crescimento

Apo6s 24 horas de crescimento em 5 mL de YPD, seletivo para cultivo de transformantes,
as leveduras foram utilizadas para preparar inoculos de 100 mL em Erlenmeyer de capacidade de
1 L. Os inéculos foram mantidos a 30°C e a rotacdo de 200 rpm. A ODeoo foi monitorada a cada 4

horas até a confirmacédo da fase estacionéria.
5.2 Imunodetec¢do por Dot-Blot

Amostras da fracdo celular foram separadas por centrifugacdo e 3 uL pipetados em
membrana de nitrocelulose com poros de 0,45 pum (Cytiva, Amersham, Reino Unido). Apos
absorcdo total das amostras, a membrana foi incubada em solucéo de blogueio (PBS (NaCl 150mM,
NaHPO4 10 mM pH 7,4) adicionado 5% de leite em pd Molico) por uma hora. Posteriormente, a
membrana foi lavada 3 vezes com PBST (PBS adicionado de 0,1% de Tween 20) e incubada por
uma hora com anti-HA murino (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) diluido para 1:1000
em PBS.

Posteriormente, a membrana foi lavada novamente e incubada com Anti-mouse 1gG
conjugado a Fosfatase Alcalina (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA) diluido para 1:2000
por uma hora. Por fim, foi feita a revelacdo a partir da incubacdo com NBT/BCIP (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) diluido em APB (NaCl 100 mM; Tris-HCI 100 mM; MgCl2 5 mM).

5.3 Citometria de fluxo

Os ensaios de citometria foram realizados utilizando o equipamento Accuri™ C6 Plus Flow
Cytometer (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) e os dados resultantes
analisados no software FlowJo™ V10.10 (FlowJo, LLC), também utilizado para a preparacao de

imagens.

Para analise da producdo de proteina, inoculos de cada linhagem tiveram 1 mL do seu
volume centrifugado e lavado trés vezes com PBS. A partir desse volume, 10 pL da cultura foram
utilizados para marcagéo com 3 pL de Anti-Flag produzido em coelho (Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, EUA) em 30 uL de PBS, mantido por 1 hora em gelo. Em seguida, as amostras foram lavadas
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com PBS e ressuspendidas novamente em 30 uL para marcagdo com 3 pL do anticorpo secundario
Anti Rabbit IgG — FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), mantidas em gelo por 30 minutos.
Ent&o, as células foram lavadas trés vezes com 1 mL de PBS e ressuspendidas para volume final
de 100 pL.

Para andlise da viabilidade celular, foi utilizado 10 uL de lodeto de Propideo (PI) (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) e incubado em gelo por 10 minutos. Em ensaios que utilizaram
mais de um fluor6foro, a compensacao foi realizada no FlowJo™ utilizando amostras com

marcacdo Unica, dupla e ndo marcadas como referéncias.
5.4 Efeito do tempo de Cultivo sob deteccdo do anticorpo

Foram utilizados diferentes periodos de cultivo das linhagens para analisar se a deposi¢do
de parede celular exerceria efeito sob a deteccdo do anticorpo. In6culos em meio YPD foram
cultivados por 16, 24, 40 e 48 horas, e 0 volume correspondente a 100 mil células foi utilizado na
marcacdo para os testes de citometria de fluxo. O restante da cultura foi processado para

imunodetecgéo por Dot-Blot.
6. Modelo de colite
6.1 Cronograma experimental

O experimento foi conduzido por 11 dias seguindo o esquema ilustrado na Figura 4. Para
inducdo da Colite, foi administrado sal de sodio de sulfato de dextrana (DSS) 3% (p/v)
(MPBiomedicals, CA, EUA) diluido em &gua filtrada ad libitum a partir do 3° dia de experimento.
O volume de agua consumido foi monitorado diariamente. A eutanasia foi realizada no 11° dia.
Além disso, os animais recebiam diariamente ou a dose do tratamento ou a salina por gavagem

oral.
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Figura 4. Cronograma experimental dos testes in vivo. O experimento ocorreu por 11 dias. Nos trés primeiros dias,
foram administradas as doses aos camundongos contendo ou salina 0,9% ou leveduras. A partir do dia 3, foi iniciado
a inducéo da Colite Ulcerativa a partir da adicéo de 3% de DSS na agua filtrada, ad libitum, que ocorreu até o Gltimo
dia. A eutandsia foi realizada no 11° dia, indicado pelo “X” em vermelho.

6.2 Animais e grupos

Camundongos C57BL/6 fémeas com 9 semanas de vida foram adquiridos do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas,
S30 Paulo, Brasil. O experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA) da

Universidade de Brasilia, sob o protocolo 78/2018.

Os animais foram mantidos em ambiente controlado no biotério em ciclo claro escuro de
12 horas, temperatura ambiente e alimentados com racdo para roedores e agua filtrada. Trés
semanas anteriores ao inicio do experimento, os camundongos passaram por cohousing, que
consistia na aleatorizagdo semanal em gaiolas com 4 animais, a fim de homogeneizar a microbiota

intestinal dos grupos.

Durante o experimento, cada grupo continha 8 animais, separados em duas gaiolas, sendo
aleatorizados diariamente. Os grupos experimentais e 0s tratamentos correspondentes sao listados

na Tabela 2.
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Tabela 2. Descri¢do dos grupos experimentais utilizados para os testes in vivo.

Grupo Tratamento
NT Salina 0,9%
DSS DSS 3% + Salina 0,9%
WT DSS 3% + levedura selvagem
AGA DSS 3% + transformantes AGA_Stalk
649 DSS 3% + transformantes 649 Stalk

6.3 Preparo de doses

Colobnias isoladas de cada linhagem foram selecionadas apds 48 horas de crescimento a
30°C em YPD Agar para inéculo em 5 mL de YPD mantido em shaker a 30°C e agitacdo de 200
rpm. Apds 24 horas, foi utilizado para inocular 100 mL de YPD para OD600 inicial de 0,2. O meio
utilizado para o cultivo de transformantes foi suplementado com Geneticina a 400 pg/mL. O
indculo foi separado em Eppendorfs contendo 1 mL de cultura com glicerol a 25% para
congelamento a -80°C. As culturas também foram diluidas para 10° a 108 e plaqueadas utilizando
pérolas de vidro estéreis em meio YPD Agar com 200 pug/mL de Geneticina. Apos 48 horas de
crescimento a 30°C, as Unidades Formadoras de Colonias (UFC) foram contatadas para calcular o
namero de células vidveis. Dessa forma, cada dose foi preparada a partir do cultivo das linhagens
para conter de 9 x 108 a 1,80 x 10° UFCs.

No dia do experimento, as aliquotas foram descongeladas, centrifugadas a 3000 g, por 15
minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. A fracdo celular foi ressuspendida em 100 pL de

solucdo salina 0,9% estéril e administrada por gavagem oral para cada camundongo.
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6.4 Analise de parametros macroscopicos

Ao longo do experimento, os animais eram pesados e suas fezes coletadas diariamente. A
perda de peso, sangramento retal e consisténcia de fezes dos camundongos foram monitorados e
pontuados de acordo com a Tabela 3 para calculo do indice de atividade da doenca (DA, do inglés
Disease Activity Index) (Cooper et al., 1993). A perda de peso foi definida como a diferenca entre
0 peso inicial e final de cada animal em porcentagem. O célculo do indice consistia na média das
pontuacOes de cada pardmetro de forma que, quanto maior o valor, mais ativa se apresentava a

doenca.

Tabela 3. Pontuacio do indice de Atividade da Doenga (DAI) de acordo com Cooper et al., (1993).

Pontuacdo  Perda de peso (%) Consisténcia das fezes Sangramento Retal

0 Nenhuma Normal O Ausente 0

1 1-5 Pastosa 1 Moderado 1
2 610 Pastosa 2 Moderado 2
3 11-20 Diarreica 3 Avancado 3
4 >20 Diarreica 4 Avangado 4

A eutanéasia foi conduzida pela administracdo de superdosagem de indutor anestesico
Tiopental em concentracdo de 200 mg/kg por injecdo intraperitonial. Apos isso, foram coletados
os linfonodos e o cdlon de cada animal para extragdo de RNA (topico 6.6). Além disso, os cdlons
foram pesados, medidos e separados também para analise histoldgica, detalhadas no tépico a

sequir.
6.5 Analises histologicas

Amostras do célon foram colocadas em cassetes histoldgicos e fixadas em paraformaldeido

4%. Posteriormente, foram mergulhadas em parafina, seccionadas e coradas com hematoxilina e
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eosina. As laminas foram escaneadas com o equipamento ScanScope ® CS System captura de

imagens.

Foi realizada uma analise cega dos parametros histolégicos - infiltrado de células
inflamatorias, alteracdes epiteliais, arquitetura da mucosa - pontuados de acordo com Erben (2014)

segundo os critérios a seguir (Tabela 4).

Tabela 4. Pontuacdo das analises histoldgicas.

Caracteristica Parametro Pontuacéao
Minimo <10% 1
Médio 10-25% 2
Severidade
Moderado 26-50% 3
Infiltrado de células Intenso >51% 4
inflamatorias
Mucosa 1
o Mucosa e submucosa 2
Extensdo
Mucosa, submucosa e 3
transmural
Minimo 1
Médio 20u3
Hiperplasia
Moderado 3ou4d
Intenso 40ub
Alteracdes epiteliais Minimo lou2
. Meédio 2ou3
Perda de células
caliciformes
Moderado 3ou4
Intenso 4

Criptite 20u3
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Eroséo loud

Ulceracgéo 3ab

Arquitetura da mucosa Criptas irregulares 40ub
Perda de criptas 40u5

6.6 Extracdo de RNA e gPCR

Ap0s eutanasia dos camundongos, os tecidos do célon e linfonodos foram submergidos em
Qiazol (Qiagen, Valencia, CA, EUA) e congelados a -80°C. Posteriormente, os tecidos foram
homogeneizados e macerados com beads de Carboneto de Tungsténio de 5 mm agitadas no
equipamento TissueLyser LT (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Apds, a extracdo do RNA total das
amostras foi realizada com RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA) seguindo as instrucoes
do fabricante.

Para a PCR quantitativa (qPCR), foram utilizados iniciadores especificos de marcadores
imunes, de ativacdo celular e de integridade da barreira epitelial, especificados na Tabela 5. A
expressdo foi normalizada para a expressao do gene endégeno, Beta-actina (Actb) para linfonodos
e Beta-2-microglobulina (B2m) para o célon, de cada individuo.



43

Tabela 5. Iniciadores utilizados para testes de qPCR.

Gene Sequéncia Gene Sequéncia
gom  F TGCTATCCAGAAAACCCCTCA o F: GCAGATGTGGATCAGCAAGC
R: TTTCAATGTGAGGCGGGTGG R: CAAAGCCATGCCAATGTTGT
. F TCAGGACTAGGCGAAGA vug F: COTGGTCAACTGCGAGAATGG
R: GCCTTCGGTTTCCTTATC R: CGGCTCTATCTCTACGCTCTC
i F:AAGTTTGAGGTCAACAACCCAC _ . F:GAGCGGGCTACCTTACTGAAC
g R: AATCTCTTCCCCACCCCGAA IPL R GTCATCTCTTTCCGAGGCATTAG
6 F: GCCTTCTTGGGACTGATGCT y5 F:CTCTGTTGACAAGCAATGAGACG
R: TGCCATTGCACAACTCTTTTCT R: TCTTCAGTATGTCTAGCCCCTG
cus  FiCACTCCTGTACTTGGTTCGTCA . F:GGATTCAGATTTGGAAGCGGC
R: CCAGGTCAAACTCGCCATCT R: AATTTCCACCAGGCTTTCACAC
i3 FiCAGCTCTCTCGGAATCTCTGC F: TTTAACTCCCTTGGCGCAAAA
R: GATCCTTTGCAAGCAGAACTGG R: CTTTCCCTCCGCATTGACAC
122 F: GCTCAGCTCCTGTCACATCA . F: CTGACGTCACTGGAGTTGTACGG
R: CAGTTCCCCAATCGCCTTGA g R: GGTTCATGTCATGGATGGTGC
o F:AAGTTTGAGGTCAACAACCCAC F: ACTCGCATGTTCGCCTACTT
g R: AATCTCTTCCCCACCCCGAA P R: AGGGATTGGAGCACTTGTTG
cata3 F: TTTACCCTCCGGCTTCATCCTCCT | o F: GGTTGCCAAGCCTTATCGGA
R: GCACCTGATACTTGAGGCACTCT R: GAGAAATCGATGACAGCGCC

6.7 Analises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente pelo programa GraphPad Prism versédo 5.0 (La
Jolla, CA, EUA). O programa também foi utilizado para sintese dos gréaficos deste trabalho, nos
quais os dados sdo representados em media + erro padrdo (SEM).

Para os dados de gPCR, os outliers foram identificados e removidos com base no célculo
do intervalo interquartil (IQR). Para a razdo peso/comprimento do célon, pontuagdes histologicas
e analises da expressdo génica, foi realizado o teste estatistico Mann-Whitney. Para o DAI e para
a analise de perda de peso ao longo do tempo, foi realizado o teste Two-Way Anova. Foram
considerados significativos os valores de p<0,05.
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Resultados e discussao

1. Expanséo Clonal em E. coli

As amostras extraidas de bactérias transformadas com plasmideos AGA_Stalk e 649_Stalk
foram digeridas com endonucleases de clivagem em sitio Unico, EcoRI e Pstl. Em seguida, as
amostras foram analisadas em gel de agarose. A reacdo de digestdo enzimatica (Figura 5)
apresentou duas bandas de tamanhos esperados. Nos pocos 1 e 2, foram utilizados os plasmideos

intactos e, em 3 e 4, os plasmideos digeridos extraidos dos dois clones.

20000

6000
5000

4000
3000

Figura 5. Andlise da digestao enzimatica em gel de agarose. Contém amostras intactas (1 e 2) e digeridas duplamente
com EcoRlI e Pstl (3 e 4) dos plasmideos 649_Stalk (A) e AGA_Stalk (B). Os tamanhos das bandas resultantes foram
comparados com o marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (M).

As amostras digeridas do plasmideo 649 Stalk resultaram em bandas de tamanho

aproximado de 6 kb e 4 kb e, para o plasmideo AGA_Stalk, bandas de 6 kb e 3 kb, o que
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correspondia aos tamanhos esperados. Com a confirmacédo da extracéo dos vetores desejados pela
analise do perfil de restri¢do, os plasmideos foram utilizados para a transformacg&o da levedura S.

boulardii.
2. Producéo heterologa por S. boulardii
2.1 Transformacao e confirmacéo por PCR de coldnia

A transformacdo de leveduras seguiu o protocolo de eletroporacdo adaptado (tépico 3.2 da
secdo de Métodos). Apo6s a transformacao, as leveduras foram cultivadas em meio YPD seletivo.

Colonias isoladas foram ressuspendidas em 20 ul de dgua e utilizadas na reagédo de PCR.

Iniciadores para as moléculas extensoras, 649 Stalk e AGA_Stalk, e para a sequéncia do
anticorpo anti-CD3 (2C11), listadas na tabela 1, foram utilizados para amplificacdo especifica de
coldnias transformantes. Os amplicons resultantes foram analisados em um gel de agarose a 0,8%

com adicdo de Brometo de Etidio (Figura 6).
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Figura 6. Anélise de reacao de PCR de coldnia em gel de agarose. Col6nias de leveduras transformantes (1 a 7) de
AGA (A) e de 649 (B) e de levedura selvagem (WT), controle negativo da reacdo (C-), controles dos primers (forward

- Cpf e reverso - Cpr), controle positivo com DNA plasmidial isolado (C+).

Assim, foi confirmada a transformacédo das leveduras com os plasmideos, observando os
amplicons nos tamanhos esperados: 406 pb para o plasmideo AGA_Stalk e 403 pb para o plasmideo
649 Stalk. As leveduras transformadas foram cultivadas para caracterizagdo do crescimento e

comparagdo com a linhagem selvagem.
2.2 Caracterizagdo Comparativa do Crescimento

As condigdes ideais para o crescimento da levedura Saccharomyces boulardii sdo varidveis
na literatura. Nesse contexto, Azevédo (2021) investigou diferentes cultivos para otimizar o
crescimento de S. boulardii. Os resultados indicaram que o cultivo a 30 °C, em proporgéo de 1:10
entre 0 volume do meio e a capacidade do recipiente, foi 0 mais favoravel, alinhando-se com a

temperatura ideal descrita por Altmann (2017).
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Assim, para avaliar o impacto da transformacdo e da producdo heterdloga no padrédo de
crescimento, as linhagens AGA, 649 e WT foram cultivadas sob as condigdes 6timas previamente
estabelecidas: meio YPD, a 200 rpm e 30 °C. A densidade éptica foi analisada a cada quatro horas.

Como resultado, todas as linhagens alcancaram a fase estacionaria ap6s 28 horas, indicando
que a transformacdo e a producdo da proteina nao interferiram na capacidade de crescimento das

células e em seu metabolismo quando comparado com as leveduras selvagens.

40
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Densidade Optica (ODew)
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0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tempo (Horas)

Figura 7. Curva de crescimento comparativa. Densidade Optica (ODeoo) das culturas das linhagens 649
(roxo), AGA (azul) e WT (verde) por tempo. O crescimento foi monitorado por 48 horas.

2.3 Producao heteréloga do fragmento scFv de anti-CD3
2.3.1 Imunodetecc¢éao por Dot-Blot

Apos a transformagéo e sua confirmagéo por PCR de colonia, 6 colbnias isoladas de cada
linhagem foram cultivadas em meio seletivo e preparadas de acordo com o item 5.2 da segéo de

Métodos para avaliar a producédo da proteina de interesse pelo ensaio Dot-Blot.
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Figura 8. Imunodeteccdo por Dot-Blot. Avaliagdo de seis colnias das leveduras transformantes (C1 a C6) e da
levedura selvagem (WT) para producgéo de anti-CD3 das linhagens AGA (A) e 649 (B).

Aliado aos resultados da PCR de colonia, os resultados do Dot-Blot demonstram que houve
sucesso na internalizacdo do plasmideo e confirmam a capacidade das leveduras transformadas em
expressar 0 anticorpo. Dessa forma, os plasmideos construidos foram eficazes na geracdo das

linhagens.

No entanto, foi observada baixa estabilidade dos transformantes, principalmente da
linhagem 649, que apresentou maior variagdo na deteccdo da proteina entres as amostras de cada
colénia. Portanto, para preserva-las, as colénias que resultaram melhor deteccdo foram cultivadas

e armazenadas a -80°C em aliquotas com glicerol 25% e utilizadas nos testes seguintes.
2.3.2 Estabilidade e crescimento das linhagens

Os plasmideos construidos neste trabalho contém a origem de replicacdo 2. Estes séo
naturalmente encontrados em leveduras S. cerevisiae, em média de 40 a 60 copias, com tamanho
de 6300 pares de bases e apresentam grande estabilidade populacional com baixa taxa de perda

entre divisdes celulares (Chan et al., 2017). Uma das hipdteses para a persisténcia populacional é



49

que, além de realizar segregacdo independente, os plasmideos podem seguir 0 modelo de
"hitchhiking", em que grupos de plasmideos se associam aos cromossomos, permitindo que sejam
segregados simultaneamente durante a diviséo celular (Rizvi et al., 2017).

No entanto, a linhagem 649 apresentou baixa estabilidade, evidenciada pela reducéo na
deteccdo do anticorpo e pelo menor crescimento em meio seletivo ao longo do tempo. Foi
necessario realizar multiplas transformacdes para manter a linhagem ativa até o final do estudo.
Leveduras dessa linhagem também apresentavam tamanho menor quando comparadas a linhagem

AGA e WT, como pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9. Andlise da arquitetura celular das linhagens de leveduras. As células foram analisadas por citometria de
fluxo, com selecdo das células Unicas (A) e analise de tamanho e granulosidade (B).

Apesar de tambem conter o plasmideo, a linhagem AGA ndo apresentou esse
comportamento. Assim, é possivel que a baixa estabilidade e menor crescimento da linhagem 649
ndo seja resultado da construcdo plasmidial, e sim do tamanho da molécula de extensor e do

impacto da sua producdo.
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Diante disso, com o intuito de analisar a organizacdo das proteinas de fusdo produzidas de
forma heterdloga, as sequéncias de aminoacidos correspondentes aos dominios do extensor e de

ancoragem SED1 foram analisadas na ferramenta AIUPred (Figura 10).
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Figura 10. Analise da tendéncia de desordem dos residuos dos extensores. A sequéncia de aminoacidos
correspondentes dos extensores AGA_Stalk (A) ou 649_Stalk (B), fusionados ao dominio carboxi-terminal da proteina
SED1, foram analisadas pela ferramenta AIUPred para identificar regides intrinsecamente desordenadas.

A ferramenta previu maior tendéncia de formacéo de estruturas desordenadas no extensor
649 Stalk em relacdo ao Aga_Stalk. Proteinas intrinsecamente desordenadas sdo estruturas
flexiveis com abundancia de sitios que necessitam de modificacdo po6s-traducional, as quais sao
essenciais na manutencdo das propriedades conformacionais e estruturais da molécula e de suas

interacdes (Berlow et al., 2015).

Contudo, foi observado que, para S. boulardii, estratégias que objetivam a reducdo da
atividade de proteases, modulagéo do controle de qualidade no reticulo endoplasmatico (ER) e
otimizacGes no transporte pos-Golgi reduzem o impacto metabolico da producdo heterdloga e

podem amplifica-la (Durmusoglu et al., 2023).

Moléculas maiores com sitios intrinsecamente desordenados abundantes podem necessitar
de modificacdes pos-traducionais mais extensas e, assim, sobrecarregar o metabolismo celular.

Como consequéncia, o 6nus metabdlico gerado pela producdo da proteina pode impactar
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negativamente o crescimento e a viabilidade celular, o que pode explicar a instabilidade da

linhagem 649.

Além disso, proteinas de parede celular de leveduras, como a SED1, séo ricas em residuos
de serina e treonina, os quais sdo alvos de modificagdes pds-traducionais por glicosilacdo (Shimoi
et al., 1998). Da mesma forma, espacadores utilizados para aprimorar a apresentacdo de proteinas
de interesse ancoradas a parede celular e sua acessibilidade a substratos também apresentam
riqueza desses residuos (Teymennet-Ramirez et al., 2022). Essas regides sdo mais O-glicosiladas,

0 que as protege contra a degradacao por proteases (Teymennet-Ramirez et al., 2022).

Ambos o0s extensores utilizados neste trabalho também apresentam maior frequéncia desses
residuos, o que pode aumentar esse tipo de modificacdo e, consequentemente, a demanda
metabdlica associada a sua producéo.

Portanto, para evitar a perda destes transformantes e conseguir sintetizar as doses para 0s
testes in vivo, seguiu-se para a analise da capacidade de expressdo do anticorpo na parede celular

e busca da condi¢do com maior producdo da proteina por citometria de fluxo.

2.3.3 Efeito das condicdes de cultivo na producéo e detec¢cdo do anticorpo
ancorado a parede celular por citometria de fluxo

A fim de avaliar a capacidade da producéo e expressdo do fragmento de anticorpo ancorado
a parede celular da levedura e qual construcdo demonstrava melhor deteccéo, foi realizado analise

por citometria de fluxo.

O promotor SED utilizado nestas construcdes esta envolvido em vias de producdo de
proteinas que compdem a parede celular das leveduras. Em situacdes de estresse, quando ha
necessidade de espessamento da parede, pode gerar maior expressdo do promotor. Também, a
proteina SED1 se torna o componente de parede celular mais abundante nas células em fase

estacionaria (Shimoi et al., 1998).

Como essa proteina tem funcéo essencial na integridade celular, sua expressao é induzida
por condi¢Oes estressantes como alta concentracéo celular, pressdo osmotica, temperatura e baixa
capacidade nutricional (Inokuma et al., 2014). Estudos anteriores observaram maior expressao da

proteina em condigdes estressantes por Saccharomyces cerevisiae em fermentacdo de saqué (Wu



52

et al., 2006) e possivel efeito de estresse osmaético em altas concentracBes de NaCl (Cuevas-
Velazques et al., 2021).

Portanto, esta secdo tem como objetivo explorar o efeito de diferentes periodos e condi¢des
de cultivo na producéo do fragmento do anticorpo por leveduras transformantes. Para isso, foram
comparadas células cultivadas nas condi¢oes “Ideal” (meio YPD) e “Stress” (YPD com adi¢édo de
20% de etanol e 0,5M NacCl) sob diferentes temperaturas, por meio de analises por citometria de

fluxo.
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Figura 11. Analise do efeito do cultivo na producéo de anti-CD3 por Saccharomyces boulardii. Leveduras das
linhagens AGA (A a E) e 649 (F a J) foram cultivadas em condicdo nos periodos de 16 a 48 horas a 30°C ou 37°C.
Posteriormente, as células foram ressuspendidas em PBS e marcadas com Anti-Flag (Rabbit) e Anti Rabbit 1gG

conjugado a FITC.

Como esperado, em geral, houve maior deteccdo do anticorpo em células do cultivo sob

estresse. E possivel que o estimulo para produco de proteinas de parede aumentou a expressdo do

promotor SED1 e, consequentemente, resultou em maior producéo e detec¢do do anticorpo.
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Ambas as construcdes demonstraram mais disponibilidade de anti-CD3 na parede em
comparagéo ao sistema de expresséo utilizado por Olinto (2024), que resultou em 3,14% positivas
para producdo. As linhagens AGA e 649 tiveram niveis comparativos de expressdo, maior sob a
condicdo ideal em 40 horas para AGA e 24 horas para 649. Ja sob a condicdo estressante, houve

maior deteccdo em 24 horas para AGA e 16 horas para 649.

A linhagem 649 apresentou maior deteccdo em 48 horas de cultivo, fase de grande
deposicao de parede celular. 1sso sugere que o uso da molécula extensora maior deixou o anticorpo
mais disponivel para deteccdo e prolongou sua disponibilidade na superficie da célula durante o

cultivo.

Em condicBes estressantes, tempos de cultivo maiores apresentaram menor deteccéo.
Devido ao alto estresse osmotico, o cultivo estressante pode causar morte celular se mantido por
periodos longos. Observa-se, inicialmente, um maior nimero de células positivas detectadas no
teste, mas, com o tempo, a morte celular pode diminuir essa populacao e reduzir o sinal detectado.
Para melhor compreenséo do efeito estressante, € importante avaliar também o efeito do cultivo na

viabilidade da cultura e qual parcela do sinal positivo é resultante de células vivas.

2.3.4 Representatividade dos testes de imunodeteccao para analise de
amostras celulares

As mesmas células cultivadas e utilizadas para analise em citometria de fluxo foram
preparadas para testes de imunodeteccdo por Dot-Blot a fim de avaliar a representatividade deste

teste sobre a producdo da fracdo celular.
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Figura 12. Andlise comparativa do impacto do cultivo na deteccdo por imunodetec¢do e por citometria de fluxo.
Deteccéo de leveduras produtoras de anti-CD3 das linhagens AGA (A e B) e 649 (C e D) por Dot-Blot (A e C) e por
citometria de fluxo (B e D). Para a imunodeteccdo foram utilizados levedura selvagem (WT) e proteina purificada que
continha tag HA (C+) para controle.

A partir dessa comparacéo, foi possivel observar que as condi¢gdes com maior detec¢do no
Dot-Blot e na citometria de fluxo divergiram. Apesar do Dot-Blot fornece uma resposta qualitativa
sobre a presenca da proteina de interesse, uma maior producdo nem sempre se reflete no sinal
detectado nesse teste. E possivel que isso ocorra devido a riqueza de proteinas da fragdo celular,
que, mesmo processada, pode ndo ser completamente absorvida pela membrana de nitrocelulose.
Além disso, essa grande quantidade de proteinas pode bloquear ou dificultar a interacdo do
anticorpo da marcacao com a proteina de interesse, reduzindo o sinal resultante.
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No Dot-Blot, amostras com menos células, como as do cultivo estressante, podem
apresentar sinais mais fortes. Por outro lado, as amostras com maior densidade celular apresentam
pouco ou nenhum sinal, como observado nos itens A e C da figura 12. Para que esse teste seja mais
preciso, € necessario padronizar a quantidade de amostra com base no nimero de células. Essa

estratégia reduziria a variabilidade entre as amostras.

Além disso, o teste de Dot-Blot com material celular pode levar a conclusfes imprecisas,
pois envolve a trituracdo das células, o que pode expor o material intracelular. Esse material, por
sua vez, pode interferir ou ser mais reativo na deteccdo, enquanto a citometria revela apenas a

deteccdo na parede celular.

Assim, conclui-se que os testes de Dot-Blot ndo sdo adequados para analise da producgéo
heter6loga de proteinas expressas na parede celular. Nesse contexto, a avaliacdo por citometria de
fluxo € uma metodologia mais representativa da presenca de células que expressam o anticorpo em

sua superficie.
2.3.5 Impacto do cultivo estressante na viabilidade celular

Durante o cultivo estressante, ndo foi observado aumento na densidade dptica em relacdo
ao valor inicial, indicando que ndo houve crescimento populacional da cultura. Assim, para que
essa metodologia fosse aplicada a esta pesquisa, seria necessario adapta-la para utilizar em um
namero fixo de células, visto que o estresse ndo permite o aumento da populacdo e que as doses
precisam conter um nimero padronizado de células para possibilitar a comparacao dos seus efeitos

no experimento in vivo.

Ademais, considerando a falta de crescimento populacional, é possivel que as células
estivessem mortas. Os debris celulares resultantes apresentam maior autofluorescéncia e ligagédo
nédo especifica de anticorpos, o que pode levar a falsos positivos (Bio-Rad, 2025), o que pode ter
influenciado o0 aumento de deteccdo observado no teste de citometria (Figura 11).

Dessa forma, para avaliar se o cultivo estressante seria aplicavel para potencializar a
expressdo do anticorpo em células utilizadas para as doses do in vivo, € necessario observar seu

impacto na viabilidade celular.
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Para isso, cultivos em condigdes ideais das linhagens WT, AGA e 649 tiveram a condicéo
estressante induzida pela adicdo de 0,5 M NaCl, etanol 20% e temperatura de 37°C. Depois disso,
100 ul das culturas foram plaqueadas em meio YPD sdlido para contagem do numero de UFC

viaveis.

Tabela 6. Efeito do periodo sob cultivo estressante no crescimento de UFC em meio YPD solido.

Tempo de Cultivo WT AGA 649
15 minutos >1000 >1000 >1000
30 minutos >1000 >1000 51
60 minutos 95 0 0
120 minutos 60 0 0
240 minutos 0 0 0

A partir de 1 hora de cultivo estressante, observou-se efeito significativo no crescimento
celular das linhagens transformantes. Em contrapartida, as leveduras selvagens ainda estavam
viaveis apds duas horas sob condicdes estressantes. Isto sugere que, por possuir 0 mesmo promotor
utilizado para produzir a proteina de estresse SED1, o transgene pode competir por fatores de
expressao especificos fazendo com que a producao da proteina recombinante possa interferir com
a sintese de proteinas de parede, que sdo essenciais para suportar a pressao osmotica do meio
estressante, diminuindo sua capacidade de sobrevivéncia.

Ademais, a linhagem 649 perdeu a capacidade de crescimento mais rapido que a linhagem

AGA, o0 que corrobora a ideia de que a molécula com extensor maior gera mais 6nus metabélico
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para a levedura e em situacOes estressantes e isso pode ser evidenciado pela perda mais rapida na

viabilidade.
Portanto, para observar o efeito do cultivo estressante tanto na viabilidade celular quanto
na producdo do anti-CD3, as culturas das linhagens transformantes foram submetidas a um periodo

de 30 minutos de cultivo estressante e comparadas com os cultivos ideais.
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Figura 13. Andlise em Citometria de Fluxo do Efeito do Cultivo na Viabilidade Celular. Leveduras AGA (A, B e
C) foram cultivadas em condigdo “Ideal” por 40 horas e 649 (D, E e F) por 24 horas. A viabilidade celular foi analisada
pela marcacéo com lodeto de Propidio (PI) e a produgdo de anti-CD3 pela marcagdo com Anti-Flag (Rabbit) e Anti
Rabbit 1gG conjugado a FITC.
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Mesmo com apenas 30 minutos de cultivo estressante, a viabilidade celular foi muito
afetada, mas isso ndo impede que o organismo exerca feito imunoregulador no ambiente intestinal.
Estudos demonstram que a levedura S. boulardii e seus componentes pds-biéticos aliviam a colite
induzida por DSS e mantém seu efeito benéfico ao hospedeiro mesmo que introduzidos na forma
inativa ou morta (Xu et al., 2023; Jin et al., 2024). Esta é uma linha ainda pouco explorada, mas
que pode ser utilizada no futuro para aumentar a produgéo por microrganismos e sua aplicabilidade

terapéutica em individuos imunossuprimidos.

Entretanto, como neste estudo € necessario manter a capacidade de producdo heter6loga
pelo microrganismo, optou-se por manter o cultivo ideal e coletar células produtoras viaveis para

0s testes in vivo.
2.3.6 Detecgdo do anti-CD3 nas doses utilizadas na experimentagéo in vivo

Para a sintese das doses, leveduras 649 e AGA foram cultivadas por 24 e 40 horas
respectivamente, periodos que resultaram em maior detec¢do de células produtoras do anti-CD3

em condigdes ideais (Figura 11).

Apos este periodo, as doses foram preparadas de acordo com o descrito no tépico 6.3 da
se¢do de “Métodos” e congeladas até o uso. Antes da administragdo aos camundongos, uma dose
de cada linhagem foi descongelada e analisada em citometria de fluxo para avaliar os niveis de

expressao e viabilidade das células.
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Figura 14. Analise da expressdo de anti-CD3 e viabilidade das células em doses. Testes de leveduras AGA (A e
B) e 649 (C e D). A expressdo de anti-CD3 foi analisada pela marcacdo com Anti-Flag (Rabbit) e Anti Rabbit 1gG
conjugado a FITC (A e C) e a viabilidade celular com lodeto de Propideo (PI) (B e D).

Quando comparadas, a linhagem AGA apresentou menor viabilidade do que a 649, além
de expressdo menor de anti-CD3 em comparacdo ao teste anterior (Figura 11). No entanto, este

teste permitiu concluir que o congelamento ndo teve impacto notavel sobre a viabilidade celular.
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Para o futuro, seria relevante analisar como o armazenamento a -80°C pode afetar a
expressdo heteréloga. Também, a partir dessas informacgdes, mostra-se necessario analisar a
expressdo do anticorpo apds o descongelamento das doses, a fim de estimar a quantidade real de

células produtoras utilizadas no experimento in vivo.

De posse dessas informagdes, seguiu-se para a avaliacdo do efeito da levedura produtora

no contexto de UC em modelo animal.
3. Anélise do potencial imunoterapico em modelo animal

O experimento in vivo teve como objetivo avaliar o efeito da utilizacdo das leveduras
produtoras no contexto inflamatorio da colite ulcerativa, utilizando um modelo de indugdo por

adicdo de DSS a agua filtrada, na concentracéo de 3%

A inducdo de colite por DSS em camundongo é um protocolo bem estabelecido e
amplamente utilizado em estudos que investigam DIl (Katsandegwaza et al., 2022). Este composto
causa dano ao revestimento epitelial colénico e compromete a integridade da barreira intestinal,
aumentando sua permeabilidade e, assim, inicia a resposta inflamatéria local e estabelece o quadro
de colite aguda (Choi et al., 2024).

O experimento foi planejado para complementar a compreensdo sobre o efeito da levedura
produtora de anti-CD3 observado por Olinto (2024), no qual sua administracao evitou a progressao

da doenca e reduziu os sinais macroscépicos da inflamacao quando comparado a levedura WT.

O ensaio teve duragdo de 11 dias, no qual as doses foram administradas diariamente
enquanto a inducdo da colite, pela adicdo de DSS 3% na agua, ocorreu a partir do dia 3 até o fim
do experimento, esquematizado na figura 4. O consumo de agua com DSS apresentou média de 22
mL por dia e por grupo. Assim, seu objetivo foi avaliar a capacidade de utilizagdo da levedura
como vetor de entrega de anticorpos e analisar o papel protetor deste modelo na inflamagado em um

contexto de inflamacéo ativa de Colite Ulcerativa.
3.1 Andlise dos parametros macroscopicos de inflamagéo

Os camundongos foram pesados diariamente a fim de avaliar as variagbes no peso com a

progressao da doenca. Os resultados séo ilustrados na figura 15.
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Figura 15. Efeito da administracdo das linhagens de S. boulardii no peso corporal de animais com Colite
Ulcerativa induzida. Os individuos foram pesados diariamente e os dados de cada grupo séo apresentados em média
+ SEM. Destacado em vermelho, o dia do inicio da indugdo da Colite pela adi¢do de DSS 3% a &gua. A analise
estatistica foi realizada por Two-Way Anova em que ‘*’ indica p<0,05 e ‘**’ p<0,01 em relagéo ao grupo saudavel
(NT).

Os grupos que tiveram a doenca induzida apresentaram menor peso ao fim do experimento.
Houve diferenca significativa do grupo DSS com o grupo saudavel (NT) a partir do 5° dia apds o
inicio da inducdo. Ademais, observou-se perda de peso significativa a partir do 9° dia para o grupo
AGA e do 10° dia para o grupo WT em relacdo a NT. N&o houve diferenca estatistica entre o peso
dos grupos tratados e o do doente.

Apenas o grupo tratado com a levedura 649 ndo demonstrou diferenca significativa com o
grupo saudavel, sugerindo que esse tratamento foi capaz de evitar a perda de peso associada a UC.

Para melhor compreenséao do seu efeito, seguiu-se para analise dos demais parametros.

Os outros sintomas clinicos analisados foram o sangramento retal e a consisténcia das fezes.
Além da perda de peso, esses sinais foram utilizados para o calculo do indice da Atividade da
Doenca segundo Cooper et al., (1993), que objetivou compreender a indugéo de colite por DSS em
modelos murinos e analisar quais parametros da inflamacdo eram afetados. Com isso, foram
calculados os DAI diarios de cada grupo (Figura 16) para analisar suas mudancgas ao longo do

periodo experimental.
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Figura 16. Efeito geral da administracéo de S. boulardii na atividade da doenga. Gréfico do Indice de Atividade
da Doenca (DAI) longo do experimento apresentado em média + SEM. Destacado em vermelho, o dia do inicio da
inducdo da Colite pela adi¢do de DSS 3% a 4gua.

Observou-se aumento constante de sinais macroscopicos de inflamacéo a partir do
terceiro dia de experimento com o inicio da indug&o da colite, principalmente para o grupo DSS.
Para melhor avaliar as diferencas entre os grupos, foram feitas comparacGes pareadas e analises

estatisticas por Two-Way Anova.
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Figura 17. Analises pareadas do efeito da administracdo das linhagens de S. boulardii produtora de anti-CD3
na atividade da doenca por grupo. Gréfico comparativo do indice de Atividade da Doenca (DAI) entre grupos ao
longo do experimento apresentado em média £ SEM. Destacado em vermelho, o dia do inicio da inducéo da Colite
pela adigdo de DSS 3% a 4gua. A andlise estatistica foi realizada por Two-Way Anova em que ‘*’ indica p<0,05, <**’
p<0,01 e “**** p<0,001 entre os grupos
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A partir destes resultados, foi observado a inducédo da colite pela adicdo de DSS a agua,
visto que foram observados o aumento dos sinais Vvisiveis de sangramento retal, perda de peso e
diarreia nos grupos doentes, o que é esperado com o com a instauracdo do doenga (Chassaing et
al., 2014).

A levedura S. boulardii em estudos com modelo animal de colite induzida demonstrou
efeito protetor, em que reduziu os sintomas e indice de atividade da doenca (Dong et al., 2019). Os
sinais clinicos também foram reduzidos em humanos com colite ativa que receberam o em conjunto

com o tratamento de mesalazina, resultando em remissao (Guslandi et al., 2003).

Em contrapartida, a administracdo das doses contendo leveduras selvagens nao foi
suficiente para reduzir os sintomas, visto que o grupo WT apresentou aumento significativo do
DAI em relacdo aos individuos saudaveis a partir do sétimo dia, acompanhando o grupo DSS. Em

relacdo a esse Ultimo, o grupo tratado com WT apresentou apenas um dia de diferenca significativa.

Em relacéo as linhagens transformantes, grupos tratados com a levedura 649 apresentaram
DAl significativamente reduzido quando comparado a AGA. Enquanto o grupo AGA teve DAI
semelhante ao grupo DSS, o grupo 649 apresentou reducéo significativa em trés dias: 8, 9 e 10.

Apesar do indice do grupo 649 ter se assemelhado ao do grupo WT, quando comparados
ao grupo saudavel, o DAI do grupo que recebeu a levedura selvagem demonstrou-se
significativamente maior a partir do sétimo dia. Em contrapartida, o grupo que recebeu a levedura
649 apresentou diferenca em relacdo ao grupo NT apenas nos ultimos dois dias do experimento,

com a continuidade da induc¢éo da inflamacéo.

Portanto, isso pode indicar que a maior disponibilidade proporcionada pelo maior extensor
potencializa o efeito do anti-CD3 e contribui para aprimorar a eficacia imunoterapica do modelo.
Assim, as leveduras 649 apresentaram capacidade protetora amplificada pois foram mais eficientes

em reduzir os sinais inflamatorios e atrasar a progresséo da doenca.
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3.2 Analises morfoldgicas e histoldgicas do colon

A inflamacdo recorrente das camadas mucosa e submucosa da UC leva ao espessamento da
musculatura local. Com isso, hd encurtamento ou enrijecimento do célon, em que ha sinais de

fibrose tecidual rapidamente ap6s o estabelecimento da inflamagdo (D’Alessio et al., 2022).

Portanto, a analise da razao peso/comprimento do célon avalia o encurtamento tecidual e o
peso, indicativos de fibrose e acimulo celular. Para isso, apds a eutanasia, o célon de cada
individuo foi isolado, medido e pesado. Com essas informacdes, foram calculadas a razdo de cada

grupo e analisadas pelo teste estatistico Mann-Whitney, e mostrado na figura 18.
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Figura 18. Efeito da administracédo das linhagens de S. boulardii produtora de anti-CD3 no encurtamento do
célon. (A) Fotos exemplo do célon de cada grupo sob papel milimetrado, onde foi medido o tecido. (B) Grafico
comparativo da razdo peso/comprimento do colon e (C) pontuagdo histoldgica dos tecidos do célon de cada grupo,
representado em média + SEM. A anélise estatistica foi realizada por Mann-Whitney, em que ‘*’ indica p<0,05, ‘**’
p<0,01 ¢ “***> p<0,001.
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Como esperado, a inducdo da doenca causou aumento significativo da razdo quando
comparado ao grupo doente. Contudo, quando comparados 0s tratamentos e o grupo doente, néo
houve diferenca significativa.

E possivel que o protocolo experimental utilizado neste trabalho ndo permita observar
mudancas significativas neste parametro por analisar individuos com a inflamacdo ativa da colite.
Em diferentes protocolos, a levedura demonstra aumento de moléculas de juncéo epitelial (Gao et
al., 2021), modulacao da angiogénese (Chen et al., 2013), estimulo a secrecdo de citocinas anti-
inflamatdrias (Thomas et al., 2011) e ao recrutamento de enterdcitos ao local da injaria (Canonici

et al., 2011) que podem estimular a cicatrizacdo e restituicao epitelial.

Para observar melhora tecidual significativa, seria necessario um periodo sem o estimulo
inflamatdrio, permitindo que a levedura exercesse influéncia no processo de cicatrizacdo. Dessa
forma, é justificado a observacdo prévia de melhoras nesse parametro por Olinto (2024), mas ndo

reproduzidas neste estudo, visto que diferiram no desenho experimental utilizado.
3.3 Expressao diferencial de genes inflamatorios

Os linfonodos mesentéricos sdo 6rgdos importantes no desenvolvimento da resposta imune
adaptativa, no qual as células T sdo estimuladas a diferenciacgdo e a proliferacdo pela apresentacao
de antigenos por células dendriticas que migram do c6lon e do intestino delgado (Houston et al.,
2015).

Tendo em vista essa funcdo, a analise do perfil de expressao génica nesse tecido pode
fornecer informacdes sobre diferencas na resposta imune com o desenvolvimento da doenga e com
o tratamento. Para isso, iniciadores para fatores de transcricdo e citocinas (Tabela 5) foram
utilizados em testes de PCR quantitativa a partir de cDNA sintetizado de mRNA extraido dos

linfonodos mesentéricos (Figura 19).
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Figura 19. Andlise da expressao génica das células dos linfonodos mesentéricos por PCR em tempo real. A expressao de genes
relacionados a respostas inflamatorias dos individuos do grupo saudavel (NT), doentes ndo tratados (DSS), tratados com levedura
selvagem (WT) ou produtora de anti-CD3 (649) foi analisada. Sdo apresentados os niveis de Tbx21 (A), Ifng (B), Stat5 (C), 1117
(D), 1122 (E), 1123 (F), Gata3 (G), Stat6 (H), 115 (1), 116 (3), 1110 (K) e Foxp3 (L). Os niveis dos genes foram normalizados utilizando
os niveis do gene endogeno Acth. Cada grupo é representado em média £ SEM. A analise estatistica foi realizada por Mann-
Whitney, em que ‘*’ indica p<0,05, ‘**’ p<0,01.
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Estudos que investigam a expressdo génica em modelos animais de UC apresentam
resultados variados. Além de analisarem alvos distintos, esses estudos utilizam cronogramas e
metodologias para inducdo diferentes, o que influencia as respostas obtidas. Por isso, além de
comparar com outras pesquisas, € importante observar como o0s grupos doentes diferiram do
saudavel, considerando esta como referéncia para a fisiologia esperada da resposta imune em

condic¢des normais.

A andlise da expressao de genes relacionados a fatores de transcricdo permite avaliar 0s
perfis de células T sendo estimulados no ambiente inflamat6rio. Nos linfonodos, foi observado

aumento significativo da expressdo do gene Thx21 nos grupos doentes (Figura 19A).

A expressdo do fator de transcricdo T-bet, codificado pelo gene Tbx21, tem fungéo
importante na polarizagdo para o fenotipo Thl em células T, além de atuar no desenvolvimento,
migracdo e expressao de citocinas em outras células imunes inatas e adaptativas (Lazarevic et al.,
2021). Em modelo animal de UC por transferéncia adotiva de células T CD4+, foi observado que
células knockout de T-bet ndo ocasionaram colite enquanto a superexpressao desse gene resultou
em um quadro severo e de inicio precoce (Neurath et al., 2002).

Portanto, 0 aumento da expressdo de Thx21 nos grupos doentes em relacdo ao grupo
saudavel indica que a inducdo da doenca foi eficaz. Ja o nivel de expressdo dos grupos WT e 649
demonstra que os tratamentos podem nao ter sido capazes de atrasar completamente a progresséo
da doenca até o fim do periodo experimental, que foi encerrado no apice da inflamacéo.

A média maior da expressdo do gene Ifng, citocina associada ao perfil Thl, nos grupos
doentes em relacdo ao saudavel, reforca que ha maior presenca e atividade de linfécitos Thl no
ambiente da UC (Figura 19B).

A IL-6 é um dos principais mediadores da inflamag&o intestinal crénica pois estimula a
producdo de citocinas pro-inflamatérias e favorece a sobrevivéncia e atividade das células T,
prevenindo a apoptose (Neurath, 2019). A expressdo do seu gene € significativamente maior em
animais com colite induzida por DSS quando comparada a animais saudaveis, indicando papel

importante no desenvolvimento da doenca (Zhang & Chen, 2017).
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Neste estudo, enquanto a expressao de 116 foi significativamente maior para os grupos DSS
e WT, ndo houve diferenca estatistica da média do grupo 649 em relacéo ao grupo NT (Figura 19J).
Essa reducdo indica que a administracdo da levedura associada ao anti-CD3 reduziu o estimulo a

inflamacdo, diferente da administracao apenas da levedura (WT).

A sinalizacéo por IL-6 é associada a ativacéo e proliferacdo dos linfocitos T de forma geral,
mas desempenha papel essencial para a diferenciacdo de células Thl7 (Korn & Hiltensperger,
2021). No entanto, apesar da maior expressdo de 116 nos grupos DSS e WT, ndo houve aumento
significativo da expressao de 1117, 1122 e 1123 (Figuras 19C, 19D e 19E), genes caracteristicos da
atividade do perfil Th17.

Ja o0 gene Foxp3 demonstrou aumento significativo em todos os grupos em relacdo ao
controle saudavel, sendo maior no grupo 649 (Figura 19L). O Foxp3 é relacionado ao perfil Treg
e atua na regulacdo do desenvolvimento e da funcao dessas células (Wan & Flavell, 2005). A UC
é caracterizada pelo desbalanco entre as populacGes de células Treg em relacdo as Thl7 nos
linfonodos mesentéricos (Zhang et al., 2024) que contribui para manter o estado inflamatorio

crénico na mucosa.

Visto que nos grupos DSS e WT houve diferenca significativa na expressao de 116 (Figura
18J) e aumento da média da expressdo de genes relacionados a outros perfis celulares, o aumento
significativo do Foxp3 pode ser resultado de maior acimulo e recrutamento celular decorrente do
estabelecimento da inflamacéo.

Em contrapartida, 0 aumento da expressdao de Foxp3 no grupo tratado com a levedura
produtora de anti-CD3, foi acompanhado da reducdo da expressdo média de outros genes.
Individuos tratados com a levedura 649 demonstraram uma reducdo da expressdo, mesmo que nao
significativa, de genes relacionados ao perfil Th17 (Figuras 19C, 19D e 19E) e ao perfil Th2
(Figuras 19G e 19H). Isso sugere que células dos perfis Th17 e Th2 estdo menos representados

neste grupo em relagcéo aos demais devido ao efeito do anticorpo ao se ligar ao alvo.

O acoplamento do anti-CD3 ao seu alvo em células T, resulta em uma ativacéo incompleta

dessas celulas devido a auséncia de sinais coestimulatorios, podendo induzir um estado de anergia
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ou ndo responsividade, o que contribui para a tolerancia imunoldgica (Kohm et al., 2005; Kuhn &
Weiner, 2016).

A inducdo de anergia de linfocitos T auxilia no controle de doengas que envolvem
inflamacdo exacerbada, pois causa imunorregulacdo e melhora do quadro (Kohm et al., 2005;Wu
et al., 2009, 2010; Ma et al., 2024). Tendo em vista o protagonismo das células T CD4+ que
mantém a inflamac&o crénica no ambiente imune da colite ulcerativa (Imam et al., 2018), o uso do
anti-CD3 pode induzir a diminuicéo da inflamacéo e a tolerancia, sendo esse efeito observado tanto

em estudos clinicos (Boden et al., 2019) quanto em modelos murinos (Forster et al., 2012).

Portanto, 0 uso da levedura expressando o anti-CD3 pode induzir anergia de células
inflamatdrias, reduzindo sua agdo e influéncia no ambiente imune, enquanto favorece a atividade
da populacdo de células T regulatorias, que irdo suprimir a resposta exacerbada e manter a

homeostase intestinal.

Entretanto, o protocolo experimental utilizado neste estudo pode subestimar o efeito deste
anticorpo. Como o composto DSS é toxico para células epiteliais intestinais, hd comprometimento
da integridade da mucosa e inicio de um quadro inflamatério agudo. Nesse contexto, 0
recrutamento de mecanismos e de células imunes inatas é predominante aos da resposta imune

adaptativa neste esquema experimental (Wirtz et al., 2017).

Em estudos futuros, o uso de modelos animais que simulem a inflamagéo crénica, como
aqueles baseados em ciclos de exposi¢do ao DSS (Bang & Lichtenberger, 2016) podem ser mais
adequados. Além de simular a natureza da doenca, caracterizada por ciclos de melhora e recidiva,
envolveria mais diretamente a participacdo de células adaptativas. Assim, a analise do potencial

terapéutico da levedura produtora de anti-CD3 poderia ser melhor observada.

Além da analise dos linfonodos, a expressdo génica do célon foi avaliada com o objetivo
de identificar as vias e mecanismos moleculares mais expressos no local e compreender sua

contribuig&o para a fisiopatologia da doenca (Figura 19).
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Figura 20. Andlise da expressdo génica das células do cdlon por PCR em tempo real. A expressdo de genes relacionados a
respostas inflamatdrias dos individuos do grupo saudavel (NT), doentes ndo tratados (DSS), tratados com levedura selvagem (WT)
ou produtora de anti-CD3 (649) foi analisada. Sdo apresentados os niveis de Foxp3 (A), Tgfb (B), 1110 (C), 1117 (D), 1122 (E), Muc3
(F), Tjpl (G). Os niveis dos genes foram normalizados utilizando os niveis do gene enddgeno B2m. Cada grupo é representado em
média = SEM. A anélise estatistica foi realizada por Mann-Whitney, em que ‘*’ indica p<0,05, ‘**’ p<0,01.

O aumento significativo da expressdo de Foxp3 observado nos linfonodos dos grupos
doentes ndo foi refletido no cdlon (Figura 20A). Neste tecido, a acdo das células Treg é
indispensavel para a manutengdo da homeostase. Além de expressar a citocina anti-inflamatoria
IL-10, essas células utilizam outros mecanismos efetores, como a sinalizacao via CD39, CTLA-4
e galectina-3, para suprimir a atividade celular inflamatoria e preservar a satde colénica (Dikiy et

al., 2025).
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O papel imunoregulatorio da expressdo de Foxp3 e 1110 pode ser observado em
camundongos com colite induzida por DSS, nos quais o tratamento com uma mistura de probioticos
levou ao aumento da expressdo desses genes, associado a melhora do quadro inflamatério (Ryu et
al., 2024). Contribuindo também para tolerancia imune, a citocina TGF-B influencia a
diferenciacdo de células T regulatdrias e a inativacao de sua sinalizacdo resulta no aumento da

autoimunidade e no desenvolvimento de colite espontanea em modelo animal (lhara et al., 2017).

Em contrapartida, neste estudo nédo foi observado diferenca da expressao de Foxp3, 1110 ou
de Tgfb no cdlon entre o grupo doente e os tratados (Figuras 20A, 20B e 20C). Esse resultado pode
estar relacionado a severidade da doenca ao fim do cronograma experimental. Nesse contexto, 0s
tratamentos ndo foram capazes de impedir a progressdo da colite ou proteger contra a inflamacéo
no local apds cinco dias de indugdo continua por DSS.

Também foram analisados a expressdo dos genes 1117 e 1122, citocinas produzidas por
células do perfil Th17, abundantes na lamina propria e responsaveis pela defesa contra patégenos
extracelulares (Chen et al., 2023). Este subtipo celular pode ser influenciado pela disbiose intestinal
a adotar respostas patogénicas e contribuir com a autoimunidade (Yasuda et al., 2019). Portanto,
podem ser um alvo interessante em estudos que utilizam probidticos ou que objetivam restaurar o

equilibrio da microbiota diretamente.

Assim como nos linfonodos (Figuras 19D e 19E), ndo foi observado diferenca significativa
para expressao desses genes entre 0s grupos no colon (Figuras 20C e 20D). Isso pode ser explicado
pelo papel duplo que células Thl7 podem desempenhar: enquanto atuam na manutencdo da
homeostase em condi¢des normais, podem iniciar uma resposta imune patogénica devido a disbiose

e, assim, contribuir para inflamacgdo da mucosa intestinal no contexto das DIl (Owaga et al., 2015).

No entanto, foi observado reducdo dos niveis da expressao de 1117 com o tratamento com a
levedura produtora de anti-CD3 (Figura 20D). Mesmo que ndo estatisticamente significativo, o
resultado sugere que o uso do anticorpo reduziu a contribuicdo desse perfil celular para a
inflamacdo associada a doenga. Assim, 0 uso da levedura 649 pode ter favorecido a constitui¢do
de um ambiente imune intestinal mais regulado durante a doenga, em comparagdo aos grupos WT
e DSS.
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Além de genes relacionados a atividade e diferenciacédo celular, foram utilizados iniciadores
para avaliar diferencas na producdo de proteinas de juncdo epitelial, Tjpl, e de mucina, Muc3
(Figura 20F E 20G). Apesar de ndo ter sido observado diferenca estatistica na expressdo de Tjpl
entre 0s grupos, a expressao de Muc3 foi significativamente maior no grupo 649, apresentando um

efeito amplificado em relacéo a levedura selvagem (WT).

Segundo o estudo de Rodriguez-Nogales e et al. (2018), em modelo animal de colite
induzida por DSS, a instauracdo da doenca foi associada a reducdo da expressdo de genes
relacionados a mucina e de proteinas de juncdo epitelial. Por outro lado, o uso de S. boulardii
aumentou significativamente estes niveis, sugerindo que contribui para recuperacao da integridade
epitelial. O efeito de S. boulardii na expressdo de proteinas de jungdo epitelial também foi

observado por Gao e et al. (2021).

Ambos estudos tiveram protocolos de inducdo da colite diferentes do utilizado nesta
pesquisa, que buscou observar a capacidade protetora dos tratamentos. Portanto, a auséncia de
efeito significativo na expressdo de Tjpl pode ser atribuida a injdria continua do epitélio intestinal
pelo uso do DSS. Como ndo houve um periodo sem a inducdo, ndo foi possivel observar a
influéncia dos tratamentos na recuperacdo tecidual, apenas seu papel protetor. Esse resultado

corrobora com o observado nas analises morfoldgicas e histoldgicas do célon.
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Conclusao e perspectivas

Neste trabalho, foi explorada a capacidade da levedura probidtica S. boulardii de produzir,
ancorar e expressar o fragmento de anticorpo na superficie celular. A produgdo heter6loga por esta
levedura ja havia sido observada em trabalhos anteriores (Hudson et al., 2014; Li et al., 2021; Shin
et al., 2025), porém, as pesquisas conduzidas no Laboratorio de Imunologia Molecular da

Universidade de Brasilia foram pioneiras em investigar a producédo heter6loga de anticorpos.

Esta pesquisa propde o aprimoramento dos modelos previamente explorados por Azevédo
(2021) e por Olinto (2024) pela adicdo de proteinas extensoras. Para isso, foram construidos dois
plasmideos com dominios extensores distintos, AGA_Stalk e 649 _Stalk, que diferem em tamanho
(286 e 649 residuos de aminodacidos, respectivamente). A inclusdo destes teve o intuito de reduzir
0 enterramento do anticorpo pela deposigédo da parede celular.

As linhagens produtoras de anti-CD3 foram obtidas com sucesso e sua capacidade de
expressdo foi confirmada por testes de citometria de fluxo. Também, demonstraram maior
expressao do anticorpo quando comparadas as linhagens dos estudos anteriores, que nédo utilizavam
extensores. Especificamente, 0 uso do extensor maior, 649_Stalk, apresentou deteccédo alta com 48

horas de cultivo, sugerindo que seu uso prolonga a disponibilidade do scFv.

No entanto, a linhagem 649 apresentou instabilidade, reduzindo o crescimento em meio
seletivo e a producéo do anticorpo ao longo das geracGes. A substituicdo de vetores epissomais por
integrativos pode solucionar esse problema. Esses vetores fazem a replicacdo utilizando a
maquinaria celular e sdo divididos igualmente entre as células-filhas. Assim, haveria maior
persisténcia do plasmideo na populacdo e estabilidade da linhagem superior & observada neste
estudo. Também, evitar o uso de sequéncias longas, que aumentem a necessidade de modificagdes
pos-traducionais, pode reduzir o impacto metabdlico da producdo e melhorar a estabilidade das

linhagens.

A habilidade da producéo de anticorpo pela levedura reforga seu potencial como vetor para

entrega de imunoterapias ao trato gastrointestinal. Assim, para avaliar a aplicabilidade deste
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modelo e seu efeito protetor no contexto da colite ulcerativa, foi utilizado um modelo experimental
de UC induzida por DSS.

Durante o experimento, foram monitorados os parametros de sangramento retal, a
consisténcia das fezes e a perda de peso para céalculo do DAI. O grupo tratado com a levedura 649
demonstrou reducdo da atividade da doenga, se assemelhando por mais tempo ao grupo saudavel.
Esse efeito ndo foi observado nos grupos WT e AGA, indicando que tanto a produgéo quanto a
maior exposic¢do do anticorpo na superficie celular potencializam a protecdo contra a progressdo

do processo inflamatério.

Em contrapartida, o tratamento ndo evitou o encurtamento do colon e o0 aumento de sinais
inflamatorios histolégicos. 1sso pode ter ocorrido devido a manutencdo do estimulo inflamatorio
até o fim do experimento, o que resultou na coleta e analise dos tecidos em estagio avangado de

inflamacdo e dano col6nico semelhante entre 0s grupos.

Além disso, foram realizados testes para avaliar alteracbes na expressao génica entre 0s
grupos. A inducdo da colite resultou em aumento significativo dos genes Thx21, 116 e Foxp3 nas
células dos linfonodos mesentéricos. Este resultado indica ativacdo de populacdes celulares
inflamatdrias e regulatorias, possivelmente devido ao recrutamento celular estimulado pela
inflamacdo no c6lon. No entanto, o grupo tratado com a levedura 649 ndo apresentou aumento de
116 como os demais grupos doentes. Também, os genes relacionados a producdo de citocinas
inflamatorias e fatores de transcricdo apresentaram expressao reduzida nesse grupo, enquanto

Foxp3 se manteve significativamente aumentado em relacdo ao grupo DSS.

Ja nos tecidos do colon, foi observado diferenca estatistica apenas para o gene Muc3,
relacionado a producdo de mucinas pela mucosa epitelial. Especificamente, os grupos tratados com
a levedura tiveram expressdo desse gene aumentada em relacdo ao grupo DSS, se assemelhando
mais a producao observada pelo grupo NT. Porém, esse aumento foi mais significativo para o grupo

tratado com a levedura 649.

Em conjunto, esses resultados sugerem que o uso do anti-CD3 reduz a influéncia de células
inflamatorias e favorece a participacéo de células Treg, que atuam na manutencdo da homeostase

intestinal. A inducéo deste perfil mais tolerogénico pode ter evitado a progressao da inflamacéo, o



81

que pode explicar a semelhanca da pontuacdo do DAI do grupo 649 em relacdo ao grupo NT por

mais tempo.

Assim, foi possivel observar que os tratamentos conseguem modular a expressdo génica do
individuo, o que pode representar um mecanismo responsavel pelo efeito protetor contra a
inflamacdo. Também, a administracdo da levedura produtora de anticorpo teve resultado distinto
em comparacao a levedura isolada, sendo o uso do anti-CD3 mais eficaz para controlar a progressao

da colite.

Esse efeito foi atingido mesmo com apenas 27,3% de células positivas para producgédo do
anticorpo nas doses avaliadas por citometria. Assim, o desenvolvimento de estratégias que ampliem

essa populacdo pode potencializar a eficacia deste modelo no ambiente intestinal.

Com este intuito, foi investigado o cultivo de condicOes estressantes para aumento da
producdo do anticorpo a partir do promotor de SED1, proteina abundante na parede celular. Apesar
de aumentar o numero de células positivas, também impactou a viabilidade destas células. Testar
0 impacto de diferentes concentracBes dos compostos e de temperaturas na mortalidade e na

producdo heteréloga pelas leveduras pode ser uma metodologia relevante para futuros estudos.

Uma outra possibilidade € o uso de separacéo celular por fluorescéncia em citbmetro, que
é capaz de selecionar células positivas para producdo do anticorpo. Assim, as doses podem ser
produzidas para conter um nimero maior de leveduras expressando o anticorpo e potencialmente

amplificar seu efeito in vivo.

Além disso, o uso de diferentes protocolos que estabelecam a UC também pode fornecer
melhor compreenséo da levedura produtora do anticorpo e de seu efeito. Dessa forma, desenhos
experimentais com ciclos de indugdo por DSS ou por TNBS podem manter a praticidade da indugédo
quimica e envolver maior recrutamento de células imunes adaptativas. Assim, seria mais adequado
para analisar o efeito do anti-CD3 associado a levedura, tendo em vista que tem alvo o complexo
CD3/TCR de linfécitos T.

Este estudo apresentou uma rota biotecnoldgica inovadora para entrega de anticorpos
imunoterapéuticos, utilizando a producdo heteréloga por probioticos. Considerando os resultados

obtidos no teste in vivo, o0 uso de S. boulardii como vetor para entrega de imunoterapias mostra
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potencial para transformar os tratamentos de DII. No entanto, por se tratar de uma abordagem nova,
este estudo representa um ponto de partida. S80 necessarias investigacdes futuras que explorem
estratégias, como as previamente discutidas, a fim de aprimorar a eficécia e a viabilidade clinica

deste modelo.
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