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Resumo

Desenvolvemos uma plataforma de bioterapia baseada na levedura Saccharomyces
boulardii geneticamente modificada para expressar um fragmento varidvel de cadeia unica
(scFv) anti-CD3 ancorado a parede celular, combinando o perfil probiotico do microrganismo
com a atividade imunossupressora do anticorpo para aplicagdo em terapias orais. Foram
construidos e caracterizados sistemas de expressdo baseados em vetores epissomais 2| € em
vetores integrativos mediados por elementos Ty. O sistema integrativo apresentou
desempenho superior em todos os parametros avaliados, com eficiéncia de transformagao 5
vezes maior em comparagdo ao sistema epissomal e niveis significativamente mais elevados
de expressao heterdloga, com 95,6% das células produtoras versus 58,1% no sistema 2p (p =
0,002). Adicionalmente, o vetor integrativo demonstrou elevada estabilidade genética ao
longo de geragdes sucessivas, sem evidéncias de perda do cassete de expressdo ou de estresse
metabolico associado. Visando otimizar a entrega oral do sistema, foi desenvolvido um
encapsulamento lipidico a base de DOPA e colesterol (4:1), que promoveu aumento da
viabilidade celular de 1,4 vezes em fluido gastrico simulado e de 1,8 vezes em fluido
intestinal simulado in vitro. Na validacdo do delivery in vivo por imageamento de
fluorescéncia em camundongos BALB/c, o encapsulamento aumentou em pelo menos trés
vezes o tempo de deteccdo da proteina heterdloga repérter em comparacao ao controle nao
encapsulado. Em conjunto, os resultados estabelecem S. boulardii como uma plataforma
robusta para expressao constitutiva estdvel e para entrega oral de fragmentos de anticorpos.
Estudos futuros deverao concentrar-se na aplicacdo desse sistema terapéutico em modelos
experimentais de doencgas inflamatorias.

Palavras-chave: Saccharomyces boulardii; anti-CD3; expressdo heterologa; delivery;
bioterapia.



Abstract

We developed a biotherapeutic platform based on the yeast Saccharomyces boulardii
genetically engineered to express a cell wall-anchored anti-CD3 single-chain variable
fragment (scFv), combining the probiotic profile of the microorganism with the
immunosuppressive activity of the antibody for oral therapeutic applications. Expression
systems based on 2u episomal vectors and Ty element-mediated integrative vectors were
constructed and characterized. The integrative system outperformed the episomal system
across all evaluated parameters, exhibiting a 5-fold higher transformation efficiency and
significantly increased levels of heterologous expression, with 95.6% producing cells
compared to 58.1% in the 2u system (p = 0.002). In addition, the integrative vector
demonstrated high genetic stability over successive generations and no evidence of expression
cassette loss or associated metabolic stress. To optimize oral delivery, a lipid-based
encapsulation composed of DOPA and cholesterol (4:1) was developed, resulting in a 1.4-fold
increase in cell viability in simulated gastric fluid and a 1.8-fold increase in simulated
intestinal fluid in vitro. In vivo validation by fluorescence imaging in BALB/c mice showed
that the encapsulation increased the detection of the heterologous reporter protein by at least
three times longer compared to the non-encapsulated control. Collectively, these results
establish S. boulardii as a robust platform for stable, constitutive expression and oral delivery
of antibody fragments. Future studies should focus on applying this therapeutic system in

experimental models of inflammatory diseases.

Keywords: Saccharomyces boulardii; anti-CD3; heterologous expression; delivery;

biotherapy.
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1 INTRODUCAO

Como alternativa as limitagdes das abordagens bioterapéuticas classicas, emergiram
os Engineered Live Biotherapeutic Products (eLBPs), baseados em microrganismos vivos
geneticamente modificados para produzir e liberar moléculas bioativas diretamente no sitio de
acdo (FDA, 2016). O primeiro ensaio clinico com eLBP, publicado em 2007, utilizou
Lactococcus lactis modificada para expressar interleucina-10 humana in sifu em pacientes
com doenga inflamatéria intestinal (Frossard et al., 2007). Essa abordagem demonstrou a
viabilidade de microrganismos atuarem simultaneamente como biorreatores e veiculos de
entrega, oferecendo vantagens substanciais em relagdo as bioterapias convencionais: sintese
continua ¢ localizada da molécula terapéutica, protecao natural contra degradacio enzimatica,
aumento da biodisponibilidade no tecido-alvo e redugdo de efeitos colaterais sist€émicos

(Omer et al., 2022).

Entre os microrganismos candidatos para formulacdes eLBP, Saccharomyces
boulardii destaca-se por combinar atributos bioldgicos relevantes com histdrico clinico de
seguranca (Moslehi-Jenabian et al., 2010). Trata-se de uma levedura probidtica utilizada ha
mais de seis décadas, cuja acdo inclui modulagdo benéfica da microbiota, reforco da barreira
mucosa e efeitos anti-inflamatérios locais (McFarland, 2010; Vandenplas et al., 2008). Do
ponto de vista biotecnologico, a S. boulardii apresenta capacidade robusta para expressao e
secrecao de proteinas heterdlogas com modificagdes pos-traducionais eucarioticas, essenciais
para a funcionalidade de moléculas complexas (Verma et al., 1998). Adicionalmente, a parede
celular espessa confere protecdo natural as proteinas ancoradas ou secretadas, preservando
integridade e atividade durante o transito pelo trato gastrointestinal. Assim, a combina¢ao dos
atributos biologicos, farmacolodgicos e biotecnoldgicos posiciona a S. boulardii como

plataforma particularmente adequada para a entrega de biofarmacos.

A aplicagdo dessa plataforma ¢ especialmente atrativa no contexto de anticorpos
anti-CD3, cuja administrag¢do oral ¢ vidvel e promissora devido a tolerancia induzida por esse
anticorpo. Os anticorpos anti-CD3 interagem com o complexo CD3 do receptor de células T,
induzindo sinais de intensidade intermediaria que favorecem perfis tolerogénicos: aumento de
FOXP3, CTLA-4 e IL-10, com consequente expansdo de células T reguladoras e supressao de
respostas pro-inflamatorias (Chatenoud et al., 1994; Belghith et al., 2003; Kohm et al., 2005).
Resultados pré-clinicos e clinicos indicam que a via oral promove imunomodulagdo local sem

imunossupressao sistémica e evita a sindrome de liberagao de citocinas associada a via
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intravenosa, além de induzir tolerancia por mecanismos de bystander suppression (Ochi et al.,

2006; Chatenoud & Bluestone, 2007).

No entanto, a traducdo dessa estratégia para a clinica permanece limitada. A
degradagao proteolitica no TGI, a instabilidade de anticorpos frente a variagdes extremas de
pH e a baixa biodisponibilidade local comprometem a eficacia terapéutica da administragao
oral (Mahler et al., 2003; Brayden & Mrsny, 2011; Khafagy et al., 2007). Nesse cendrio, a
engenharia de S. boulardii para expressar anticorpos anti-CD3 emerge como uma alternativa:
a produgdo continua e localizada nd3o apenas aumenta a concentragdo local do anticorpo,
como também o protege durante o transito, mitigando a perda de atividade. Embora a
levedura oferega protecdo intrinseca, estratégias complementares de encapsulamento podem
reforgar ainda mais a eficiéncia dessa plataforma. Sistemas de encapsulamento fisico-quimico
adicionam uma barreira que melhora a viabilidade celular e protege o anticorpo contra

degradacgdo prematura (Cook et al., 2012; Cao & Liu, 2024).

Em suma, propomos que a engenharia de S. boulardii para expressdo de anticorpos
anti-CD3, associada ao encapsulamento, constitui uma plataforma alternativa para terapias
orais. Espera-se que essa abordagem integrada supere limitagdes das terapias convencionais,
ampliando eficacia por meio de sinergia entre probidtico e imunomodulagao, de preservacao

estrutural e de aumento da biodisponibilidade in situ.

1.1 Bioterapias e anticorpos recombinantes

A bioterapia ¢ entendida pela Food and Drug Administration (FDA, 2020) como o
conjunto de intervengdes terapéuticas derivadas de organismos, seus componentes ou
produtos recombinantes. Apesar do termo moderno, trata-se de uma abordagem aplicada
desde o final do século XVIII, quando os primeiros experimentos com organismos Vvivos
demonstraram a possibilidade de manipular o sistema imunolégico por meio de produtos
biologicos. Em 1796, o médico britdnico Edward Jenner desenvolveu a primeira vacina ao
inocular o virus da variola bovina em uma crianca que, em seguida, se tornou imune a doenga
(Jenner, 1801). Em 1890, o cirurgido americano William Coley administrou toxinas
bacterianas em pacientes com cancer apos observar a regressdo de tumores associada a

infeccdo pela bactéria Streptococcus pyogenes (Coley WB, 1910).
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Com o advento da engenharia genética entre as décadas de 1970 e 1980, a produgdo
de proteinas e de organismos recombinantes possibilitou novos avangos na pesquisa em
saude. Em 1982, a FDA aprovou a primeira droga produzida por um microrganismo: a
insulina humana recombinante sintetizada pela bactéria Escherichia coli (Goeddel et al.,
1979). Subsequentemente, anticorpos monoclonais (Kohler & Milstein, 1975) e citocinas
(Weissmann, 1982) passaram a compor o arsenal bioterapico. Ao final do século XX, a
evolugdo da biologia molecular permitiu o desenvolvimento de novas modalidades
terapéuticas (Drews, 2000), incluindo virus oncoliticos, terapias génicas e RNA de
interferéncia (RNAi). Dessa forma, as pesquisas sobre bioterapia expandiram-se para o
tratamento de cancer, doencas autoimunes, disturbios metabdlicos, infec¢des ¢ doengas

genéticas raras.

Os anticorpos recombinantes foram precursores para terapias baseadas no design de
moléculas capazes de reconhecer antigenos com alta especificidade. Esse campo deriva
diretamente das descobertas sobre a estrutura dos anticorpos, sobretudo os trabalhos de Gerald
Edelman e Rodney Porter nas décadas de 1950 e 1960, que renderam o Prémio Nobel de
Fisiologia ou Medicina de 1972 pela elucidacdo da estrutura das imunoglobulinas. Entretanto,
a transicdo de conhecimento estrutural para aplicagc@o terapéutica s6 ocorreu apds 0s avancos
das técnicas de hibridoma descritas por Kohler e Milstein em 1975, também laureados com o
Nobel em 1984. Essa tecnologia permitiu, pela primeira vez, a producao estavel de anticorpos
monoclonais em larga escala, contribuindo para uma das transformagdes mais expressivas da

biotecnologia do século XX (Liu, 2014).

A partir dos anos 1980 e 1990, a biologia molecular expandiu as possibilidades da
engenharia de anticorpos por meio de estratégias recombinantes capazes de superar as
limitagdes dos anticorpos murinos originais, principalmente a imunogenicidade e a baixa
meia-vida (Cole et al., 1984). Nesse periodo, a humanizagdo e a engenharia de CDRs
consolidaram a producdo de anticorpos como uma tecnologia modular, versatil e
progressivamente mais precisa. Em paralelo, surgiram esfor¢cos pioneiros para produzir
anticorpos recombinantes em microrganismos com o objetivo de estabelecer sistemas de

expressao mais simples, econdmicos e escalaveis (Skerra & Pliickthun, 1988).
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1.2 Imunomodulac¢io com anticorpos anti-CD3

O desenvolvimento de anticorpos anti-CD3 iniciou-se ao final da década de 1970,
quando o grupo de Thomas A. Waldmann e Jonathan W. Uhr identificou o potencial de
anticorpos contra o complexo CD3 para regular a ativagdo de linfocitos T. Posteriormente,
produzido pelo laboratério de John Abbott, o anticorpo murino OKT3 foi aprovado pela FDA
em 1986, tornando-se o primeiro anticorpo monoclonal terapéutico licenciado nos Estados
Unidos (Ortho Multicenter Transplant Study Group, 1985). Essa aprovagdo marcou o inicio
do uso clinico de anticorpos imunomoduladores e, consequentemente, possibilitou a

manipulacdo direta dos circuitos de ativagdo, expansao e tolerancia dos linfocitos T.

A modulagdo do CD3 por meio de anticorpos monoclonais foi inicialmente
explorada no contexto de transplantes, no qual o muromonab-CD3 (OKT3), anticorpo murino
IgG2a, foi aprovado para prevencdo e tratamento de rejeicdo aguda mediada por células T
(Cosimi et al.,, 1981). Contudo, estudos clinicos subsequentes evidenciaram que a
administracao intravenosa do anti-CD3 promove ativacdo policlonal transitoria de linfécitos T
remanescentes, acompanhada por liberagdo sistémica de citocinas inflamatorias,
caracterizando a sindrome de liberagdo de citocinas (Chatenoud et al., 1990). Além disso,
observou-se deplecdo significativa de células T periféricas, o que restringiu de forma

substancial o uso clinico prolongado dessa abordagem.

A administragdo oral de anticorpos anti-CD3, em contraste com a via parenteral,
resulta em perfil de acdo radicalmente distinto, caracterizado pela auséncia de deplecao
sistémica de células T e por efeitos imunomodulatorios associados predominantemente a
mucosa intestinal (Ochi et al., 2006). Nesses modelos, o tratamento oral foi capaz de induzir
estados de tolerancia imunologica sem evidéncias de imunossupressao sistémica significativa.
Do ponto de vista mecanistico, os dados experimentais disponiveis indicam que a interacao do
anti-CD3 com linfocitos T da lamina propria intestinal ocorre em um contexto de baixa ou
ausente coestimulacdo, condicdo associada a inducdo de estados de ndo responsividade
funcional, como anergia, ou a eliminagdo de populagdes efetoras hiperativadas (Smith et al.,
1997). Revisdes integrativas da literatura sustentam que mecanismos semelhantes estejam
envolvidos na tolerancia induzida pelo anti-CD3 administrado por via oral (Chatenoud &

Bluestone, 2007).
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Paralelamente, o anti-CD3 oral demonstrou favorecer a expansdao de populagdes
reguladoras, incluindo linfocitos T CD4'CD25'Foxp3’, reconhecidamente centrais para a
manuten¢do da tolerancia periférica (Belghith et al., 2003). Essas células produzem citocinas
imunossupressoras, como TGF-3, capazes de modular a funcdo de células apresentadoras de

antigenos e suprimir respostas efetoras patogénicas.

Além das Tregs Foxp3", o anti-CD3 oral induz populagdes de células T produtoras de
IL-10, frequentemente classificadas como células Trl, bem como outras populagdes
reguladoras, contribuindo para o estabelecimento de um microambiente imunologico
tolerogénico na mucosa intestinal (Ochi et al., 2006). Esse estado regulatorio apresenta ainda
o fenomeno de bystander suppression, no qual células reguladoras ativadas em resposta a um
determinado estimulo sdo capazes de suprimir respostas inflamatdrias dirigidas a antigenos

distintos presentes no mesmo microambiente tecidual (Weiner et al., 1994).

Assim, esses dados demonstram a possibilidade, embora ainda pouco explorada
experimentalmente, do uso da via oral para modular seletivamente a resposta imunologica no

trato gastrointestinal.

1.3 Saccharomyces boulardii como plataforma bioterapéutica

A Saccharomyces boulardii ¢ uma levedura ndo patogénica taxonomicamente
préoxima a Saccharomyces cerevisiae, porém apresenta caracteristicas fenotipicas distintas que
favorecem sua aplicacdo clinica. Entre elas, destaca-se a resisténcia a temperatura corporal de
37°C e ao pH acido (McFarland, 2010; Kelesidis & Pothoulakis, 2012), o que possibilita a
passagem da levedura pelo trato gastrointestinal. Outro aspecto relevante ¢ a incapacidade da
S. boulardii em colonizar permanentemente o intestino (Buts et al., 1994; McFarland, 2010);
essa caracteristica reduz preocupacgdes relacionadas a persisténcia de microrganismos

geneticamente modificados e reforca sua adequacao para aplicagdes terapéuticas controladas.

Do ponto de vista biotecnologico, S. boulardii apresenta maquinaria de expressao
eucariotica compativel com modificagdes pos-traducionais complexas, incluindo
N-glicosilacao, O-glicosilacdao, formagdo de pontes dissulfeto e processamento proteolitico,
essenciais para a funcionalidade de proteinas terapéuticas, como anticorpos (Romanos et al.,
1992; Walsh & Jefteris, 2006). Outro diferencial ¢ a facilidade de manipulacdo da parede

celular para fins de ancoragem proteica. A S. boulardii apresenta composicao e organizagao
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da parede semelhantes as de S. cerevisiae, permitindo o uso dos sistemas classicos de yeast
surface display, baseados em proteinas como a-aglutinina, Sedl, Cwpl e Flo1 (Tanaka et al.,

2012).

Além das propriedades biotecnologicas, a S. boulardii apresenta atividades
terapéuticas intrinsecas que contribuem diretamente para sua relevancia clinica. Em modelos
de colite experimental, S. boulardii reduz o estresse oxidativo ao induzir a expressdo de
enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase e catalase, e preserva a expressao de
proteinas de juncdo oclusiva, incluindo ocludina, claudina-1 e ZO-1 (Wu et al., 2008). Em
pacientes com doenca de Crohn, melhora a permeabilidade intestinal por meio do aumento da
expressdao de mucinas (MUC2 e MUC3) e da redugdo da apoptose de enterdcitos (Vilela et al.,
2008). A levedura também diminui a severidade da mucosite intestinal induzida por
quimioterapia ao estimular a proliferacao celular nas criptas e acelerar a renovacao epitelial
(Sezer et al., 2009). Adicionalmente, restaura vias de transporte de fluidos e eletrdlitos por
regular positivamente transportadores de membrana, como o trocador sodio-hidrogénio

(NHE3), e por inibir a secre¢ao de cloreto dependente de AMPc (Schroeder et al., 2004).

As propriedades imunomoduladoras da S. boulardii constituem outro componente
essencial de sua agdo terapéutica. A levedura estimula a produgdo de imunoglobulina A
secretoria (IgA) por células plasmaticas da lamina propria, fortalecendo a defesa imunoldgica
da mucosa (Pothoulakis, 2008). Simultaneamente, aumenta a concentragdo sérica de IgG,
contribuindo para a resposta imune sistémica. Além disso, induz a producao de citocinas
anti-inflamatorias por células dendriticas e macrofagos intestinais através da ativagdo de
receptores de reconhecimento padrdo, especialmente TLR2 e TLR6, a0 mesmo tempo em que
inibe a ativagdo de MAP quinases (ERK1/2, p38 e JNK), reduzindo assim a sintese de
mediadores pro-inflamatérios, como TNF-a e IL-8 (Pothoulakis, 2008). Adicionalmente, a S.
boulardii promove o aprisionamento de linfocitos T helper nos linfonodos mesentéricos por
modular a expressdo de moléculas de adesdo, particularmente integrinas 04p7 e selectinas,
limitando desse modo a migracdo dessas células para a mucosa intestinal e diminuindo a

intensidade da resposta inflamatodria (Pothoulakis, 2008).

Em conjunto, esses mecanismos demonstram que a levedura atua de forma
multifacetada no trato gastrointestinal, conferindo-lhe um perfil terapéutico amplo e
integrado. A utilizacdo de vetores bioterapéuticos vivos para a entrega de proteinas

terapéuticas no trato gastrointestinal representa uma estratégia complementar a administragao
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sistétmica de anticorpos purificados, pois oferece vantagens potenciais relacionadas a
estabilidade, a biodistribuicdo e a interagdo direta com o sistema imunoldgico da mucosa.
Nesse contexto, a S. boulardii emerge como plataforma particularmente atrativa para
bioterapia, uma vez que combina propriedades probioticas, histérico de uso seguro e
caracteristicas biotecnoldgicas favoraveis a expressdo de proteinas heterélogas, formando um
conjunto de atributos relevantes para aplicagdes terap€uticas no ambiente intestinal (Azevedo,

2021; Olinto, 2023; Pinhate, 2025).

1.4 Sistemas de revestimento para administracio oral

A modificagdo da interface celular de microrganismos probidticos tem sido
amplamente investigada como estratégia para aprimorar a estabilidade e a funcionalidade de
sistemas terapéuticos baseados em células vivas. Nesse contexto, diferentes abordagens vém
sendo exploradas, incluindo o emprego de polissacarideos anidonicos, nanoparticulas hibridas
e, de maneira particularmente relevante, revestimentos lipidicos baseados em fosfolipidios e
lipossomas. Esses sistemas t€ém como objetivo principal aumentar a resisténcia ao ambiente
acido gastrico, reduzir a clivagem por proteases pancreaticas e mitigar os efeitos
desnaturantes dos sais biliares, fatores que comprometem de forma significativa a estabilidade
de proteinas recombinantes expostas na superficie celular ou secretadas localmente (Zhang et

al., 2018; Cao et al., 2020).

Entretanto, apesar de seu potencial, essas estratégias enfrentam limitagdes
metodoldgicas importantes. A aplicacdo de revestimentos deve preservar a fisiologia
microbiana e permitir a difusdo adequada de nutrientes e metabolitos. Matrizes poliméricas
espessas, embora eficazes como barreiras fisico-quimicas, podem reduzir a viabilidade celular
e prejudicar a atividade metabodlica da levedura. Por outro lado, lipossomas livres ou
fracamente associados a superficie celular apresentam estabilidade limitada in vivo, uma vez
que ndo garantem ancoragem direta e duradoura a parede celular, especialmente sob

condi¢des dindmicas do TGI (Zhou et al., 2019; Koo et al., 2021).

Nesse cenario, sistemas de deposi¢ao lipidica inspirados em mecanismos bioadesivos
naturais emergem como alternativas conceitualmente mais robustas. Estratégias baseadas na
3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) exploram interagdes fisico-quimicas analogas as observadas
nas proteinas adesivas de mexilhdes marinhos, cuja elevada afinidade por superficies

organicas e inorganicas decorre da presenca de grupos catecolicos altamente reativos (Lee et
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al., 2007; Waite, 2017). Essa propriedade confere 8 DOPA o papel de intermediario adesivo
universal, permitindo a ancoragem estavel de componentes lipidicos a grupos funcionais da
parede celular fungica como mananas, glucanas e proteinas estruturais, sem promover
imobilizagdo celular ou perturbagdes criticas da integridade da levedura (Sedo et al., 2013;

Lynge et al., 2011).

A associacdo sinérgica entre DOPA e colesterol apresenta vantagens adicionais bem
estabelecidas na literatura de biomateriais. Enquanto a DOPA assegura a fixacao eficiente da
camada lipidica a superficie celular, o colesterol atua como modulador estrutural da bicamada,
reduzindo sua fluidez excessiva, controlando a permeabilidade e aumentando a estabilidade
mecanica em ambientes aquosos e fisioldgicos complexos (Yeagle, 2014; Allen & Cullis,
2013). Essa organizagdo estrutural ¢ particularmente relevante para aplicagcdes no trato
gastrointestinal, onde variagdes abruptas de pH, forca idnica e composi¢do enzimatica

impoem desafios severos a integridade de sistemas terapéuticos baseados em proteinas.

Dessa forma, o revestimento lipidico passa a atuar como uma camada complementar
de estabilizagdo, adicionando uma protecdo fisico-quimica adicional aquela ja conferida pela
propria célula de levedura. Ao estabelecer um revestimento biocompativel e estruturalmente
estavel por meio da interface DOPA/colesterol, o sistema busca reduzir a taxa de degradacao
tanto da célula quanto do anticorpo exposto, aumentando a probabilidade de que o anticorpo
anti-CD3 ancorado alcance a mucosa do intestino distal em conformagdo estrutural e

funcionalmente preservada.
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2 JUSTIFICATIVA

As Doengas Inflamatoérias Intestinais (DII), incluindo colite ulcerativa e doenga de
Crohn, configuram condi¢des cronicas que impdem impacto clinico, social e econdmico
significativo. A prevaléncia global dessas doencas cresce continuamente, com paises
recém-industrializados apresentando aumento superior a dez vezes entre 1990 e 2016 (Ng et
al., 2017; Kaplan & Ng, 2025). Atualmente, o arsenal terapéutico baseia-se principalmente em
anticorpos monoclonais anti-TNFa. Entretanto, aproximadamente 30-40% dos pacientes ndo
respondem adequadamente ao tratamento inicial, e entre os respondedores, 23-46% perdem
eficacia terapéutica ao longo do tempo devido ao desenvolvimento de anticorpos anti-droga
(Ben-Horin, Kopylov & Chowers, 2014). Além disso, essas terapias exigem administracido
parenteral frequente, aumentando o risco de imunossupressao sistémica e eventos adversos
graves, incluindo infec¢des oportunistas como tuberculose e pneumonia (Toruner et al., 2008;
Kane et al., 2008).

Adicionalmente, os custos dessas terapias constituem uma barreira relevante, que se
reflete diretamente no alto preco dos biofarmacos disponiveis comercialmente (Chen et al.,
2024). No Brasil, os imunobiolégicos sdo majoritariamente fornecidos pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) e representam cerca de 60% dos gastos totais em satde publica no pais
(IEA-USP, 2017). Reconhecendo esse cenario, o Brasil tem destacado a necessidade
estratégica de estimular a producdo nacional de biofarmacos e o desenvolvimento de
plataformas terapéuticas inovadoras, no ambito das politicas de Complexo
Economico-Industrial da Saude (Brasil, 2017).

Portanto, a necessidade de estratégias terapéuticas mais seguras, eficazes e acessiveis
impulsiona a busca por sistemas de entrega oral de proteinas terapéuticas. Probidticos
convencionais, como Lactococcus lactis, demonstram potencial para entrega de moléculas
bioativas, mas apresentam limitagdes como baixa sobrevivéncia em pH acido (Braat et al.,
2006). Diante ao exposto, a Saccharomyces boulardii surge como uma plataforma mais
adequada para entrega oral de farmacos por ser mais resistente as condi¢cdes do TGI (Graff et
al., 2008; McFarland, 2010). Apesar do potencial teoérico, a literatura sobre engenharia
genética de S. boulardii continua limitada. Em comparacdo com Saccharomyces cerevisiae,
cuja biologia molecular e capacidade de expressao heterdloga estdo amplamente descritas, S.
boulardii carece de métodos otimizados para inser¢do, expressdo estavel e manutengdo de
genes exogenos, especialmente proteinas complexas como anticorpos (Hudson et al., 2014).
Protocolos adaptados de S. cerevisiae frequentemente apresentam eficiéncia reduzida em S.
boulardii, dificultando sua aplicagdo direta sem ajustes.

Assim, este projeto justifica-se pela necessidade de preencher lacunas cientificas
relacionadas a engenharia genética de S. boulardii, com foco no desenvolvimento de
estratégias eficientes de expressao e ancoragem de anticorpos terapéuticos. Ao estabelecer
protocolos robustos e avaliar a entrega funcional em modelo animal, a pesquisa proposta visa
criar uma plataforma de bioterapia oral que concilie eficicia, seguranga e custo, contribuindo
para o avanco de tratamentos inovadores para DII e oferecendo alternativas acessiveis e
eficazes em contextos clinicos diversos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho propde o desenvolvimento, a caracterizagdo e a otimizagao de
uma linhagem transformante de Saccharomyces boulardii capaz de expressar um scFv
anti-CD3 ancorado a superficie celular, com potencial aplicacio como bioterapia para

imunomodulacdo do trato gastrointestinal por via oral.

3.1.2 Objetivos especificos

a) Estabelecer e otimizar o vetor de expressdo e os protocolos mais eficientes para a

engenharia genética de S. boulardii;

b) Selecionar e caracterizar um clone transformante de S. boulardii com estabilidade

genética e elevados niveis de expressao heterdloga do anticorpo;

c) Avaliar a eficacia do encapsulamento lipidico na protecdo do sistema frente a

condi¢des que simulam o trato gastrointestinal, em ensaios in vitro;

d) Demonstrar o delivery da levedura em modelo animal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho e construciao dos vetores de expressiao
4.1.1 Vetor epissomal para expressao de scFv anti-CD3

Inicialmente, foi utilizado um plasmideo epissomal previamente caracterizado em
nosso laboratério (Pinhate et al., em prepara¢do) para expressdo de fragmento scFv
(single-chain variable fragment) anti-CD3 ancorado a superficie celular de S. boulardii
(Figura 1). Este vetor ¢ derivado do vetor pYC230 (obtido com o Dr. Fernando Torres), e
contém os seguintes elementos: (i) origem de replicacdo 2, conferindo replicagdo autonoma;
(i1)) gene de resisténcia Neo (G418R); (iii)) promotor constitutivo SEDI para expressiao
heterdloga (corresponde as coordenadas 599.992 a 600.793 do arquivo do GenBank
NC 001136; arquivo referéncia do genoma da S. cerevisiae S288C cromossomo 4); (iv)
peptideo sinal SED/ para direcionamento a via secretoria; (v) fragmento scFv anti-CD3; (vi)
espacador YNR(044W-Aga-stalk (correspondente aos nucleotideos na posi¢ao 304 a 1167 da
sequéncia GenBank NM 001183221.1; o cddon para Cys na posicao 316-318 foi substituido
por um coédon para Ala) para projecao do scFv além da camada de manoproteinas da parede
celular, aumentando sua acessibilidade; e (vii) dominio de ancoragem SEDI para ligacio
covalente a parede celular (correspondente as coordenadas 672 a 1358 da sequéncia GenBank

X66838.1).

pSED promaoter
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Figura 1 - Mapa do plasmideo pSEDsa-CD3. O esquema mostra o backbone do plasmideo, o
cassete de expressdo do anticorpo anti-CD3, o promotor SED, a origem de replicacdo 2y, o

peptideo sinal SED1, as tags HA e FLAG e o espacgador da proteina AGAL.

4.1.2 Vetores integrativos para expressao de scFv anti-CD3

Devido as limitagdes inerentes aos sistemas episomais, como instabilidade genética,
foram desenvolvidos vetores integrativos para expressao estavel do scFv anti-CD3. Para
identificar o sitio de integragdo cromossomal mais eficiente no genoma de S. boulardii, foram
construidos inicialmente trés vetores-teste contendo apenas (i) cassete de expressdo de GFP
(Maury et al., 2016); (i1) cassete de resisténcia kanMX (IGEM part BBa K300989); (iii)
peptideo sinal AGA2 para direcionamento a via secretoria; (iv) dominio de ancoragem SED/
para ligacdo covalente a parede celular; e (v) regides de homologia aos elementos de
transposi¢ao Tyl.2 e Ty2, direcionando a integragdo cromossomal por recombinacdo
homologa (Liu et al., 2020). As sequéncias dos elementos Ty foram derivadas do genoma de

referéncia de S. cerevisiae S288C.

Considerando a divergéncia de sequéncia de S. boulardii em relacdo a S. cerevisiae,
um terceiro vetor foi desenvolvido contendo a regido 3' do elemento Ty2 modificada (Ty2sb -
Ty2 modificado para S. boulardii) visando otimizar o alinhamento com as sequéncias LTR
(Long Terminal Repeats) endogenas de S. boulardii. O cassete de integragao, contendo dois
cassetes de expressdo, foi sintetizado por terceiros. Para permitir a propagagdo em E. coli, o
cassete de integracdo foi clonado no vetor de clonagem pBluescript, contendo origem de

replicagdo ColE1 e gene de resisténcia a ampicilina.

ApoOs a caracterizacdo comparativa da eficiéncia de integracdo dos trés vetores-teste
contendo GFP, o vetor baseado em Ty2sb foi selecionado como plataforma para
desenvolvimento dos vetores integrativos finais. Dois novos vetores integrativos Ty2sb foram
entdo construidos para expressdo do fragmento scFv anti-CD3 ancorado a superficie celular
de S. boulardii. As construcdes diferem pela presenca ou auséncia do gene reporter GFP a fim
de possibilitar, respectivamente: (i) deteccao e quantificagao por citometria de fluxo durante a
caracterizagdo (vetor TyCD3GFP); ou (ii) producdo sem marcador fluorescente para

aplicagdes terapéuticas (vetor TyCD3).
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A arquitetura geral dos vetores integrativos TyCD3 compreende, sequencialmente:
regido de homologia 5' Ty2sb, promotor TEFI, peptideo sinal 4GA2, scFv anti-CD3,
espacador de SEDI, dominio de ancoragem SEDI, cassete GFP opcional, cassete kanMX e
regido de homologia 3' Ty2sb (Figura X). Esta configuracdo permite integragao dirigida aos
multiplos loci Ty presentes no genoma de S. boulardii, resultando em multiplas integragdes
independentes e potencial amplificacdo da expressdao heterologa. A ORF foi desenhada por
tradugao reversa da sequéncia proteica utilizando a ferramenta de otimizacao de cddons da

GeneScript (https://www.genscript.com/tools/gensmart-codon-optimization).

Tabela 1 - Linhagens de S. boulardii utilizadas nesse trabalho.

Linhagem Descricao
Sb WT Saccharomyces boulardii wild type (selvagem)
Sb Tyl S. boulardii transformada com vetor pTy1.2-GFP
Sb Ty2 S. boulardii transformada com vetor pTy2-GFP
Sb Ty2sb S. boulardii transformada com vetor pTy2sb-GFP
Sb 2uCD3 S. boulardii transformada com vetor pSEDsa-CD3
Sb TyCD3 S. boulardii transformada com vetor pTy2sb-2C11-Sed1

Sb TyCD3GFP S. boulardii transformada com vetor pTysb-2C11-Sed1-GFP

4.2 Expansio clonal

A cepa Escherichia coli XL1-Blue foi utilizada para propagacdo e manutencao dos
plasmideos. Inicialmente, a bactéria foi semeada em meio Luria-Bertani (LB) dgar [peptona
de caseina 1% (p/v), extrato de levedura 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v), dgar bacteriologico 1,4%
(p/v)] suplementado com 10 pg/mL de tetraciclina para selecdo do marcador de resisténcia
endogeno da cepa. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Uma coldnia isolada foi
inoculada em 5 mL de meio LB liquido suplementado com 10 pg/mL de tetraciclina e
cultivada sob agitagdo de 280 rpm a 37°C overnight. No dia seguinte, 500 pL do pré-in6culo
foram transferidos para 50 mL de meio LB fresco e mantidos sob agitagdo de 280 rpm a 37°C

até atingir a ODsoo entre 0,1 e 0,3. Para obtencdo de células quimicamente competentes pelo
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método de Cloreto de Calcio (CaCl:), a cultura foi imediatamente transferida para tubos
Falcon de 50 mL pré-resfriados em gelo e centrifugada a 3000 x g durante 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi gentilmente ressuspenso em 10 mL de
solucdo de CaCl: 50 mM estéril gelado. O sedimento foi entdo centrifugado nas mesmas
condi¢cdes e ressuspenso em 1 mL de solugdo de CaCl: 50 mM, e as células competentes
foram mantidas em gelo por no minimo 60 min antes do uso. Para a transformagao, aliquotas
de 150 pL de células competentes foram transferidas para microtubos de 1,5 mL
pré-resfriados em gelo e incubadas com 100-500 ng de DNA plasmidial durante 30 min em
gelo. Apos a incubagdo, os tubos foram submetidos a choque térmico em banho-maria a 42°C
durante 3 min. Imediatamente apos o choque, as células foram recuperadas adicionando 1 mL
de meio LB e incubadas sob agitacdo de 280 rpm lenta a 37°C durante 1 h para expressao do
gene de resisténcia a ampicilina. As células recuperadas foram plaqueadas em meio LB agar
suplementado com 150 pg/mL de ampicilina. As placas foram incubadas a 37°C durante 24 h.
A extragdo do DNA plasmidial foi realizada utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen,
Hilden, Alemanha, Cat. n® 27106), seguindo o protocolo do fabricante.

4.2.1 Confirmacgao da identidade dos vetores por analise de restri¢io enzimatica

A identidade dos plasmideos extraidos foi confirmada mediante analise de restricao
enzimatica. O plasmideo 2p foi submetido a digestao dupla com as endonucleases de restricao
EcoRI (10 U/uL; Promega, 15965516) e Pstl (10 U/uL; Promega, 13036131). Os vetores
baseados em elementos Ty foram clivados com Notl (10 U/uL; New England Biolab,
10205834). As reacdes de digestdo foram preparadas conforme a especificacdo do fabricante.
Os produtos de digestdo e os controles foram analisados em Eletroforese em Gel de Agarose
0,8% acrescido de 0,5 pg/mL de Brometo de Etidio. O marcador usado para confirmar os
tamanhos dos fragmentos foi o 1kb Plus Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 10488085).
A corrida foi realizada em cuba média por 2 horas e 30-70 volts, com o tampao TAE 1X (Tris

Base 40 mM, Acido Acético Glacial 20 mM, EDTA 10mM pH 8,0).
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4.3. Transformacao de S. boulardii

4.3.1 Isolamento de S. boulardii

A cepa de Saccharomyces boulardii foi isolada de um comprimido do probidtico
Repoflor® (Legrand, lote 2X7916) diluido em 50 mL de meio Yeast Peptone Dextrose (YPD;
extrato de levedura 1%, glicose 2%, peptona de caseina 2%). Em seguida, foram realizadas
diluigdes seriadas até a obtencdo de suspensdo celular na ordem de 10' células/mL. Dessa
dilui¢do, 100 pL foram semeados em meio YPD égar (4gar 2,8%, extrato de levedura 1%,
glicose 2%, peptona de caseina 2%), e as placas foram incubadas por 48 h a 30 °C. As
colonias foram inoculadas em meio YPD e, por fim, aliquotas foram preparadas para

armazenamento em -80°C.

4.3.2 Transformacao de S. boulardii por eletroporacio

Uma coldnia isolada de S. boulardii crescida em YPD 4gar foi inoculada em 5 mL de
meio YPD e cultivada overnight sob agitacdo de 200 rpm a 30°C. No dia seguinte, o
pré-indculo foi diluido em 100 mL de meio YPD fresco, ajustando a densidade optica inicial

(DOesoo) para 0,3. O in6culo subsequente foi mantido nas mesmas condigdes até atingir uma

ODsoo de 0,6; 1,2 ou 1,6.

As células foram coletadas por centrifugacdo a 3000 x g durante 5 min a 4°C, ¢ 0
sobrenadante foi descartado. O sedimento celular foi ressuspendido em 1 mL de sorbitol 2 M
estéril e mantido em gelo. O sistema de transformagao foi preparado adicionando-se 400 pL
da suspensao celular, 20 pg do plasmideo epissomal e 10 pg de DNA carreador de esperma de
arenque (previamente desnaturado a 95°C por 5 min). A mistura foi transferida para cubeta de
eletroporacdo de 0,2 cm (pré-resfriada em gelo) e submetida a pulso elétrico no sistema
GenePulser Xcell™ (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Os parametros testados foram: voltagem
de 0,75 a 2,5 kV, capacitancia de 25 puF e resisténcia de 200 ou 400 Q.

Imediatamente ap6s a eletroporagdo, adicionou-se 1 mL de sorbitol 2 M a cubeta
para recuperacdo celular. As células foram transferidas para tubo estéril e incubadas a 30°C
durante 2 ou 3 h sem agitacao. Aliquotas das células recuperadas foram semeadas em placas

de YPD 4gar suplementadas com 200 pg/mL de geneticina. Para avaliar a viabilidade celular,
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diluigdes seriadas das células foram plaqueadas em meio YPD &gar sem pressdo seletiva,
antes e apos a eletroporagdo. A eficiéncia de transformacao foi calculada como a razdo entre
UFC e a quantidade de DNA em pg. As colonias transformantes foram observadas apds 48 h
de incubagdo a 30°C. Um teste adicional foi feito com incidéncia de luz ultravioleta (UV) por
10 segundos nas células competentes antes da incubagdo com o plasmideo, seguindo os

parametros de eletroporacdo mais eficientes.

4.3.3 Transformacao de S. boulardii por choque térmico

Uma coldnia isolada de S. boulardii selvagem crescida em YPD &gar foi inoculada
em 5 mL de meio YPD e cultivada overnight sob agitagdo de 200 rpm a 30°C. No dia
seguinte, o pré-inoculo foi diluido em 100 mL de meio YPD fresco, ajustando a DOeoo 1nicial
para 0,1. O cultivo foi mantido nas mesmas condicdes até atingir DOesoo de 0,4 (fase
exponencial inicial). A suspensdo celular foi centrifugada a 3000 x g durante 5 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi lavado trés vezes com agua Milli-Q
estéril para remogdo completa dos componentes do meio. As células foram entdo
ressuspendidas em 1 mL de solu¢ao LTE (acetato de litio 0,1 M, Tris-HCl 10 mM, EDTA 1
mM) e incubadas a 30°C durante 1 h sob agitacdo lenta para permeabilizagdo da parede

celular.

ApoOs a incubagdo, o sistema de transformacao foi preparado contendo: 200 pL de
células competentes, 50 uL de LTE, 2 pg do plasmideo (intacto se for epissomal, e digerido
com NOTI se for integrativo) 10 pg de DNA carreador de esperma de arenque (previamente
desnaturado). O sistema foi homogeneizado gentilmente e incubado a 30°C durante 1 h sem
agitacdo. Em seguida, adicionaram-se 0,7 mL de solu¢ao PLTE (LTE acrescida de 40% p/v de
polietilenoglicol 4000), e o sistema foi incubado a 30°C durante 30 min sem agitagdo.
Posteriormente, foi conduzido o choque térmico a 42°C por 15 min em banho-maria.
Imediatamente apds o choque térmico, as células foram lavadas duas vezes com tampao TE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) por centrifugacdo a 3000 x g durante 3 min a 4°C. O
sedimento foi ressuspendido em 1 mL de meio YPD e incubado overnight a 30°C sob

agitacdo de 200 rpm para recuperagdo e expressao do marcador de resisténcia.
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Por fim, as células recuperadas foram semeadas em placas de YPD dgar
suplementadas com 200 pg/mL de geneticina. A viabilidade celular foi avaliada
plaqueando-se dilui¢des seriadas em meio ndo seletivo antes e apds o choque térmico. A
eficiéncia de transformagao foi calculada como descrito anteriormente (se¢ao 4.3.2). As
coldnias transformantes foram observadas apos 48 h de incubagdo a 30°C, e a confirmacao da

integragao foi realizada por PCR de colonia conforme descrito na se¢ao 4.3.4.

Um teste adicional foi feito com incidéncia de luz ultravioleta (UV) por 10 segundos
nas células competentes antes da incubacdo com o plasmideo, seguindo os parametros de

choque térmico mais eficientes.

4.3.4. Confirmacio da transformacao

Iniciadores especificos para o gene de resisténcia a G418 (kanMX) e para o gene do
anti-CD3 scFv foram desenhados utilizando a ferramenta Primer-Blast NCBI (Tabela 2). As
coldnias crescidas em meio seletivo ap6s a transformagdo foram submetidas a lise enzimatica
para extracdo do DNA. Para tal, as células foram ressuspendidas em solucao contendo 10 uL.
de agua Milli-Q e 5 pL de liticase (5000 U/mL) e incubadas a 30°C durante 30 min.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a choque térmico a -80°C trés vezes para
rompimento celular adicional. A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi preparada em
volume final de 20 pL, contendo: 2 pL de lisado celular, 10 pL. de MasterMix (LightCycler®
480 SYBR Green I Master, Roche), 10 uM de cada iniciador e agua Milli-Q para completar o
volume final. As condigdes de amplificacdo no termociclador (Veriti™ 96-Well Thermal
Cycler) consistiram em: lise inicial a 95°C por 10 min; 30 ciclos de: desnaturagdo a 95°C por
10 segundos, anelamento a 63°C por 20 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e 30

segundos.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v).
O tamanho esperado do amplicon foi de aproximadamente 456 pb, confirmado mediante
comparagdo com marcador de peso molecular 1 kB Plus Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA, 10488085).
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Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores para o gene G418 e para o gene do scFv.

Fragmento Sequéncia dos Iniciadores Tm Tamanho do amplicon

G418 GATTGTCGCACCTGATTGCC 63°C 456pb
CATGGAGGCCCAGAATACCC

Anti-CD3 CCAACAAAAGCCAGGTAAGG 55°C 260 pb
CGTCGTCGTCCTTGTAGTCA

4.4. Caracterizacio dos clones de S. boulardii

4.4.1 Curva de crescimento

Para caracterizar o perfil de crescimento da levedura, uma colonia isolada de S.
boulardii foi inoculada em 5 mL de meio YPD e cultivada overnight sob agitagdo de 200 rpm
a 30°C. Subsequentemente, 5 pL do pré-inoéculo foram transferidos para 5 mL de meio YPD
fresco e mantidos nas mesmas condi¢des. A curva de crescimento foi construida mediante
mensuracdo da densidade Optica a 600 nm (DOsoo) até atingir a fase estaciondria. O mesmo
procedimento foi realizado apds a transformacao da levedura, visando comparar o perfil de
crescimento entre a linhagem selvagem e os clones transformantes. A curva de crescimento
também foi aferida pelo equipamento BioTek Eon™ Microplate Spectrophotometer com
placas de 96 pocos acrescidas de 200 uL de meio YPD seletivo e 1 uL do inoculo. O
equipamento foi setado para 25°C e rotagdo orbital de 205 cpm até as células atingirem a fase

estacionaria.

4.4.2 Determinaciao da concentraciao de marca seletiva

A determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) de geneticina (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) foi realizada concomitantemente a curva de crescimento. A
cada tempo de mensuracao da DOsoo, aliquotas de 50 uL do cultivo foram semeadas em placas

de YPD 4gar suplementadas com concentragdes crescentes de geneticina: 0, 50, 100, 200, 300
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e 400 pg/mL. As placas foram incubadas a 30°C durante 48 h, e a contagem de coldnias foi

realizada para determinagdo da CIM.

4.4.3 Determinacio da solucio para manutencio da viabilidade celular

Paralelamente, ensaios foram conduzidos para determinar a solugdo otima de
ressuspensdo e manutencdo da viabilidade celular. Para tal, aliquotas de 100 pL de S.
boulardii selvagem foram incubadas durante 3 h sob agitagdao de 200 rpm a 30°C com 100 puL
das seguintes solucdes: dgua Milli-Q, tampao fosfato-salino 1x (PBS; NaCl 150 mM,
NaH:PO: 10 mM, pH 7.4), solugdo salina 0,9%, ou Sorbitol 2M. Apods a incubacio, diluigdes
seriadas foram semeadas em placas de YPD agar sem pressdo seletiva para quantificagdo de

unidades formadoras de colonias (UFC).

4.4.4 Estabilidade genética dos vetores

Para avaliar a estabilidade dos vetores, trés clones de cada linhagem transformada
foram subcultivados durante seis geracdes consecutivas em meio nao seletivo e,
subsequentemente, re-expostos a geneticina 200 pg/mL. A confirmagdo da presenca do vetor
foi realizada por PCR de coldnia antes e apos a remog¢do da pressdo seletiva, utilizando os

iniciadores descritos na Tabela 2.

4.4.5 Expressao do anti-CD3

As linhagens de S. boulardii transformadas com vetores para expressdao constitutiva
de scFv anti-CD3 foram cultivadas em meio YPD suplementado com geneticina (200 pg/mL)
como marcador de selecdo. Para determinar as condi¢gdes 6timas de expressao, indculos de 5
mL foram cultivados overnight sob agitagdo de 200 rpm, testando-se trés temperaturas
distintas: 25°C, 28°C e 30°C. A proteina recombinante ancorada a superficie celular foi
marcada com o anticorpo anti-HA-FITC ou anti-FLAG conjugado com anti-rabbit [gG-FITC

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em células ndo permeabilizadas, conforme instrugdes
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do fabricante. Posteriormente, as amostras foram analisadas no citometro de fluxo Accuri C6
Plus Flow Cytometer (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA), com
aquisicdo de 10.000 eventos por amostra. Os dados de citometria foram analisados no

software FlowJO™ v10.10.

4.5 Capsula lipidica

4.5.1 Encapsulamento da levedura

O revestimento lipidico das células foi realizado segundo metodologia adaptada de
Cao et al. (2019). Inicialmente, preparou-se um filme lipidico pela dissolu¢ao de DOPA (18:1
PA Avanti Research™, 840875P-25MG-E-151) e colesterol (Sigma-Aldrich, SLCG0989) na
propor¢ao molar de 4:1 em 1 mL de cloroférmio, seguida de evaporacao completa do solvente
em temperatura ambiente. O filme resultante foi hidratado com uma suspensao de S. boulardii
em cloreto de calcio 12,5 mM gelado, e a mistura foi agitada em voértex por 15 min para
permitir a deposicao dos lipidios sobre a superficie celular. Apds o revestimento, as células
foram lavadas trés vezes com agua Milli-Q para remocgao do excesso de lipidios ndo aderidos

e armazenadas a -80°C em meio YPD suplementado com glicerol.

4.5.1 Deteccao da capsula

A eficiéncia do revestimento foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o
marcador de lipidio BTD-QN (fluoréforo de quinolina conjugado com benzenotiadiazol, A de
excitagdo = 488 nm) desenvolvido pelo laboratério do Prof. Dr. José Raimundo Correa. Para a
marcagdo, aproximadamente 10° células revestidas foram incubadas com BTD-QN 10 uM em
volume final de 30 pL (completado com agua Milli-Q) por 30 min a temperatura ambiente e
protegidas de luz. Apds a incubacgao, as células foram lavadas com agua Milli-Q, mantidas a

4°C e analisadas por citometria de fluxo.
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4.5.1 Ensaio in vitro com leveduras encapsuladas

A viabilidade celular de S. boulardii encapsulada e ndo encapsulada foi avaliada apds
exposi¢do a fluidos gastrointestinais simulados. Aliquotas de 10° células (encapsuladas ou ndo
encapsuladas) ressuspendidas em 100 pL de 4gua Milli-Q foram adicionadas a 100 uL de
fluido gastrico simulado estéril (SGF, pH 1,5; Biochemazone, BZ175) ou fluido intestinal
simulado estéril suplementado com lipase (SIF, pH 6,8; Biochemazone, BZ176), resultando
em volume final de 200 pL. As suspensdes foram incubadas por 1 h a 37°C sem agitagao.
Como controle, células foram ressuspendidas apenas em dgua Milli-Q e submetidas ao
mesmo procedimento. Apds a incubagdo, as células foram recuperadas por centrifugacao
(3.000 x g, 3 min, 4°C), lavadas trés vezes com agua Milli-Q e diluidas seriadamente até¢ a
diluigdo 10°. Aliquotas de 100 uL da dilui¢do foram plaqueadas em meio YPD solido e
incubadas a 30°C por 48 h para contagem de unidades formadoras de colonias (UFC).
Amostras das suspensdes celulares antes da exposicao aos fluidos simulados também foram

plaqueadas para determinacdo da viabilidade inicial.

4.5.2 Ensaio in vivo com leveduras encapsuladas

A experimentagdo animal foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Universidade de Brasilia (CEUA/UnB, Processo SEI 23106.086054/2021-12). A
biodistribuicao de S. boulardii encapsulada e nao encapsulada foi avaliada em camundongos
BALB/c fémeas (n=4 por grupo) utilizando a linhagem Sb Ty2sb, a qual expressa
constitutivamente a proteina fluorescente verde (GFP). Os animais receberam dose unica de
10° células (encapsuladas ou ndo encapsuladas) por gavagem oral. A fluorescéncia in vivo foi
monitorada por imageamento Optico no equipamento IVIS™ Lumina (Revvity) nos seguintes
tempos apds a gavagem: 8 h, 24 h e 48 h. Os animais foram anestesiados com isoflurano
durante a aquisi¢do das imagens, obtidas com os seguintes parametros: tempo de exposi¢cdo de
10 s, binning 4, abertura f/stop 2, excitacdo em 440 nm, emissao em 570 nm e campo de visao
(FOV) C. As imagens foram analisadas no Living Image™ software (Revvity). Fezes foram
coletadas e plaqueadas em meio seletivo para detec¢ao da levedura transformante.

Um segundo ensaio foi realizado nas mesmas condi¢gdes para avaliar a

biodistribui¢do em tempo mais precoce (1 h apds gavagem) e para analise ex vivo do trato
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gastrointestinal 2 h ap6s a administragdo. Para as imagens ex vivo, os animais foram
eutanasiados com Tiopental 200 mg/Kg, o intestino foi retirado e imageado nas mesmas

condicdes descritas anteriormente.

4.5.3 Analises estatisticas

O tratamento e a analise estatistica dos dados experimentais foram conduzidos em
ambiente computacional utilizando a linguagem Python (v. 3.x) e a plataforma Google Colab.
A manipulagdo de dados brutos e a organizacdo em dataframes foram realizadas via
biblioteca Pandas. Dada a natureza biologica das amostras (n=3), optou-se pelo Teste t de
Welch, implementado via scipy.stats, para comparagdes entre médias de grupos
independentes, por ser uma alternativa que nao pressupde homocedasticidade (igualdade de
variancias). As métricas de dispersao foram reportadas como Erro Padrao da Média (EPM). A
sintese visual foi elaborada com as bibliotecas Matplotlib e Seaborn. Os codigos-fonte
utilizados para as andlises e geracdo dos graficos encontram-se disponiveis em:

https://colab.research.google.com/drive/17aAwAjJ2iR3BzJYHDtQ1uLOStylbz 0q.

4.5.4 Determinacio do Perfil de Carga e Ponto Isoelétrico in silico

A caracterizacdo eletrostatica do scFv anti-CD3 iniciou-se com a determinagdo do
ponto isoelétrico (pl) por meio da plataforma Benchling (Molecular Biology Suite). O
software realiza o calculo preditivo com base na sequéncia primaria de aminoacidos,
utilizando o algoritmo de carga liquida fundamentado no conjunto de constantes de
dissociacdo acida (pKa) do EMBOSS. A partir do valor de referéncia obtido (pI = 5,16),
procedeu-se a modelagem da curva de carga liquida em um gradiente de pH (1,5 a 10,0) via
Python, disponibilizado na secdo 4.5.3. Utilizando a biblioteca NumPy, aplicou-se
interpolacdo linear para estimar o estado de ionizacdo da molécula em pontos criticos que
simulam o transito pelo trato gastrointestinal. Foram delimitadas zonas de instabilidade
coloidal na proximidade do pl e zonas de risco de desnaturacao ou protedlise em pH extremo
(< 2,5). Essa integracdo entre predi¢ao por software e modelagem computacional permitiu
correlacionar a estabilidade tedrica da proteina com as variacdes fisiologicas de pH esperadas

in vivo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Desenvolvimento do vetor de expressao e clonagem
5.1.1 Confirmacgao do vetor epissomal 2p para expressao de scFv anti-CD3

A andlise de restricdo enzimatica com EcoRI e Pstl confirmou o perfil esperado com
bandas de aproximadamente 6000 pb e 3000 pb (Figura 2); assim, validamos a correta

identidade do plasmideo extraido e expandido.

Figura 2 - Confirmacdo do vetor pSEDsa-CD3 por andlise de restrigdo enzimatica.
Eletroforese em Gel de Agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio. (M) marcador 1kb Plus

Ladder. (1) e (2) vetor intacto. (3) e (4) vetor digerido com EcoR1 e Pstl.

5.1.2 Otimizag¢ao do protocolo de transformacao de S. boulardii com o vetor 2p

Ensaios prévios de transformacdo da S. boulardii em nosso grupo revelaram uma
baixa de transformabilidade (taxa de transformacdes bem-sucedidas) e uma baixa eficiéncia
de transforma¢do (numero de clones transformantes) com o vetor contendo origem de
replicagdo 2p usado neste trabalho (pSEDsa-CD3). Em concordancia, alguns trabalhos na
literatura relataram a mesma dificuldade em clonar essa levedura (Liu et al., 2020). Para
estabelecer um protocolo mais adequado, foram testadas sistematicamente duas metodologias:

eletroporacao e choque térmico com acetato de litio.

ooooo

Previamente aos ensaios de transformacgao, estabeleceu-se a concentragcdao 6tima do

agente seletivo geneticina (G418). Células selvagens de S. boulardii foram expostas a
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concentragdes crescentes do antibidtico em diferentes fases de crescimento (Tabela 3). A
concentracdo de 200 pg/mL inibiu completamente o crescimento da cepa ndo transformada
em todas as fases testadas, sendo selecionada como concentragao padrdo para pressao seletiva

nos experimentos subsequentes.

Tabela 3 - Determinacdo da concentragdo inibitoria minima de geneticina para S. boulardii wt.

Geneticina Oh 4h 8h 12h 24h
0 pg/mL >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
50 pg/mL 0 0 3 66 92

100 pg/mL 0 0 0 0 8

200 pg/mL 0 0 0 0 0

300 pg/mL 0 0 0 0 0

400 pg/mL 0 0 0 0 0

5.1.2.2 Comparacio entre eletroporacio e choque térmico com o vetor 2p

Para a eletroporagdao, multiplas condi¢cdes foram testadas, variando voltagem
(0,75-2,5 kV), resisténcia (200-400 ), densidade optica celular (0,6-1,6) e tempo de
recuperagdo pos-pulso (2-3h). Os resultados mostraram que, nos parametros de eletroporagao
usuais de levedura (1,5kV, 25uF e 200Q2), o tempo de recuperagdo foi determinante: apenas
culturas recuperadas por > 3h geraram transformantes (Tabela 4). A variacao da voltagem, da
capacitancia e da densidade otica (tabelas 4, 5 e 6) influenciou diretamente a viabilidade
celular apés o choque, mas n3o demonstrou um impacto conclusivo na eficiéncia de

transformagao.

Tabela 4 - Efeito do tempo de recuperacao pds-choque na eficiéncia de transformagao por

eletroporagdo em Saccharomyces boulardii.

Pulso | Capacitancia | Resisténcia [ Tempo de | Densidade | Eficiéncia de
(kV) (nF) (Q) recuperagao oOtica transformacgado
(h) (600nm) (n°CFU/ ng
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de DNA)
1,5 25 200 2 1,4 Zero
1,5 25 200 3 1,4 0,6

Tabela 5 - Efeito da intensidade do Pulso (kV) e da Resisténcia () na viabilidade e na

eficiéncia de transformagdo de Saccharomyces boulardii por eletroporagao.

Pulso [ Capacitancia | Resisténcia | Tempo de | Densidade | Viabilidade | Eficiéncia de
(kV) (uF) (Q) recuperagao Otica pos choque | transformagao
(h) (600nm) (n°CFU/ug de
DNA)
0,75 25 200 3 1,6 ~100% Zero
1,5 25 200 3 1,6 ~63% Zero
2,5 25 200 3 1,6 ~4% 0,05
0,75 25 400 3 1,6 ~100% Zero
1,5 25 400 3 1,6 ~8% Zero
2,5 25 400 3 1,6 ~0,5% Zero

Tabela 6 - Efeito combinado da intensidade do Pulso (kV) e da Densidade Optica (600nm) na

viabilidade e na eficiéncia de transformacao de Saccharomyces boulardii por eletroporagao.

Pulso | Capacitancia | Resisténcia | Tempo de | Densidade | Viabilidade | Eficiéncia de
kV) (uF) (Q) recuperagao Optica | pds choque | transformagio
(h) (600nm) (n°® CFU/pg
de DNA)
0,75 25 200 3 0,6 ~100% 0,1
0,75 25 200 3 1,2 ~100% Zero
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1,5 25 200 3 0,6 ~19% Zero
1,5 25 200 3 1,2 ~4,9% Zero
2,5 25 200 3 0,6 ~3,3% Zero
2,5 25 200 3 1,2 ~1% Zero

Com relagdo ao choque térmico, observamos uma eficiéncia de transformagdo
superior a eletroporagdo. A otimizagdo dos parametros (Tabela 7) revelou que 42°C por 15
minutos, seguido de recuperagdo overnight, resultou na maior eficiéncia de transformacao,
representando aumento de 15 vezes em relacdo a melhor condig¢do de eletroporacao. Embora
ndo fosse possivel conduzir replicatas dos testes de transformagdo devido a baixa taxa de
transformabilidade, a anélise comparativa dos ensaios demonstrou um melhor desempenho do
choque térmico em comparacdo com eletroporacao para clonagem de S. boulardii. Logo, este

protocolo foi adotado para as etapas subsequentes do projeto.

Tabela 7 - Comparacdo da eficiéncia de transformagdo em fun¢do do tempo e da temperatura

do choque térmico e do tempo de recuperacao da Saccharomyces boulardii transformada.

Temperatura do | Tempo de choque | Tempo de recuperagao Eficiéncia de
choque térmico térmico (h) transformagdo (n°
CFU/ug de DNA)
42°C 5 min 3 Zero
42°C 5 min overnight 4
42°C 15 min overnight 9
45°C 5 min overnight 2,5

A eficiéncia de transformagdo de leveduras com plasmideos episomais derivados do
2pn ¢ um fendmeno multifatorial, pois a manutengdo estdvel do 2p requer a expressiao
funcional das proteinas Repl e Rep2, o reconhecimento do locus STB e o recrutamento de
componentes da maquinaria de segregacao cromossomica da célula hospedeira (Broach et al.,
1979; Hartley and Donelson 1980; Jayaram et al. 1983). Quando um plasmideo 2p ¢
introduzido na célula, primeiramente deve ser transcrito para permitir a producdo das

proteinas de manutencao e, sobretudo, montar um complexo funcional de parti¢ao antes que a
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célula entre em mitose (Rizvi et al., 2017). Caso esse acoplamento ndo ocorra a tempo, o
plasmideo comporta-se como um elemento nuclear passivo e tende a segregar aleatoriamente
ou a ser perdido em uma das células-filhas, extinguindo o evento de transformagao (Murray &
Szostak, 1983; Futcher & Cox, 1984).

Sendo assim, a clonagem bem-sucedida ndo depende apenas da entrada do DNA,
mas também do estabelecimento como replicon estavel e segregavel antes da primeira mitose
reprodutiva (Futcher, 1988; Velmurugan et al., 2000; Mehta et al., 2005). E nesse contexto
cujas diferengas entre choque térmico e eletroporagdo se tornam relevantes. O método
LiAc/PEG promove a entrada do DNA por meio de uma desorganizagdo quimica gradual da
parede celular e da neutralizacdo de cargas, sem causar ruptura fisica abrupta (Gietz &
Woods, 2002). Apesar de induzir estresse, esse método preserva o potencial de membrana, a
homeostase i6nica e a integridade metabdlica global da célula. A eletroporagdo, por sua vez,
atua por um mecanismo de maior custo fisico a parede e & membrana, de perda do potencial
eletroquimico e de desbalango osmotico (Becker & Guarente, 1991). A consequéncia imediata
nao ¢ um checkpoint classico do ciclo celular, mas um estado de recuperacdo fisioldgica
dominado por processos de reparo de membrana e reorganizacdo iOnica. Durante esse
periodo, embora a divisdo celular possa ser retardada, a célula ndo se encontra em um estado
nuclear ideal para o estabelecimento de plasmideos episomais: a transcri¢do inicial pode ser
comprometida, a tradugdo atrasada e a montagem do complexo STB—Rep prejudicada.

Por fim, esse efeito pode explicar por que a eletroporagdo, embora frequentemente
relatada como mais eficaz para leveduras, apresentou desempenho inferior para a clonagem

com o vetor epissomal neste trabalho.

5.1.2.3 Efeito da irradiacao UV na eficiéncia de transformaciao com o vetor 2p

Um achado notavel, consistente em todos os testes, foi o efeito positivo da incidéncia
de luz ultravioleta nas células competentes (Figura 3). A luz UV demonstrou,
consistentemente, dobrar a eficiéncia de transformagdo tanto na eletroporagdo quanto no
choque térmico. Este fendmeno ainda nao foi descrito na literatura; dessa forma, mais estudos
devem ser conduzidos para elucidé-lo. Nos propomos uma investigacdo acerca da possivel
relacdo com o timing de ciclo celular abordado na se¢do 5.1.2.2. Apesar da melhor eficiéncia,
nao mantivemos o protocolo com UV e nem utilizamos os clones gerados a partir dele com o

intuito de evitar vieses frente a possibilidade de mutacdes induzidas por UV (Kupiec, 2025).
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Eficiéncia de Transformacgéo (CFU/ ug de DNA)
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Protocolo
Tratamento UV

EE Sem UV I Com UV

Figura 3 - Efeito da luz ultravioleta na eficiéncia de transformagdo de S. boulardii. A
incidéncia de luz UV na célula foi avaliada nos protocolos de eletroporacdo e de choque
térmico.

5.1.3 Confirmacao molecular dos transformantes com o vetor 2p

Colonias resistentes a geneticina foram submetidas a confirmagdo molecular por
PCR de coldnia utilizando iniciadores especificos para o gene do scFv (Tabela 2). A
amplificacdo do fragmento esperado de 260 pb foi obtida em alguns dos clones testados,

confirmando a presenga do vetor (Figura 4).

M C1C2C3C4C5Cs C-

Figura 4 - Confirmagao de transformantes de S. boulardii por PCR de colonia. Eletroforese
em Gel de Agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio. (M) Marcador 1kb Plus Ladder; (C1
a C6) clones transformantes; (C-) cepa selvagem (controle negativo).
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5.1.4 Desenvolvimento de vetores integrativos baseados em elementos Ty

Com o intuito de caracterizar a melhor estratégia de expressdo e clonagem em
Saccharomyces boulardii, também exploramos o uso de vetores integrativos. Em comparagao
com vetores epissomais, 0s vetores integrativos costumam ter uma maior estabilidade ao
longo de geragdes; porém, um menor nivel de expressdo da proteina de interesse,
frequentemente associado a um numero reduzido de copias. Para compensar, exploramos uma
estratégia alternativa baseada em integragao cromossomal dirigida a elementos repetitivos da
familia Ty. Retroelementos Ty sdo abundantes no genoma de leveduras, ou seja, esta

abordagem permite obter multiplas integracdes independentes e estaveis.

Inicialmente, foram construidos trés vetores-teste contendo o gene reporter GFP
(proteina verde fluorescente) para facilitar a triagem e comparacdo de eficiéncia entre
diferentes elementos Ty: (i) Regides de homologia ao elemento Tyl.2; (ii) Regides de
homologia ao elemento Ty2 nativo de S. cerevisiae; (iii) Ty2 com regido 3' modificada para
otimizar alinhamento com sequéncias LTR enddégenas de S. boulardii (Figura 5). O sucesso da
clonagem foi confirmado por digestdo com Notl, liberando fragmentos de aproximadamente

3600 pb e 3000 pb (Figura 6).

[acZ alpha
M13-fwd

5Ty2

__[TEF1 promoter

pTy2sb-GFP
6628 bp
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Figura 5 - Mapas dos plasmideos pTy2sb-GFP, pTy2-GFP e pTyl.2-GFP. Os esquemas
mostram o backbone do plasmideo e o cassete de expressio do GFP com regides
flanqueadoras Ty, promotor TEF e gene de resisténcia a geneticina.
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Figura 6 - Confirmacdo dos vetores Ty por andlise de restrigdo enzimatica. Eletroforese em
Gel de Agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio. (M) marcador 1kb Plus Ladder. (1), (3)
e (5) pTyl.2-GFP, pTy2-GFP e pTy2sb-GFP intactos, respectivamente. (2), (4) e (6)
pTyl.2-GFP, pTy2-GFP e pTy2sb-GFP, respectivamente, digeridos com Notl.

5.1.4.1 Eficiéncia de transformacao

O vetor integrativo contendo a regido Ty2 adaptada para S. boulardii (Ty2sb)
apresentou eficiéncia de transformacdo 23 vezes superior ao vetor com o Ty2 e 5 vezes
superior ao 2 (Figura 7). Este resultado mostra que a estratégia de integragao pode superar o

gargalo de clonagem dessa cepa; contudo, hd necessidade de mais testes a fim de conferir a
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reprodutibilidade desses resultados. Outro achado foi a adaptacdo da sequéncia flanqueadora:
ha funcionalidade do Ty nativo de S. cerevisiae em S. boulardii, porém a compatibilidade para
a espécie-alvo influencia o sucesso da transformacgado. Ademais, nao foi possivel obter clones
transformantes utilizando o vetor Tyl, resultado esperado considerando a baixa conservagao

deste retroelemento em S. boulardii.

50

40 1

30 4

207

10 A

Eficiéncia de Transformagao (CFU/ ug de DNA)

0

Tyl Ty2 2u Ty2sb
Vetor de Expressao

Figura 7 - Eficiéncia de transformagdo em funcdo de diferentes vetores. A figura compara a

CFU/pg de DNA da S. boulardii para cada plasmideo (Ty2sb, Ty2, Tyl e 2p).

5.1.4.2 Confirmac¢ao molecular da integracio do cassete

A presenga do cassete integrado foi confirmada por PCR de colonia (Figura §), com

amplificacdo do fragmento esperado de 456 pb (gene kanMX) em multiplos clones testados.
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M C+Cl1C2C3C4C5Ce6C-

Figura 8 - Confirmagdo de transformantes de S. boulardii por PCR de colonia. Eletroforese
em Gel de Agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio. Ensaio feito a partir de trés colonias
(C1, C2 e C3) de Saccharomyces boulardii da linhagem Ty2sb e trés colonias (C4, C5 e C6)
da linhagem Ty2. (M) Marcador 1 kb Plus Ladder; (C-) cepa S. boulardii selvagem como

controle negativo; (C+) DNA puro contendo o gene de interesse como controle positivo.

5.1.4.3 Caracterizacao celular dos clones

Apesar do vetor epissomal 2p ter demonstrado eficiéncia de transformagao
intermediaria (Figura 7), as colOnias desta linhagem eram notavelmente menores e exibiram
uma curva de crescimento inferior quando comparadas as demais (Figura 9 e Figura 22),
sugerindo um custo metabdlico. A literatura ndo indica custo fisioldgico decorrente da
manuten¢do do plasmideo 2u, uma vez que ¢ um sistema altamente adaptado a célula
hospedeira (Rizvi et al., 2017). Em vez disso, o gasto energético estd predominantemente
associado a expressdao heterologa em multiplas copias, especialmente quando promotores
fortes sdo utilizados (Karim et al., 2013; Chen et al., 2018). Consequentemente, pode haver
redistribuicdo de recursos celulares, sobrecarga da maquinaria transcricional e traducional,
estresse do reticulo endoplasmatico e ativacdo de respostas ao estresse. Em cepas menos
domesticadas, como S. boulardii, esse custo pode ser ainda mais evidente, uma vez que
mecanismos de tolerancia a alta carga de expressao recombinante sdo menos selecionados em

comparagdo com cepas laboratoriais classicas de S. cerevisiae.

Em contraste, as linhagens transformadas com vetores integrativos apresentaram
perfil de crescimento similar a linhagem selvagem, demonstrando a auséncia de impacto
metabolico. Para compreender melhor essa diferenga entre as linhagens, poderiam ser
conduzidos experimentos de qPCR e de sequenciamento a fim de quantificar o nimero de

copias do cassete de expressao em cada transformante.
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Figura 9 - Caracterizacdo celular dos clones de S. boulardii. (A) Comparacdo do tamanho e
quantidade das linhagens Ty2, Ty2sb e 2u respectivamente, 48 horas apos o choque térmico.
(B) Curva de crescimento da Saccharomyces boulardii das linhagens WT (com e sem

antibiotico), Ty2, Ty2sb e 2.

A andlise por microscopia de fluorescéncia confocal revelou perfil celular
qualitativamente similar entre as linhagens Ty2sb, Ty2 ¢ WT, sem alteragdes morfologicas
evidentes (Figura 10). Este resultado reforca a auséncia de comprometimento da atividade
metabodlica pela expressdo heterdloga de GFP nos clones transformados com os vetores

integrativos.
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A)

B)

Figura 10 - Analise por microscopia confocal da expressdo de GFP nos clones Ty. (A) Analise
da expressao de GFP em S. boulardii transformado com os vetores Ty2sb e Ty2. A levedura
WT estd como controle negativo. (B) Expressao de GFP em S. boulardii transformado com o

vetor Ty2sb.

Paralelamente, a andlise por citometria de fluxo (Figura 11) evidenciou elevada
propor¢ao de células produtoras de GFP em ambas as linhagens transformadas (média do
Ty2sb: 97.63%; média do Ty2: 98.27%), sem diferenga estatisticamente significativa entre
elas (p-value = 0,483).

Em conclusdo, o vetor integrativo Ty2sb foi selecionado como plataforma para
desenvolvimento dos vetores finais de expressdo de scFv anti-CD3, pois os resultados
demonstraram alta eficiéncia de transformagdo, estabilidade genética, auséncia de custo

metabolico e expressao robusta.
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Figura 11 - Andlise por citometria de fluxo da expressdo de GFP nos clones Ty. Foram

comparadas as linhagens Ty2sb e Ty2, e linhagem selvagem (WT) como controle negativo.

5.1.4.3 Vetores integrativos para a expressao de anticorpo

Com base nos resultados da caracterizacao dos vetores-teste, foram desenvolvidos
dois vetores integrativos Ty2sb para expressdo do fragmento scFv anti-CD3: (i) pTyCD3GFP
produz tanto o scFv anti-CD3 e o GFP a partir da clivagem do peptido P2A, permitindo
rastreamento por citometria e por fluorescéncia intracelular; (ii) pTyCD3 versdao sem GFP,
destinada a aplicacdo terapéutica final (Figura 12. A confirmacdo estrutural foi realizada por
digestdo com Notl, liberando fragmentos de 5500 pb + 3000 pb (TyCD3GFP) e 4700 pb +
3000 pb (TyCD3) (Figura 13).

TEF terminator TEF promoter| [loxP|
5' Ty2sb TEF1 promater [loxP| 3' Ty2sb
Notl HA FLAG P2A| |CYCI terminator Notl

-&l—é-dm-ﬂ_f@ ST

pTysb-2C11-Sed1-GFP
8513 bp
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5' Ty2sb TEF1 promoter [loxP| 3' Ty2sb
NotI ‘ HA FLAG CYCI terminator TEF terminator| TEF promoter| (IoXP) NotI
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pTy2sb-2C11-Sedl
7735 bp

Figura 12 - Mapa dos plasmideos pTysb-2c11-Sed1-GFP e pTysb-2c11-Sedl. Os esquemas
mostram o cassete de expressdo com regides flanqueadoras Ty2, promotor TEF, gene de
expressao de scFv anti-CD3, proteina de ancoragem SEDI, as tags HA e FLAG, gene de

resisténcia a geneticina e gene de expressao de GFP.

Figura 13 - Confirmagdo dos vetores Ty anti-CD3 por restri¢do enzimatica. Eletroforese em
Gel de Agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio. (M) Marcador 1 kB Ladder. (1) e (3)
pTysb-2C11-Sedl e pTysb-2C11-Sed1-GFP intactos, respectivamente. (2) e (4)
pTysb-2C11-Sed1 e pTysb-2C11-Sed1-GFP respectivamente, digeridos com Notl.

5.2 Caracterizacio dos clones produtores de anticorpo
5.2.1 Estabilidade genética: comparacio entre sistemas epissomal e integrativo

Os resultados revelaram perda completa do vetor epissomal apods seis geracdes sem
pressdo seletiva: nenhuma colonia com o vetor pSEDsa-CD3 sobreviveu a re-exposi¢do ao

antibidtico. Em contraste, todos os trés clones pTyCD3 mantiveram a resisténcia (Figura 14).
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Inicial Final

Figura 14 - Estabilidade genética dos vetores 2u e TyCD3 por plaqueamento. Trés clones de
cada linhagem (WT, TyCD3 e 2u) foram crescidos (placa inicial), subcultivados por seis

geragdes sem pressao seletiva e, subsequentemente, reexpostos ao antibidtico (placa final).

Paralelamente, as PCRs de colonia realizadas ao inicio e ao final do experimento
corroboraram esta observacdo (Figura 15). Apesar do sistema 2p ser altamente estavel em
leveduras, o custo metabolico promovido pela expressdao desse vetor pode ter proporcionado
uma desvantagem seletiva, e células ndo transformantes se sobressairam nas col6nias. A
linhagem TyCD3, por sua vez, demonstrou ser geneticamente estdvel, caracteristica vantajosa
para o desenvolvimento de uma bioterapia ao viabilizar o uso dessa linhagem no ambiente in
vivo, onde a administracdo continua do agente seletivo (G418) ndo ¢ possivel. Além disso, a
estabilidade do vetor ¢ particularmente atrativa em cepas de dificil clonagem, como a S.
boulardii, pois reduz a necessidade de repetir o processo de transformagdo frente a perda

plasmidial.

Inicial Final

C+C+ Ty Ty Ty 2p 2p 2p M C+C+ Ty Ty Ty 2p 2p 2p
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Figura 15 - Estabilidade genética dos vetores 2 e TyCD3 por PCR. Eletroforese em Gel de
Agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio. Clones foram crescidos inicialmente em meio
seletivo (PCR Inicial), subcultivados por seis geragdes sem geneticina, e replaqueados em
meio seletivo (PCR Final).

5.2.2 Expressao heterologa

A andlise por citometria de fluxo para detec¢do de HA-tag fusionada ao anti-CD3
revelou diferencas significativas entre as linhagens (Figura 16). A linhagem 2u apresentou
média de 16,47% de células positivas, significativamente inferior a linhagem TyCD3, com

média de 33,73% (p-value = 0,002022).
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Figura 16 - Analise por citometria de fluxo da expressao de anti-CD3. As linhagens 2u e
TyCD3 foram marcadas com HA-tag conjugado a FITC. Os transformantes ndo marcados

foram usados como controle negativo.

A linhagem TyCD3GFP teve uma porcentagem de células GFP+ proxima a 100%
mensurada pela citometria de fluxo (Figura 17). Essa discrepancia na expressao heterologa

entre os vetores integrativos TYCD3GFP e TyCD3 foi inesperada, pois a correta transcri¢ao
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do cassete estabelecida pela detec¢do do GFP, localizado a jusante do gene codificante do
anticorpo, implicaria em uma eficiéncia similar para a expressdo do anti-CD3. Diversas
hipéteses podem explicar este resultado: (i) ineficiéncia traducional ou dobramento
inadequado da proteina mais complexa; (ii) falhas no direcionamento do anticorpo para a
parede celular; (iii) oclusdo do anti-CD3 por estruturas nativas da parede celular da levedura;

ou (iv) inadequacao do protocolo de marcagdo do anticorpo para citometria de fluxo.

800 —{ FL1.A- FL1-&+
1091 29,1

600K = GFP+
987

GO0 =

400K =

Count

400 =

SS5C-A 0 S5C-A

200 =

FL1-A: FL1-A

FL1-A 5 FL1-A
Figura 17 - Andlise por citometria de fluxo da expressdo de GFP na linhagem TyCD3GFP. A

linhagem selvagem foi utilizada como controle negativo.

Diante destes resultados, procedeu-se a investigacdo sistematica da expressao.
Primeiramente, observamos redugdo da viabilidade celular quando PBS 1x era utilizado,
solucdo padrdo para lavagem e ressuspensdo celular em protocolos de citometria, em
comparagdo com outras solugdes (Tabela 8). A substituicio do PBS por agua durante o
procedimento de marcacdo para citometria elevou a percentagem de células positivas para

58,1% na linhagem TyCD3 e 27,2% na linhagem 2. em 30°C.

Tabela 8 - Avaliacdo da viabilidade celular por contagem de unidades formadoras de colonia

de S. boulardii incubada em diferentes solugdes.

Agua

PBS 1x

Sorbitol 2M

Salina

n°CFU

>1000

36

>1000

450
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Adicionalmente, avaliamos o efeito da temperatura de cultivo sobre a expressdao do
anticorpo. A temperatura influencia diretamente o metabolismo celular, a taxa de traducdo e a
eficiéncia do dobramento proteico no reticulo endoplasmatico (Gasser et al., 2008). Assim,
para proteinas complexas como anticorpos, temperaturas reduzidas podem favorecer a
expressdo, sobretudo em casos de custo metabolico como visto na linhagem 2u. A 28°C, a
porcentagem de células positivas aumentou para 62,7% (TyCD3) e 39,1% (2n). Em 25°C,
observou-se aumento ainda mais expressivo, com 88% de células positivas na linhagem

TyCD3 e 58% na linhagem 2u (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito da temperatura na expressao heteréloga do anticorpo. As linhagens 2 ¢
TyCD3 foram submetidas a diferentes temperaturas de cultivo (30°C, 28°C e 25°C). Os

transformantes ndo marcados estdo como controle negativo.

Para validar a reprodutibilidade do protocolo otimizado, os clones foram submetidos
a replicatas independentes e os resultados mostraram a constancia dos altos niveis de detec¢ao

(Figura 19), com diferencga significativa entre as linhagens (p-value = 0,002790).
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Figura 19 - Andlise da estabilidade da expressao heterdloga. As linhagens 2p e TyCD3 foram
cultivadas em 25°C e marcadas com HA-tag conjugado a FITC, detectado por Citometria de

Fluxo. Os transformantes ndo marcados estdo como controle negativo.

ApoOs os testes de estabilidade do vetor (se¢do 5.2.1), observamos aumento
inesperado na detec¢do do scFv anti-CD3, com média de 95,6% de células positivas (Figura
20), estatisticamente superior a média de 85,4% obtida antes do teste de estabilidade genética
(p-value = 0.001). E importante notar que essa quantificagdo foi realizada utilizando um
sistema de deteccao diferente: anti-FLAG primario seguido de anti-Rabbit IgG-FITC
secundario (marcagdo em sanduiche), devido a indisponibilidade do reagente anti-HA-FITC
utilizado nos experimentos anteriores. Essa mudanca metodologica levantou trés hipoteses
para explicar o aumento observado:

(1) Artefato de amplificacdo de sinal: a marcacdo em sanduiche poderia gerar
amplificacdo artificial do sinal fluorescente em comparacdo com a marcagdo direta,

resultando em maior sensibilidade de detec¢do sem necessariamente refletir aumento real da

expressdo proteica;
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(i) Maior eficiéncia do epitopo FLAG: a tag FLAG poderia ser mais acessivel ou
apresentar maior afinidade pelo anticorpo correspondente em comparacdo com a fag HA,
resultando em deteccao superior da mesma quantidade de proteina expressa;

(ii1) Selecdo clonal por pressdo metabolica: o subcultivo por seis geracdes sem
pressdo seletiva, seguido de re-exposi¢do ao antibidtico, poderia ter favorecido a
sobrevivéncia de clones com maior nimero de integragdes cromossomais do cassete Ty2sb, os
quais seriam mais capazes de expressar niveis elevados da proteina de resisténcia e,
consequentemente, restabelecer crescimento em meio seletivo mais rapidamente e com mais
densidade de produgdo de anticorpo.

Para discriminar entre essas hipoteses, submetemos a linhagem epissomal 2pu ao
mesmo protocolo de marcacdo sanduiche. Os resultados mostraram valores médios
essencialmente similares entre os dois sistemas de marcagdo (58,1% com anti-FLAG e 55%
com anti-HA), descartando artefatos metodoldgicos relacionados a amplificagdo de sinal ou a
eficiéncia da fag. Portanto, este resultado demonstra que a estratégia Ty permite selecdo
natural de clones superprodutores, e essa propriedade pode ser explorada intencionalmente

para aumentar a expressao heteréloga.
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Figura 20 - Anélise do clone superprodutor por citometria de fluxo. As linhagens 2pu e TyCD3
foram marcadas com anti-FLAG + anti-Rabbit-FITC.

Em resumo, os dados revelam uma producgdo significativamente maior na linhagem
TyCD3 em comparagdo com 2 (p-value = 0.002247 para o protocolo ajustado; p-value =
0.002022 para o protocolo padrio). E importante considerar que a diferenca entre esses
vetores nao se restringe apenas a natureza epissomal ou integrativa, mas também em
diferentes promotores, peptideos sinal e espacadores. Assim, com intuito de elucidar qual
caracteristica foi decisiva para a maior expressdo, diferentes plasmideos podem ser
desenhados para uma investigacao futura, permutando os componentes de ambos vetores.

Além disso, os resultados também mostram a metodologia como influenciadora nos
niveis de expressdo de cada clone de maneira significativa (Figura 21): ap6s o ajuste do
protocolo, a média de expressdo de anticorpo da linhagem TyCD3 aumentou em 2,83 vezes
(p-value= 0.000270) e se igualou a expressdo de GFP observada no vetor TyCD3GFP; a

média da linhagem 2p aumentou em 3,5 vezes (p-value = 0.000395).
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Figura 21 - Comparacdo de expressdo em fungdo da linhagem e do protocolo. Os niveis
médios de expressdo foram comparados entre os clones 2u e TyCD3 sob dois protocolos
distintos. No protocolo padrdo, os clones foram cultivados overnight a 30°C, lavados e
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ressuspendidos em PBS para analise por citometria de fluxo. No protocolo ajustado, os clones
foram cultivados overnight a 25°C, lavados e ressuspendidos em agua para andlise por
citometria de fluxo.

5.2.3 Curva de crescimento

As linhagens TyCD3 e TyCD3GFP apresentaram perfil de crescimento similar a
linhagem selvagem, demonstrando a auséncia de impacto da expressdo heterdloga sobre o
comportamento fisioldgico nativo da levedura, mesmo com alto nivel de producido do
anticorpo ou do GFP (Figura 22). J4 a linhagem 2p teve um prejuizo devido ao custo
metabolico gerado por esse sistema, assim como descrito na se¢do 5.1.4.3. Apesar do atraso
no crescimento, o clone 2p consegue alcangar as demais linhagens; logo, a expressdao nao

chega a ser letal para a célula.
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Figura 22 - Curva de crescimento dos clones de S. boulardii. A Densidade Otica das linhagens
WT, TyCD3, 2p e TyCD3GFP (Tabela 1) foi medida de hora em hora apds o inicio do indculo
mantido a 25°C e acrescido de pressao seletiva. A linhagem WT foi monitorada com e sem

antibiotico.
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5.3 Revestimento lipidico
5.3.1 Deteccao do revestimento lipidico

O processo de encapsulamento apresentou eficiéncia superior a 97% de células
efetivamente encapsuladas, estavel mesmo apds 80 dias de armazenamento a —80 °C. Esse
resultado reforca a estabilidade da estrutura de revestimento a longo prazo, um achado

interessante para considerar a estocagem do bioterapico (Figura 23).
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Figura 23 - Eficiéncia e manutencdo do encapsulamento de S. boulardii. As células foram
analisadas por citometria de fluxo por meio da marca¢do com o marcador fluorescente
BTD-quinolina apo6s dois dias (B) e 80 dias (C) de armazenamento a -80°C. As células nao

encapsuladas (A) marcadas e ndo marcadas estdo como controle negativo, assim como as
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células encapsuladas ndo marcadas em (B) e (C). (D) Distribuicdo da intensidade de

fluorescéncia representada em histograma.

5.3.2 Analise do efeito do revestimento in vitro

Nos ensaios de viabilidade celular da levedura in vitro, o encapsulamento conferiu
1,4 vezes mais viabilidade em fluido géstrico simulado e 1,8 vezes mais viabilidade em fluido
intestinal simulado em comparag¢ao com células ndo encapsuladas (Figura 24). No entanto, a
levedura ndo encapsulada obteve 1,9 vezes mais coldnias vidveis no controle (incubagdo em

dgua) em compara¢do com a encapsulada.

Esse resultado pode indicar que a capsula lipidica retarda o crescimento celular em
boas condi¢des, como na agua. J& em condigdes adversas simuladas do TGI, o revestimento
lipidico promoveu um efeito protetor para a levedura e promissor para o delivery da bioterapia
via oral. Ainda assim, mais ensaios sd0 necessarios para conferir a reprodutibilidade desse
resultado e para caracterizar com mais robustez o impacto do encapsulamento na integridade

da célula e do anticorpo perante diferentes condigdes.
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Figura 24 - Efeito do encapsulamento lipidico na viabilidade de S. boulardii. As células foram
incubadas em fluido gastrico (SGF) e intestinal (SIF) simulados. A CFU foi quantificada

antes e apds a incubagao. O controle ¢ incubacao em agua.

5.3.3 Analise do efeito do revestimento in vivo

Nos ensaios in vivo, leveduras encapsuladas exibiram aumento minimo de trés vezes
no tempo de deteccdo da proteina GFP ao longo do TGI (Figura 25). Embora ndo tenhamos
detectado a fluorescéncia do grupo ndo encapsulado a partir de oito horas pos gavagem, ainda
era possivel isolar a levedura nas fezes dos camundongos desse grupo. As leveduras
transformantes foram identificadas por plaqueamento de fezes em ambos os grupos até 48h
ap6s administragao das células, mas o processamento dessa amostra ndo foi padronizado;
logo, ndo foi possivel quantificar a CFU para comparar os grupos. A partir de 72h, ndo havia

mais col6nias em placa.

Portanto, o perfil de deteccdo de GFP nas imagens dos camundongos pode indicar:
(1) maior nimero de células produtoras no grupo encapsulado devido a protecao do
revestimento durante o transito gastrointestinal ou (ii) menor produgdo da proteina heterdloga

no grupo ndo encapsulado frente a um prejuizo metabdlico, por conta de estresse celular.

Independentemente, esses resultados sugerem que a estratégia de encapsulamento
lipidio pode ser relevante para o delivery de anticorpos e refor¢am a possibilidade de testar
esse método em modelos experimentais de doengas inflamatorias que acometem o TGI, como

Crohn e Colite.
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Figura 25 - Ensaio in vivo do delivery de S. boulardii com e sem capsula. As células
encapsuladas (+) e ndo encapsuladas (-) expressando GFP em camundongos foram detectadas
por IVIS Lumina uma hora, oito horas, 24 horas e 48 horas apds a administragdo oral da

levedura transformante com o vetor Tysb.

5.3.4 Analise do efeito do revestimento ex vivo

A deteccdo de GFP no intestino ex vivo, entretanto, revelou um padrdo incongruente
com os dados do in vivo. Nos 6rgaos do grupo de levedura ndo encapsulada, duas horas apos a
administracdo da dose, a fluorescéncia média foi superior em comparagdao com a encapsulada
(Figura 26), o oposto observado na imagem dos camundongos uma hora apos a gavagem.
Diante desse resultado, ¢ crucial repetir o experimento com o intuito de averiguar a causa

dessa discordancia.
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Figura 26 - Ensaio ex vivo do delivery de S. boulardii com e sem capsula. Imagens do
intestino de camundongos que receberam a levedura ndo encapsulada (-) e encapsulada (+)
expressando GFP foram obtidas por IVIS Lumina duas horas ap6s a administragdo oral da

levedura transformante com o vetor Tysb.

5.3.5 Analise do perfil de estabilidade do scFv in silico

A instabilidade conformacional de proteinas terapéuticas ao longo do trato
gastrointestinal estd intimamente relacionada a variagdo da carga liquida da molécula em
funcdo do pH. Em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico (pl), ocorre protonacdo de
residuos 1ionizaveis, resultando em carga liquida positiva e aumento das interagdes
eletrostaticas ndo especificas; acima do pl, a proteina adquire carga predominantemente
negativa, o que também pode favorecer processos de desnaturagdo e agregagdo (Pace et al.,
2009; Uversky, 2013). Os resultados de modelagem eletrostatica indicaram que o scFv
anti-CD3 ¢ altamente vulneravel as condigdes fisioldgicas do estomago, onde o pH
significativamente abaixo do pl (5,16) promove um estado de protonagdo que compromete
sua estabilidade conformacional (Figura 27), indicando que a administragdo do anticorpo
isolado tende a resultar em perda estrutural e funcional antes de atingir o sitio terapéutico de
interesse. Esse resultado reforga o potencial do revestimento lipidico para aumentar a eficacia

da entrega de proteinas.
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Figura 27 - Representacdo do ponto isoelétrico (pl) da proteina scFv anti-CD3. A figura
mostra suscetibilidade a desnaturacdo e a agregacdo em diferentes pardmetros de pH, além de
indicar os pontos sob condi¢des do Trato Gastrointestinal (TGI). Fonte: elaboragao da autora.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho caracterizou a expressao heterdloga de anticorpos em S. boulardii sob o
controle de distintos sistemas de vetores plasmidiais, com o objetivo de estabelecer uma
plataforma biotecnoldgica voltada a aplicagdes terapéuticas. A andlise comparativa das
constru¢des avaliadas demonstrou o potencial do vetor TyCD3 para o estabelecimento do
biofarmaco devido ao desempenho consistentemente superior em todos os pardmetros
investigados. Com o clone TyCD3, observou-se elevada estabilidade genética ao longo das
geracdes, reduzido custo metabdlico imposto a célula hospedeira e niveis significativamente
mais altos de expressdo do anticorpo recombinante quando comparados ao sistema 2. Para
além da escolha do plasmideo, os resultados evidenciaram que as condigdes de cultivo e de
processamento celular constituem um fator determinante para a produgdo e para a deteccao do
anticorpo. Esse achado destaca a relevancia do metabolismo e da viabilidade celular da

levedura para modular os niveis de expressao heteréloga.

Outro eixo central deste estudo foi o encapsulamento das células recombinantes
como requisito para a entrega terapéutica. O revestimento lipidico conferiu protegao efetiva as
leveduras em condigdes in vitro. Nos ensaios in vivo, essa protecao traduziu-se em maior
tempo de detec¢do do GFP no trato gastrointestinal de camundongos, sugerindo que o
encapsulamento amplia a janela terapéutica de atuacdo do sistema. De forma complementar,
as analises in silico indicaram elevada suscetibilidade do anticorpo a degradagao proteolitica
em condicdes de pH &cido, reforcando a importincia estratégica do encapsulamento nao
apenas para a protecdo da célula produtora, mas também, potencialmente, para a preservagao

da integridade estrutural e funcional do anticorpo

Apesar dos avancos obtidos, algumas lacunas experimentais permanecem e
constituem oportunidades para investigacdes futuras. Embora tenha sido possivel ampliar o
nimero de clones obtidos por transformacao, a taxa de sucesso do protocolo ainda ¢ baixa, e
isso representa uma limitagdo para a clonagem da S. boulardii. Ademais, o possivel efeito
modulador da radiagdo UV sobre a eficiéncia de transformacdo ndo foi amplamente
explorado, mantendo em aberto uma varidvel que pode contribuir para a otimizagao do
protocolo. No contexto do encapsulamento, faz-se necessdria uma caracterizagdo mais
robusta, especialmente na capacidade da cdapsula lipidica de proteger o anticorpo

recombinante durante sua passagem pelo trato gastrointestinal.
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Em conjunto, os resultados apresentados estabelecem bases consistentes para o
desenvolvimento de uma rota biotecnologica inovadora de produgdo in situ de biofdrmacos,
com potencial para superar limitagdes inerentes as terapias convencionais. Nesse cenario, a
validacdo do eLBP em modelos experimentais configura-se como perspectiva futura.
Propde-se, portanto, a avaliacdo desta plataforma em modelos de colite cronica, de aloenxerto
de pele, e de alergia alimentar, contextos no quais ha resposta imunomediada passivel de

modulagdo por estratégias tolerogénicas baseadas em anticorpos anti-CD3.
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