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RESUMO

A Frutalina (FTL) é uma lectina vegetal extraida das sementes de Artocarpus incisa
pertencente a familia das Jacalin-related lectins, apresentando afinidade por residuos
de a-D-galactose e diversas aplicagbes biolégicas ja descritas na literatura.
Entretanto, a FTL ocorre de maneira natural como uma mistura complexa de multiplas
isoformas glicosiladas e as limitagdes quanto a obtencao da proteina a partir de fontes
vegetais dificultam a sua aplicagdo em larga escala, tornando a expressao heterdloga
uma alternativa promissora para obtencdo de uniformidade no processo. Nesse
sentido, o presente trabalho teve como objetivo otimizar a expressédo heteréloga da
Frutalina em Komagataella phaffii visando a obteng¢ao da proteina recombinante ativa,
com elevado grau de pureza e atividade ligante a carboidratos preservada. As
expressdes foram conduzidas em combinagdes de temperatura (15°C e 30°C) e
concentracdo de metanol indutor (0,5% e 1%), sendo acompanhadas por Bradford,
SDS-PAGE, Dot Blot e Western Blot utilizando anticorpo anti-FTL. A condicao
considerada mais promissora foi submetida a purificagdo por cromatografia de
afinidade a metal imobilizado (IMAC), seguida de dialise e concentragao.
Posteriormente, a proteina purificada foi caracterizada por espalhamento dindmico de
luz (DLS), tanto isoladamente quanto em associacdo com a imunoglobulina A1
secretoria humana (slgA1). Os resultados demonstraram que a condicao utilizando a
combinacdo de condicoes de expressao de 30°C e 0,5% de metanol proporcionou
maior recuperacao proteica total, atingindo aproximadamente 654 pug/mL na fragao
precipitada com sulfato de amonio. A presencga da rFTL foi confirmada por SDS-PAGE
e Western Blot, sendo observadas bandas imunorreativas entre 20 e 25 kDa. A
proteina recombinante purificada foi analisada por DLS que revelou que a distribuicdo
hidrodinamica foi compativel com a formacao de complexos supramoleculares
rFTL:slgA1, observada pelo aumento do diametro hidrodinamico meédio e pela redugao
de indices de polidispersidade dos complexos em relacdo aos controles. Os
resultados obtidos sugerem que a proteina recombinante produzida preservou sua
capacidade lectinica, reforcando seu futuro uso potencial em aplicagdes

biotecnoldgicas.

Palavras-chave: Lectinas; DLS; Biologia molecular; Proteinas vegetais.



ABSTRACT

Frutalin (FTL) is a plant lectin extracted from the seeds of Arfocarpus incisa that
belongs to the Jacalin-related lectin family, exhibiting affinity for a-D-galactose residues
and several biological applications described in the literature. However, FTL naturally
occurs as a complex mixture of multiple glycosylated isoforms, and limitations
associated with protein extraction from plant sources hinder its large-scale application,
making heterologous expression a promising alternative for obtaining a more uniform
product. In this context, the present study aimed to optimize the heterologous
expression of Frutalin in Komagataella phaffii to obtain an active recombinant protein
with a high degree of purity and preserved carbohydrate-binding activity. Protein
expression was carried out under different combinations of temperature (15°C and
30°C) and methanol inducer concentration (0.5% and 1.0%), and was monitored by
Bradford assay, SDS-PAGE, Dot Blot, and Western Blot using anti-FTL antibodies. The
most promising expression condition was selected for purification by immobilized metal
affinity chromatography (IMAC), followed by dialysis and concentration. Subsequently,
the purified protein was characterized by dynamic light scattering (DLS), both
individually and in association with human secretory immunoglobulin A1 (slgA1). The
results demonstrated that the expression condition combining 30°C and 0.5%
methanol provided the highest total protein recovery, reaching approximately 654
pMg/mL in the ammonium sulfate-precipitated fraction. The presence of recombinant
Frutalin (rFTL) was confirmed by SDS-PAGE and Western Blot analyses, which
revealed immunoreactive bands between 20 and 25 kDa. The purified recombinant
protein was further analyzed by DLS, which revealed hydrodynamic size distributions
consistent with the formation of supramolecular rFTL complexes, as evidenced by an
increase in the average hydrodynamic diameter and a reduction in the polydispersity
indices of the complexes compared with the individual controls. Overall, the obtained
results suggest that the recombinant protein retained its lectin activity, reinforcing its

potential for future biotechnological application

Keywords: Lectins; DLS; Molecular biology; Vegetable proteins; Heterologous

expression.
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1 INTRODUGAO

As proteinas sdo biomoléculas essenciais para a manutencdo dos sistemas
biologicos. Elas possuem diversas atuacdes, podendo ser catalisadoras,
componentes estruturais bioldgicos ou reguladores de mecanismos bioquimicos vitais
para sobrevivéncia celular. Nesse sentido, avang¢os nas areas da fisica, quimica e
tecnologia, permitram uma maior compreensdo do funcionamento dessas
biomoléculas nos sistemas biologicos, a partir da integragdo de conhecimentos e
ferramentas de diversos campos da ciéncia (ZHANG, W.; WANG, T., 2023).

Dentre as areas cientificas que mais corroboraram para avangos na pesquisa
acerca de proteinas, a biotecnologia tem se destacado por proporcionar multiplas
aplicabilidades para essas biomoléculas (KHOURY et al., 2014). A biotecnologia é
caracterizada por utilizar de células vivas e suas enzimas para produzir produtos de
interesse industrial de maneira a requerer menos energia e gerar menos residuos
industriais, 0 que se constitui como sua maior vantagem. Processos biotecnoldgicos
tém sido amplamente aplicados por industrias produtivas em comparagdao com a
sintese quimica devido seus beneficios ao meio ambiente, reducéo do custo produtivo
e eliminacdo de produtos intermediarios potencialmente perigosos (BARRAGAN-
OCANA et al., 2020; KIEFER et al., 2021; NESTL et al., 2024).

Nesse sentido, a busca por compostos bioativos de interesse biotecnoldgico
tem historicamente explorado fontes naturais, especialmente organismos vegetais,
que séo conhecidos por apresentar uma variedade de moléculas com propriedades
terapéuticas, e dentre elas, as proteinas destacam-se devido a sua versatilidade
funcional. Com avango das tecnologias de DNA recombinante, tornou-se possivel
compreender a complexidade estrutural e funcional dessas biomoléculas, permitindo
a producdo controlada de proteinas e peptideos de interesse em sistemas
heterologos. Essa nova estratégia de obtencao de proteinas terapéuticas possibilitou
superar desafios voltados para a baixa biodisponibilidade natural e a variabilidade de
isoformas encontradas em fontes bioldgicas, fatores limitantes para sua purificagao e
uso em larga escala (JAYAKRISHNAN et al., 2024).

A engenharia de proteinas recombinantes permitiu obter caracteristicas
desejaveis em biomoléculas de interesse comercial, como facilidade de obtencéo,
16



maior grau de pureza e controle sobre a funcionalidade e seguranga do produto. Tais
fatores contribuiram para o estabelecimento do uso biotecnolégico dessas proteinas
em diferentes setores industriais e diversas aplica¢gdes farmacéuticas. (LUO et al.,
2025; JAYAKRISHNAN et al., 2024)

Dentre as proteinas vegetais que tém despertado crescente interesse cientifico,
devido suas caracteristicas biologicas diversificadas, destacam-se as lectinas. Esse
grupo de proteinas € conhecido por apresentar capacidade de reconhecer e se ligar
de maneira reversivel e especifica a carboidratos. Apesar da ligagado ao carboidrato
ser realizada com bastante especificidade, as lectinas ndo promovem mudangas
estruturais e nem interferem do metabolismo dos agucares ligados. Tal caracteristica
promove o uso das lectinas como eficazes marcadores celulares, devido sua alta
atividade ligante especifica a glicanos presentes nas membranas bioldgicas. (Tsaneva
& Van Damme, 2020; Gachelin, 2001).

De maneira geral, as lectinas tém origem variada, podendo ser encontradas em
organismos diversos como bactérias, fungos e animais. Entretanto, a classe das
lectinas vegetais exibe elevada relevancia devido sua versatilidade na aplicagédo em
areas de pesquisa médica e cientifica. Dentre as caracteristicas que tornam as
lectinas vegetais alvos de desenvolvimento tecnoldgico, destacam-se sua atividade
anti-inflamatéria, seus potenciais efeitos analgésicos e antinociceptivos e suas
propriedades antineoplasicas e antiulcerosas (KONOZY, E.; OSMAN, M.; DIRAR, A,,
2022).

A Frutalina (FTL), lectina extraida das sementes de Artocarpus incisa, com
afinidade por cadeias de a-D-galactose, pertence a familia das Jacalin-related lectins
(JRLs) e destaca-se como uma forte candidata para o desenvolvimento de novas
aplicagcbes biotecnolégicas. A Frutalina apresenta propriedades notaveis que a
enfatizam seu uso em pesquisas cientificas, como sua estabilidade conformacional
elevada, seu potencial de produgao recombinante e sua afinidade por glicoproteinas
O-glicosiladas, como o slgA1 (Costa et al., 2025; Leite, 2016).

Todavia, a Frutalina nativa € expressa naturalmente como uma mistura de
isoformas proteicas glicosiladas, o que aumenta a sua variabilidade de afinidade por
diferentes tipos de glicanos, sendo um entrave para seu uso escalonado (LEITE, Talita
Abrante, 2016; MOREIRA, A. C. De O. M., 2002). Uma alternativa para essa barreira
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€ a expressao recombinante da Frutalina em plataformas de expressdo bem
estabelecidas e capazes de proporcionar o devido enovelamento proteico, como a K.
phaffii. No entanto, em pesquisas prévias, ja identificaram uma menor afinidade da
Frutalina recombinante (rFTL) em comparagdo com sua estrutura nativa, bem como é
recorrente observar a perda de sua atividade hemaglutinante (OLIVEIRA, C. et al.,
2008a).

Diante desse cenario, o objetivo desse trabalho é realizar a otimizagéo do
método de expressao recombinante da lectina Frutalina (rFTL) utilizando a levedura

metilotréfica Komagataella phaffii como plataforma de expressao.

18



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Lectinas vegetais: aspectos estruturais, biolégicos e biotecnholégicos

2.1.1 Histérico e descoberta das lectinas

A descoberta da primeira proteina atualmente caracterizada como “lectina”,
ocorreu no ano de 1888, realizada por Peter H. Stilmark (1860 — 1923) que estudou
extratos vegetais provenientes das sementes da planta Ricinus communis
(Euphorbiaceae) conhecida por sua toxicidade. Durante seus estudos, Stilmark
observou pela primeira vez o fendmeno de aglutinagao de células sanguineas pela
interacao entre lectinas e glicanos presentes nas membranas dos eritrocitos. Apesar
de ainda desconhecida, essa biomolécula capaz de se ligar a hemacias foi
denominada como “Ricina”, e foi classificada posteriormente por Elfstrand em 1898,
na classe de proteinas conhecidas como hemaglutininas ou fitohemaglutininas,
termos que precedem a definigao atual de lectinas. (Stilmark, 1888; apud Tsaneva &
Van Damme, 2020). Em 1891, Hélin também demonstrou a mesma atividade
hemaglutinante presentes em extratos proteicos de Abrus precatorus, denominando o
tal composto responsavel por essa atividade como “Abrina” (SHARON & LIS, 2004;
apud Rocha, 2007). Em 1952, Watkins & Morgan realizaram uma pesquisa que
introduziu uma descoberta fundamental para o entendimento do conceito e das
propriedades apresentadas pelas lectinas. Eles demonstraram que acgucares
especificos conseguiam inibir a ocorréncia de hemaglutinagdo causada por extratos
proteicos contendo lectinas. Com isso, foi comprovado que o principio de atuagao
dessas proteinas se baseava no reconhecimento e na ligagéo a agucares presentes
nas superficies celulares. (WATKINS; MORGAN, 1952)

A palavra “lectina” é derivada do verbo latino ‘legere’, cujo significado remete a
capacidade de ‘selecionar’ ou ‘escolher’, remetendo a atividade especifica de ligagéao
desse grupo de proteinas (BOYD; REGUERA, 1949). Com a introdugdo das
tecnologias de DNA recombinante em meados da década de 1970 (DAMME, E. J. M.
VAN, 2014), o campo de estudo da lectinologia se expandiu bastante, com muitas
pesquisas e descobertas acerca da caracterizacdo de mecanismos moleculares e
resolucdes de estruturas tridimensionais das lectinas. Isso permitiu um acumulo de
descobertas acerca de seu conceito e suas propriedades, dando seguimento a
diferentes reformulacbes conceituais acerca do nucleo das lectinas. Em 1995,
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Peumans e Van Damme propuseram uma nova atualizagdo conceitual para as
lectinas, definindo-as como: “todas as proteinas que possuem pelo menos um dominio
nao-catalitico, que se liga reversivelmente a um mono ou oligossacarideo especifico”
(PEUMANS; DAMME, E. J. M. VAN, 1995). Embora definicdes mais recentes tenham
refinado essa conceituagao, incorporando avangos relacionados a diversidade
estrutural e funcional dessas proteinas, a proposicdao de Peumans e Van Damme
permanece amplamente aceita e € reiterada em revisdes contemporaneas sobre
lectinologia por representar de forma consistente principios fundamentais que

caracterizam esse grupo.

Figura 1 — Linha do tempo da evolugéo histérica da lectinologia
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Fonte: Elaborada pelo autor com base em Tsaneva e Van Damme (2020)

Legenda: Linha do tempo destacando os principais marcos histéricos da lectinologia. A figura apresenta
eventos relevantes para o desenvolvimento da area desde o isolamento da ricina em 1888 até a
consolidagdo do conceito moderno de lectinas e o advento de tecnologias aplicadas ao estudo de
interagdes lectina-carboidrato.

2.1.2 Caracteristicas estruturais e classificagdo das lectinas

As lectinas constituem um heterogéneo grupo de proteinas que compartilham
de uma mesma caracteristica principal: realizar ligagbes reversiveis com agucares
especificos. Entretanto, as lectinas divergem em questao de estrutura tridimensional,
propriedades biofisicas e bioquimicas, além de possuirem fungdes bioldgicas

variadas. Tais proteinas sao descritas como ubiquas na natureza, o que significa que
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diferentes espécies animais e vegetais podem apresentar lectinas estruturalmente
diferentes entre si, mas com a possibilidade de compartilharem a mesma estrutura
ligante a carboidrato (TSANEVA; DAMME, E. J. M. VAN, 2020). Como exemplo, as
galectinas constituem uma familia de lectinas que possuem a capacidade de se ligar
a B-galactosideos e que podem ser encontradas em organismos eucarioticos diversos,
desde fungos, mamiferos, anfibios e organismos marinhos, mantendo conservagéao
estrutural do dominio de reconhecimento a carboidratos (CUMMINGS et al., 2022;
MANSOUR et al., 2022; MARIANO et al., 2019; MOAR; TANDON, 2021).

Considerando a diversidade de ocorréncia das lectinas na natureza, diversas
classificagdes foram propostas ao longo dos anos para agrupar essas proteinas em
um mesmo grupo. A classificacdo das lectinas baseada em sua estrutura molecular
tem sido a mais utilizada, devido ao seu potencial de analise funcional e comparativo
(TSANEVA; DAMME, E. J. M. VAN, 2020). Nessa classificacdo, as lectinas sao
subdivididas em quatro grupos principais baseados na quantidade e na natureza dos

CRDs e na presenca de demais dominios ativos, sendo eles:

a) Merolectinas: Tratam-se de proteinas que apresentam em sua estrutura
molecular apenas um dominio de reconhecimento a carboidrato. Por esse
motivo, ndo sdo capazes de induzir a aglutinagdo de eritrocitos ou a
precipitacdo de glicoconjugados. A heveina, uma merolectina extraida de
Hevea brasiliensis, € tradicionalmente estudada por seu potencial antifungico
devido sua capacidade de ligagéo a quitina (LOO et al., 2021).

b) Hololectinas: Apresentam dois ou mais dominios de ligagéo a carboidrato que
possuem estrutura homologa entre si. Essa caracteristica permite que esse
grupo de proteinas consiga se ligar a diferentes alvos ao mesmo tempo. Sao
capazes de induzir a aglutinagdo de hemacias e também podem ser
empregados na precipitagcdo de glicoconjugados. Como representante desse
grupo de proteinas, a PHA (Phytohaemagglutinin) extraida do feijao vermelho
(Phaseolus vulgaris) também atua como agente mitogénico de linfocitos T e
apresenta efeitos antitumorais e imunomoduladores (WANG, P. et al., 2023).

c) Quimerolectinas: Diferenciam-se das duas classes anteriores pela presenca de
um dominio catalitico paralelamente ao CRD. Apesar de sua distin¢ao, o sitio
catalitico nao interfere na ligagéo do carboidrato ao sitio de ligagao, entretanto,

confere a proteina um maior espectro de agdo em aplicagdes biolégicas. Um
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exemplo classico dessa classe de lectinas, sdo as proteinas inativadoras de
ribossomo do tipo Il (RIP 2), como a ricina, que alternativamente ao seu dominio
ligante a galactose, apresenta um dominio enzimatico com atividade
glicosidasica envolvido em mecanismos de apoptose (FRANKE; SCHOLL,;
AIGNER, 2019).

d) Superlectinas: As superlectinas enquadram-se em um subgrupo das
quimerolectinas, que se distinguem pela presenca de dois ou mais sitios de
reconhecimento a carboidrato n&o-semelhantes estruturalmente. Isso
caracteriza essas lectinas como capazes de reconhecer agucares distintos,
tendo especificidade multipla e maior versatilidade. A lectina TxLCI-1, extraida
do bulbo de tulipa, € uma representante desse grupo com afinidade por
diferentes tipos de estruturas glicidicas (VALDICELIO et al., 2021).

Figura 2 — Classificagéo estrutural das lectinas com base em seu dominio
ligante a carboidrato

MEROLECTINAS e B e HOLOLECTINAS

® G
W ey 7*% :? O—O—
QUIMEROLECTINAS .. ~ _  SUPERLECTINAS
S ARk
S s L4 — -8 ;
R
Ricina TxLC1

Fonte: Adaptada de Van Damme (2020)

Legenda: Classificagdo das lectinas com base em sua variedade estrutural do dominio ligante a
carboidrato. As elipses em laranja representam o dominio ligante glicanos, enquanto os hexagonos e
circulos marrons representam diferentes formas e conformagdes do sitio de ligagdo. O quadrado azul
claro representa um dominio distinto, com atividade prépria. Ao lado de cada denominagéo, segue um
exemplo de lectina pertencente a respectiva classe estrutural: Heveina (PDB 1HEV), pertencente ao
grupo das merolectinas; Phytohaemagglutinin (PDB 1FAT), pertencente ao grupo das hololectinas;
Ricina (PDB 2AAl), pertencente ao grupo das quimerolectinas; TxCL-1, pertencente ao grupo das
superlectinas.
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Uma nova classificagdo também foi sugerida por Moreira (2002), denominando
uma nova classe chamada multilectinas, que engloba lectinas constituidas de sitios
de ligagao a carboidratos homdlogos, mas que s&o capazes de reconhecer estruturas
de agucares nao relacionados, configurando-se como lectinas que apresentam
capacidade de reconhecer diferentes estruturas glicidicas em distintos graus de
afinidade. Dada proposic¢ao foi relatada na lectina Frutalina, extraida das sementes
Artocarpus incisa, no qual apresenta afinidade primaria por galactose, mas que
também é capaz de se ligar a estruturas glicidicas contendo manose, em menor grau

de atividade se comparado com seu ligante principal (Moreira, 2002).

Apesar da classificacdo mais utilizada se basear no CRD, as lectinas também
sao classificadas com base em sua localizagao subcelular, principalmente, no caso
das lectinas vegetais. As lectinas podem estar localizadas em diferentes
compartimentos celulares e tecidos vegetais. Comumente, as lectinas podem ser
encontradas no vacuolo das células vegetais, cumprindo fungdes relacionadas ao
armazenamento e transporte de acucares para a planta. Lectinas também s&o muito
associadas ao papel de defesa contra patégenos devido sua ampla disponibilidade
em alguns tecidos vegetais, podendo chegar a 10% do teor de proteinas soluveis
totais. Elas s&o capazes de interagir com alvos enddgenos, quando localizadas em
compartimentos internos da célula, ou exégenos, cumprindo fungao protetora contra
a invaséo de agressores (CONINCK, DE; DAMME, E. J. M. VAN, 2021; LANNOO;
DAMME, E. J. M. VAN, 2010a).

Paralelamente a estrutura molecular, as lectinas podem ser divididas em 12
familias, com base em sua sequéncia primaria e sua estrutura tridimensional: lectinas
de leguminosas, lectinas relacionadas a Jacalina, lectinas relacionadas a Galanthus
nivalis agglutinin (GNA), lectinas tipo Heveina, lectinas tipo ricina-B, lectinas do tipo
Lysin Motif (LysM), lectinas tipo Amarantina, lectinas do tipo Nicotiana tabacum
agglutinin (Nictaba), lectinas do tipo Euonymus europaeus lectin (EUL), lectinas tipo
Agatricus bisporus agglutinin (ABA), lectinas tipo Calystegia sepium agglutinin (CRA)
e lectinas tipo Cyanovirin (TSANEVA; DAMME, E. J. M. VAN, 2020).
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Quadro 1 — Familias de lectinas e suas caracteristicas

Lectinas do tipo
Amarantina

GalNAc, antigeno T

B-trevo

Potencial

antiproliferativo
células de

em

adenocarcinoma
esofagico (EAC)

(AL-MAMUN et
2016)

al.,

Lectinas do tipo
Nictaba

O-GIcNAc

Jelly-roll B-sanduiche
(BLOCH et al., 2024)

Sinalizador

molecular de sinais
de estresse a

plantas

Lectinas do tipo LysM

(GIcNAC)

LysM fold (B-a-a-B)

Potencial
antifungico

Lectinas do tipo
Jacalina

Manose e/ou galactose

B-prisma

Potencial

imunomodulador
contra infecgdes

bacterianas

Lectinas do tipo GNA

Manose

B-prisma

Respostas

biolégicas contra

patégenos

Lectinas tipo EUL

N-glicanos ricos em
manose e galactosideos

B-trevo (FOUQUAERT;
DAMME, E. J. M. VAN,
2012)

Respostas

transcricionais a
estresse abiodtico

(ATALAH, AL et
2014)

al.,

Lectinas tipo heveina

(GIcNAC)n

Hevein fold (29-45
aminoacidos ricos em
cisteina)

Proteinas de defesa

a patégenos

fungicos(LOO et al.,

2021)

Lectinas tipo Ricina B

Galactose/GalNAc

B-trevo

Mecanismos de
resisténcia contra

patdégenos

Lectinas tipo CRA

N-glicanos ricos em
manose

TIM Barrel ((8/a)s))

ND

Lectinas tipo ABA

GIcNAc/GalNAc

B-sanduiche

Potencial
antiproliferativo
cicatrizagao

na

anbmala de feridas
oculares (KENT et

al., 2003)

Lectinas tipo
cianovirina

Manose

Cyanovirin fold (3-folha
rico em hairpins)

Potente atividade

antiviral

(CARPENTIER]
et al., 2010)

Lectinas de
leguminosas

Manose/glicose,
galactose/GalNAc

B-sanduiche

Potencial

antinociceptivo
(AMORIM et al.,

2016)
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Fonte: Adaptado de Van Damme (2020)

Legenda: Principais familias de lectinas vegetais, suas estruturas tridimensionais,
especificidades por carboidratos e atividades bioldgicas. ND: Nado determinado (poucos estudos
relatando atividades empregadas pela lectina).

Alternativamente a grande variedade de distribuicdo e classificagbes das
lectinas, sua estrutura tridimensional também é bastante variada e organizada de
maneira distinta. A especificidade de uma lectina, isso &, sua ligagado a carboidratos
especificos, € determinada por uma sequéncia bem conservada de aminoacidos que
compdem o dominio de ligagédo ao carboidrato. O CRD consiste em sitios de ligagao
compostos, em sua maioria, por residuos hidrofobicos de aminoacidos e de ions
metalicos que atuam como cofatores de ligagdo, aumentando a estabilidade e
especificidade no qual a interagdo acontece (CHETTRI et al., 2021; LAKHTIN, V.;
LAKHTIN, M.; ALYOSHKIN, 2011).

Algumas lectinas podem apresentar multiplos sitios de interagdo dependendo
de seu estado de oligomerizagdo, que designa a organizagdo dos mondmeros de
proteinas em oligbmeros, que poderédo originar estruturas em homo ou heterodimeros
e tetrameros complexos, podendo ter mais de 12 sitios de ligagcdo a carboidrato
(CHETTRI et al., 2021; SWAMY; MONDAL, 2023).

2.1.3 Fungbes bioldgicas e aplicagdes biotecnologicas das lectinas

As lectinas tém atuagdao multifacetada dentro o contexto dos organismos
biolégicos. Em organismos vegetais, as lectinas podem atuar de maneira versatil,
estando ligadas a fungbes de armazenamento e transporte, sinalizagdo molecular e
participagdo em mecanismos da imunidade vegetal (CHETTRI et al., 2021; KUMAR et
al., 2012). Lectinas tipo Nictaba sao associadas a processos de sinalizagao molecular
de estresse causado por patégenos, sendo fundamentais no desenvolvimento de
respostas imunoldgicas das plantas. A expressao natural de lectinas desse grupo é
aumentada apds ataque de predadores, elevando seu nivel citoplasmatico e o
transporte para o nucleo celular, onde ligagdes com porgdes glicidicas O-GIlcNAc de
proteinas histonas resulta em uma transcricdo aumentada de genes que atuam na
defesa vegetal (ESCH; SCHAFFRATH, 2017; LANNOO; DAMME, E. J. M. VAN,
2010b).
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A mesma fungédo também pode ser encontrada em lectinas tipo Jacalina, que
realizam a sinalizagcdo para respostas intermoleculares estimuladas por fatores
estressores abioticos (CHETTRI et al., 2021; ESCH; SCHAFFRATH, 2017). Como
exemplo, a lectina Orysata, pertencente ao grupo das lectinas relacionadas a Jacalina
e encontrada no arroz, demonstrou ter pico de expressao durante tratamentos com
condi¢cbes estressantes, como estresse salino, seca, frio e calor, sinalizando para
respostas de adaptabilidade para a planta (ESCH; SCHAFFRATH, 2017). Ja na familia
das lectinas tipo Ricina B, a sintese de proteinas com dominio correspondente ao
grupo, como a SNA-I e SNA-V, aparenta estar associada ao aumento da resisténcia
ao virus do mosaico do tabaco em plantas do género Sambucus (VANDENBUSSCHE
etal., 2004).

Na familia das lectinas tipo LysM, as RLKs (Receptor-like Kinases) do tipo LysM
estdo associadas ao reconhecimento de oligbmeros de quitina, desenvolvendo
respostas imunes intracelulares ao ataque de patdgenos fungicos. Esses receptores
também sdo responsaveis pelo estabelecimento de simbioses micorrizicas
arbusculares e radiculares, a partir do reconhecimento de fatores de nodulagdo (Nod)
e fatores micorrizicos (Myc) secretados por microrganismos. De maneira similar,
LecRLKs com dominios do tipo GNA, como a CaGLP1 e CAMBL1, encontrados em
pimenta, participam de respostas biolégicas contra patdgenos e induzem morte celular
contra infecgbes bacterianas (HOLLE, VAN; DAMME, J. M. VAN, 2018).

No campo da biotecnologia, as lectinas vegetais apresentam grande
aplicabilidade em decorréncia de suas propriedades antimicrobianas vastas. Lectinas
extraidas das sementes de Eugenia uniflora, como a EuniSL, mostrou-se capaz de
inibir amplamente o crescimento de cepas bacterianas diversas, como Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Streptococcus sp., Corynebacterium bovis e Klebsiella
sp (KONOZY, E. H. E. et al., 2022; OLIVEIRA, M. D. L. et al., 2008). Essa ampla
atividade antibacteriana surge como uma nova abordagem para o tratamento de
microrganismos causadores de infecgbes agudas e recorrentes. Muitas lectinas
também apresentam a capacidade de se ligar a glicoconjugados capsulares
bacterianos, contribuindo para o desenvolvimento de respostas imunes contra
patégenos (ALBANYAN; EDWARDS, 2000).
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Além de inibir o crescimento bacteriano e induzir respostas imunomoduladoras,
as lectinas também podem atuar como adjuvantes, no qual o uso combinado de
terapias com antibioticos e lectinas maximizam o efeito bactericida ou bacteriostatico.
A lectina extraida de Parkia platycephabala (PPL) em estudos prévios demonstrou
efeito antibiodtico significativo quando misturada a um coquetel de gentamicina, sendo
eficaz contra cepas multirresistentes de S. aureus (MIC de 25,4 ug/mL) e E. coli (MIC
de 20,2 pg/mL), ao contrario do efeito da lectina isolada, que ndo demonstrou efeito
antiproliferativo significante das mesmas cepas bacterianas (SILVA, R. R. S. et al.,
2019). Da mesma forma, a lectina DVL (obtida de Dioclea violacea) é capaz de
interagir com aminoglicosideos por meio de ligagdes de hidrogénio e interagcdes
apolares fracas com residuos de aminoacidos do seu CRD, provocando uma interagao
sinérgica entre lectina-farmaco que potencializa sua agdo (BARBOSA, F. E. V. et al.,
2025).

Embora infecgdes fungicas sejam menos recorrentes, elas ainda oferecem
riscos para individuos com baixa imunidade ou historico de recorrentes infecgdes
fungicas. O uso das lectinas como agentes antifungicos se baseia na capacidade de
formar ligagdes cruzadas com glicoconjugados externos da célula hospedeira,
levando a redugdo no crescimento, alteragdo na permeabilidade da parede e
membrana celular e danos diretos a estrutura da célula (KONOZY, E. H. E. et al.,
2022). A aglutinina do gérmen de trigo (WGA) é capaz de inibir o crescimento de
Trichoderma viride, inibindo formagao de hifas e a produgao de esporos (MIRELMAN
etal., 1975).

De maneira similar, a lectina VML (Vatairea macrocarpa) demonstrou atividade
antiparasitaria contra formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, devido sua
interagdo com estruturas glicidicas de glicoinositolfosfolipidios (GILPs) presentes na
membrana plasmatica do parasito, que exercem funcdes quanto a adesao celular,
infectividade e evasao imunoldgica (SANTOS, F. A., 2023). A lectina DVL também
apresenta atividade inibitoria de formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
infantum e efeito sinérgico com farmacos antileishmania, sugerindo potencial uso

como agente adjuvante em terapias mistas (BARBOSA, F. E. V. et al., 2025).

Além das atividades antimicrobianas, as lectinas vegetais também apresentam

importante potencial médico em pesquisas oncoldgicas, devido sua propriedade de se
27



ligar e reconhecer glicanos presentes em estruturas celulares sem ocasionar
mudangas cataliticas no alvo, por isso sdo bastante empregadas na marcagao e
destruigdo de células tumorais (KONOZY, E. H. E.; OSMAN, M. E. Fadil M., 2022). A
RCA-1 (de Ricinus communis) é capaz de se ligar a células tumorais em estagio
metastatico e causar a inibicdo de seu crescimento e migragdo, causando uma
interrupcao seletiva da proliferagdo dessas células (ZHOU, S. M. et al., 2015). A
jacalina, uma lectina ligante a galactose, consegue se ligar a antigenos T e Tn,
caracteristicos de células tumorais em fase de metastase, sendo classificada como
uma boa ferramenta para detecgao histoquimica de células neoplasicas (TACHIBANA,
Kouichi et al., 2006).

Outros usos comerciais e industriais das lectinas vegetais incluem seu uso
como ferramenta cromatografica para purificagdo de glicoproteinas de interesse
biotecnolégico. A imunoglobulina A (IgA), apresenta algumas subclasses como IgA1,
IgA2, sendo a forma secretdria (slgA) predominante em secre¢cées humanas como
leite, colostro e lagrimas, como também & abundantemente encontrada em mucosas
intestinais. O IgA1 e sua forma secretada, slgA1, apresentam regides de dobradica
em sua estrutura tridimensional bastante flexiveis e fortemente O-glicosiladas
(DONALD et al., 2022). Seu potencial terapéutico como ferramenta no tratamento de
doencgas imunoldgicas e infecgdes bacterianas tem ganhado bastante destaque
(MONTEIRO, R. C.; WINKEL, VAN DE, 2003). Lectinas da familia da Jacalina,
capazes de reconhecer O-glicanos ricos em galactose, sdo empregadas na
purificacao seletiva de glicoproteinas séricas visando uso terapéutico e otimizagao de
processos industriais (LEITE, 2016).

2.1.4 Lectinas relacionadas a Jacalina (JRLS)

As JRLs (Jacalin-related lectins) constituem uma familia diversa de lectinas
conhecidas por serem encontradas em diversos organismos. Elas compartilham uma
caracteristica comum entre si, um dominio estrutural do tipo “Jacalin”, que é formado
por um motivo proteico em prisma-B com 3 folhas B antiparalelas com 4 fitas
(SANKARANARAYANAN et al., 1996). Essa regido é caracterizada por criar o sitio de
reconhecimento a carboidrato presente nessas lectinas, sendo bastante conservado
entre os integrantes dessa familia (WEIS; DRICKAMER, 1996).
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O grupo das JRLs pode ser subdividido entre lectinas ligantes a manose (man-
JRL) e lectinas ligantes a galactose (gal-JRL) (FERNANDEZ-DEL-CARMEN et al.,
2013). A Banlec, lectina vegetal isolada de Musa acuminata, € uma importante
proteina man-JRL devido ao seu potencial inibidor o virus HIV, impedindo a

continuidade de seu ciclo replicativo em células humanas (SWANSON et al., 2010).

As JRLs ligantes a manose costumam ter uma organizacdo estrutural
simplificada, sendo constituidas por um unico protdmero que adota enovelamento do
tipo B-prisma. Nessa organizacdo, o CRD localiza-se em regides de alcas (loops)
formadas entre as folhas B que compdem o prisma, permitindo interagdes especificas
com residuos de manose. Ja as gal-JRLs, possuem um processamento mais
complexo, sendo sintetizadas inicialmente na forma de pré-prolectinas, no qual
constituem-se de um peptideo sinal, um pré-peptideo e uma cadeia 3 que € sucedida
por um tetrapeptideo de ligacdo com a cadeia a. A estrutura madura das lectinas JRLs
ligantes a galactose é formada por duas cadeias polipeptidicas a e 3, geradas apos
processamento pds-traducional. A cadeia a compreende praticamente toda a estrutura
proteica, incluindo 11 das 12 fitas B que formam o dominio B-prisma, enquanto a
cadeia B contribui com a fita B remanescente necessaria para completar seu
enovelamento. (AROCKIA JEYAPRAKASH et al., 2005; DAMME, E. J. M. VAN et al.,
2002). Foi proposto por Van Damme et al, que as gal-JRLs teriam derivado
evolutivamente das man-JRLs (DAMME, E. J. M. VAN et al., 2002).

A jacalina é uma lectina vegetal do subgrupo das gal-JRLs extraida de
sementes de jaca (Artocarpus heterophyllus), que possui capacidade de reconhecer
imunoglobulinas séricas humanas, como o IgA, e por esse motivo, tem sido utilizada
em estudos de investigacdo de padrdes de O-glicosilacédo de IgA na sindrome da
nefropatia por IgA1 (ANDRE; POGAMP, LE; CHEVET, 1990; LI, N. et al., 2010; PACK,
2000). A lectina de ArtinM, uma man-JRL, se mostrou eficaz no estimulo de respostas
imunes contra infecgdes de Listeria monocytogenes em modelos murinos, sugerindo
uma potencializagdo de mecanismos de imunidade inata. Além disso, essa lectina ja
se mostrou eficaz na estimulagdo da migragdo de neutréfilos pela interagdo de seu
sitio de reconhecimento a carboidrato com N-glicanos presentes nas suas membranas
celulares (PEREIRA-DA-SILVA et al., 2006; TOLEDO et al., 2009).
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2.2 Frutalina: descrigao, estrutura e aplicagoes biotecnolégicas

A Frutalina (FTL) € uma lectina pertencente a familia das JRLs que é purificada
partir das sementes de fruta-pdo (Arfocarpus incisa) pertencente a familia das
Moraceae. Essa lectina, isolada pela primeira vez por Moreira (1998), apresenta
especificidade primaria por cadeias de a-D-galactose, também sendo capaz de
reconhecer em menor intensidade cadeias de manose, o que a classifica como uma
lectina de multipla especificidade por glicanos. A Frutalina é utilizada em ensaios
imunobiolégicos devido sua capacidade de reconhecer e se ligar a glicoproteinas
associadas a marcadores tumorais. Também ja se mostrou capaz de isolar
glicoconjugados a partir de matrizes complexas (CAVADA, Benildo Sousa et al., 2021;
MOREIRA, R. A. et al., 1998).

A estrutura da Frutalina é descrita como sendo tetramérica, com massa
molecular de, aproximadamente, 60 kDa em condi¢gdes nativas. Além disso, € uma
lectina classificada estruturalmente como hololectina, apresentando dois sitios de
reconhecimento a carboidratos homologos, sendo capaz de induzir a aglutinagao de
hemacias a partir da ligacdo com seus glicanos celulares. O mondémero da FTL é
caracterizado por apresentar 153 aminoacidos em sua estrutura, apesar disso, sua
massa pode apresentar variagdes decorrentes de diferentes padrdes de glicosilagao
em sua estrutura nativa. Em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), comumente encontra-
se a FTL em migragdes de massa equivalentes a 12 — 15 kDa (NETO et al., 2019;
OLIVEIRA, C.; TEIXEIRA, José A.; DOMINGUES, 2014).

Neto e colaboradores (2019) realizaram pela primeira vez a determinagéo da
estrutura tridimensional da Frutalina a partir de dados cristalograficos de difragcdo em
raios-X. A estrutura foi elucidada em uma resolucédo de 1.81 A para Frutalina nativa
em sua forma livre e em 1.65 A para estrutura da Frutalina complexada com D-
galactose. A Frutalina, por ser uma gal-JRL, apresenta um processamento proteolitico
em sua estrutura que consiste em uma clivagem pos-traducional que da origem a duas
cadeias polipeptidicas, a com 133 aminoacidos e  com cerca de 20 aminoacidos.
Sua organizagdo em solugdo aquosa é um homotetramero em B-prisma, que é
composto de 3 folhas-f de 4 fitas antiparalelas cada (Greek-key), um padréao

amplamente observado em outras lectinas da familia das Jacalinas. O seu CRD é
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localizado na extremidade N-terminal da cadeia a, incluindo residuos-chave com:
Gly25, Tyr146, Trp147 e Asp149 (NETO et al., 2019).

Em seu processamento proteolitico natural, o tetrapeptideo linker TSSN (Thr-
Ser-Ser-Asn) estaria associado a uma rigidez estrutural de seu sitio ligante a
carboidrato. Com a sua excisao durante a maturacgéo proteica, ha a redugéo de sua
rigidez e aumento flexibilidade de reconhecimento a carboidratos multiplos livres em
solugdo. A ligagdo com cadeias de a-D-galactose ocorre por meio de ligagdes de
hidrogénio entre grupos hidroxila do agucar com a cadeia peptidica que compde o sitio
ativo, especialmente seus residuos-chave (NETO et al., 2019; OLIVEIRA, C. et al.,
2008b; OLIVEIRA, C.; TEIXEIRA, José A.; DOMINGUES, 2014).

A FTL também apresenta uma boa estabilidade conformacional frente a
processos de desnaturagao térmica, resistindo a uma temperatura de 60°C e sendo
capaz de manter sua atividade biolégica apds renaturacdo em ensaios de refolding
(CAMPANA et al., 2001). Sua estrutura é altamente semelhante com a de outras
Jacalin-related lectins, como a Jacalina e a frutapina, chegando a obter valores de
RMSD de 0,31-0,43 A na sobreposicdo de atomos na cadeia a (NETO et al., 2019).

Figura 3 — Estrutura cristalografica da Frutalina nativa

PDB 4WOG

Legenda:

Cadeia a

- Cadeia B

- Residuos-chave do sitio ativo

Fonte: Elaborada pelo autor a partir da estrutura da Frutalina de Arfocarpus incisa (PDB 4WOG).

Legenda: Estrutura tridimensional da Frutalina (FTL) em sua forma nativa representada pelo modelo
de fitas. A proteina encontra-se em sua forma homotetramérica, apresentando as cadeias a (verde) e
B (azul) resultantes do processamento pos-traducional caracteristico das lectinas relacionadas a
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jacalina do tipo gal-JRL. Os residuos-chave envolvidos no reconhecimento de carboidratos (Gly25,
Tyr146, Trp147 e Asp149) estdo destacados em vermelho.

A lectina FTL demonstrou potencial de inibir nocicepgao orofacial aguda e
crbnica em modelos murinos, tendo seu mecanismo de agdo associado a interagdes
especificas com os canais de potencial receptor transitério, como o TRPV1, envolvido
em sensacdes nociceptivas, térmicas e mecanicas (DAMASCENO et al., 2016). Além
disso, a FTL apresentou acdo gastroprotetora ndo-relacionada a dose em danos
teciduais causados por lesdes induzidas por etanol e indometacina em camundongos,
caracterizando-se como um bom agente farmacéutico para o tratamento de ulceras
gastricas (VASCONCELLOS ABDON, DE et al., 2012).

A Frutalina também demonstra extensa capacidade imunomoduladora, sendo
capaz de induzir a migracdo de neutrdfilos quando injetada via pleural em
camundongos. Também foi possivel detectar a ativagao de neutrofilos humanos in
vitro pela FTL, associada a processos de quimiotaxia e a produgao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) intracelularmente (BRANDO-LIMA et al., 2005).
Paralelamente, a Frutalina também é capaz de induzir a expressao e a sintese de
genes associados a IL-2, importante citotocina que atua como fator de crescimento e
diferenciacao celular. Essa estimulagdo resultou no aumento da proliferagcao de
linfécitos humanos in vitro, mostrando-se ser uma atividade intrinseca da lectina FTL
ao ser inibida por a-D-galactose (BRANDO-LIMA et al., 2006).

Como ferramenta cromatografica, uma matriz de Frutalina imobilizada em
Sepharose foi empregada na purificagdo de biomarcadores proteicos a partir de
amostras soroldgicas de pacientes com leucemia linfoblastica aguda, permitindo a
purificacao seletiva de 96 proteinas distintas (CAVALCANTE et al., 2016). A mesma
matriz cromatografica de Frutalina-Sepharose 4B também se mostrou eficiente na
analise protedmica de proteinas plasmaticas presentes em amostras de sangue de

pacientes com cancer de mama ductal em diferentes estagios (LOBO et al., 2017).

Outras aplicagdes nanotecnoldgicas da Frutalina incluem sua capacidade
funcionalizacdo em nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro, produzidas a partir
de técnicas de coprecipitacdo, permitindo a expansao de seu uso na identificagao de
células neoplasicas (RODRIGUES, 2022). Também esta incluso seu uso associado a

biocurativos construidos com celulose bacteriana oxidada (CBOXI), que sao capazes
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de adsorver a lectina em sua estrutura e manter sua atividade ligante a carboidrato
ativa, possibilitando estudos aplicados a cicatrizagao diferencial de lesdes de pele
(SILVA, et al., 2024).

A interagao entre glicoproteinas humanas, como o IgA1, e a Frutalina reforcam
a eficiéncia da aplicabilidade da lectina na purificagcdo de alta seletividade e
rendimento desse anticorpo. A aplicacdo de matrizes contendo FTL imobilizada
demonstraram sucesso comparavel a formulagdes comerciais na purificagdo da
imunoglobulina A1 secretoria humana (slgA1), a partir de fontes complexas como o
colostro humano (LEITE, 2016). A interacao entre o slgA1 com a FTL também ja foi
descrita biofisica e bioquimicamente, comprovando que a ligagao da lectina com o
slgA1 acontece de maneira cooperativa e com afinidade em escala nanomolar, sendo

capaz de manter a estrutura tridimensional da FTL conservada (COSTA, et al., 2025).

2.2.1 Produgéo de Frutalina recombinante

Apesar da vasta aplicabilidade da Frutalina em sua forma nativa, a existéncia
de multiplas isoformas da proteina torna um desafio manter a reprodutibilidade
experimental, diante do fato que isoformas diferentes podem ter maior ou menor
afinidade por glicanos e glicoproteinas especificas, podendo resultar em resultados
inconstantes. Nesse contexto, a produ¢ao recombinante da FTL tornou-se cada vez
mais recorrente no contexto cientifico, como estratégia para minimizar a sua
variabilidade natural e para permitir sua aplicacdo em escalas industriais e comerciais
(OLIVEIRA; TEIXEIRA; DOMINGUES, 2014).

A produgdo recombinante de Frutalina em Escherichia coli, importante
microrganismo amplamente estudado e otimizado para expressao de proteinas
recombinantes, constantemente associa-se com a formacgao de corpos de incluséo e
baixos rendimentos de proteinas soluveis (OLIVEIRA, C.; TEIXEIRA; DOMINGUES,
2014; ROCHA, 2008). Tal fenébmeno indica que a E. coli ndo é capaz de realizar
processamentos poés-traducionais requeridos pela estrutura da Frutalina, dando
origem a isoformas proteicas mais instaveis em pH fisiolégico e com afinidade
reduzida por carboidratos. Entretanto, o uso de estratégias de biologia molecular,
como a utilizacdo de proteinas de fusdo, como a Trx, consegue aumentar a
solubilidade proteica em solucdo, melhorar a estabilidade da proteina e permitir a sua
producao em escala ampliada (mg/L) (COSTA et al., 2012).
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Apesar da maquinaria de E. colinao ser capaz de clivar o peptideo linker TSSN,
associado a maior rigidez do CRD, foi possivel observar a conservagdo de sua
atividade hemaglutinante, mesmo que menor em intensidade com relagao a proteina
nativa. Isso indica que, apesar de importante para o funcionamento lectinico, a
clivagem do peptideo linker nado € limitante para manutencdo de sua atividade
funcional (COSTA et al, 2012; OLIVEIRA.; COSTA; et al.,, 2009; OLIVEIRA,
TEIXEIRA; DOMINGUES, 2014).

Ja em Komagataella phaffii (anteriormente classificada como Pichia pastoris) &
possivel obter uma isoforma proteica mais semelhante com a estrutura e
funcionamento da proteina nativa, entretanto, processamentos incorretos,
frequentemente associados a maquinaria da levedura, ainda sdo encontrados. Isso
sugere que o processamento proteolitico da Frutalina requer mecanismos moleculares
presentes exclusivamente em organismos vegetais e/ou eucariotos mais complexos
(OLIVEIRA et al., 2008b; OLIVEIRA; TEIXEIRA; DOMINGUES, 2014).

Um desafio para producgéo da lectina recombinante em K. phaffii € o seu padrao
de glicosilagcao exacerbado, exibindo terminagcdes de N-glicanos na estrutura proteica,
que podem vir a alterar sua funcionalidade biolégica (OLIVEIRA, C. et al., 2011).
Somado a isso, a perda da atividade hemaglutinante de Frutalina recombinante
produzida em K. phaffii sugere que suas modificagdes pos-traducionais alteradas
possam tornar o dominio de reconhecimento a carboidrato menos flexivel (OLIVEIRA
et al., 2008b; OLIVEIRA; TEIXEIRA; DOMINGUES, 2014). No entanto, tais
caracteristicas nao foram limitantes para produgao da proteina recombinante em larga
escala (WANDERLEY et al., 2013) e sua atividade, embora menor que a FTL nativa,
se mostrou eficiente no reconhecimento de estruturas glicidas de células tumorais
presentes em amostras de tecidos de prostata e contra células de cancer cervical
(OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA; TEIXEIRA,; et al., 2009).

Diante do exposto, verifica-se que a producdo heterdloga da Frutalina
recombinante ainda enfrenta limitagdes relacionadas ao seu processamento pos-
traducional e as modificagdes estruturais introduzidas pelo hospedeiro de expressao,
fatores que podem comprometer a sua atividade biolégica. Apesar dessas limitagdes,
sistemas heterdlogos, como a Komagataella phaffii, constituem alternativas

promissoras para a producdo em maiores rendimentos. Dessa forma, a otimizacao
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das condi¢bes de expressao se torna essencial para aumentar a disponibilidade de
proteina soluvel, maximizar os rendimentos produtivos e preservar sua atividade de

ligagdo a carboidratos.

2.3 Komatagaella phaffii como plataforma de expressao heteréloga

A Komagataella phaffii foi isolada pela primeira vez na década de 1950 por
Herman Paff e seus colaboradores a partir de cepas microbianas obtidas em
carvalhos, na Califérnia (PHAFF; MILLER; SHIFRINE, 1956). Posteriormente, em
1985, Cregg e colaboradores estabeleceram o uso da K. phaffii como um sistema de
transformacao genética, langando bases para seu emprego como plataforma de
expressao heterdloga (CREGG et al., 1985). Em 2009, a publicacdo dos primeiros
genomas de linhagens de Komagataella, incluindo K. phaffi GS115 e K. pastoris
DSMZ70382, seguida pelo sequenciamento da linhagem parental K. pastoris
CBS7435 em 2011, representou um marco para o desenvolvimento da plataforma de
expressao recombinante. A disponibilidade dessas informagdes gendmicas permitiu
aprofundar os estudos fisiologicos, metabdlicos e bioquimicos da levedura,
favorecendo o desenvolvimento de estratégias de engenharia metabdlica e otimizagéo
de linhagens para produgdo de proteinas recombinantes. Além disso, a
implementagcao de ferramentas de edicdo gendmica, como sistemas baseados em
CRISPR/Cas, permitiram a modificacdo racional do genoma de K. phaffii. (LIU, Q. et
al., 2019; LV et al., 2026a; SCHUSTERBAUER et al., 2022).

O crescimento exponencial dos campos das ciéncias 6micas, como a gendmica
e a protedmica, tornaram possivel realizar a identificagcdo e producao de proteinas e
metabdlitos potencialmente uteis para aplicacbes médicas e farmacéuticas. Somado
a isso, um impulsionamento pelo estabelecimento de plataformas de expressao de
proteinas heterélogas possibilitou o0 sequenciamento e desenvolvimento de
microrganismos com alto rendimento industrial (KHASA; ADIVITIYA; DAGAR, 2017).
Organismos procarioticos, como a Escherichia coli, foram amplamente estudados e
utilizados devido a facilidade de crescimento celular em meios de cultura simples e
genoma mais simplificado, permitindo rapida adaptagdo e uso de sua maquinaria
celular (UNVER et al., 2024).

No entanto, proteinas mais complexas presentes em organismos eucarioticos

demandam de modificagdes pds-traducionais especializadas que nao sao realizadas,
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em geral, por organismos procariéticos. Com isso, as leveduras surgiram com o

passar dos anos como microrganismos oOtimos para produgdao recombinante de

proteinas, por serem capazes de realizar modificagdes pos-traducionais, e oferecerem

vantagens como rapido crescimento celular em meios com proteinas livres e

capacidade de producgdo proteica com rendimentos elevados (TYO et al.,, 2014).

Outros organismos eucariotos também sao utilizados como plataforma de expressao,

como ceélulas de mamiferos e células de inseto, porém sua complexidade metabdlica

e o requerimento de constantes manutengdes e técnicas de culturas complexas ainda

oferecem obstaculos industriais quando comparados com as leveduras (KHASA;
ADIVITIYA; DAGAR, 2017; LV et al., 2026b).

Quadro 2 — Leveduras utilizadas para produgéo heteréloga

Organismo _
GRAS; Produgéao Adlg_ao c!e Indovac (vacina p/ (0l 2 o M
Komagataella elevada de gitsesiEpsoe COVID-19); Insugen®; Vo Gl €l AV
haffii roteinas ME® UTEES, Nanobod ® tri sina’ S NEIRANLS
P recgmbinanteS' SEDER recom}t;in,ant?e RERIES
Cab tree-negativ’a metanol ’ PATHAN, 2026)
Organismo
GRAS; . -
o Albumina sérica
Adaptab_lllglade a Hiper- humana; glucagon; (GOMES, A. M.
Saccharomyces condigbes A . L .
cerevisiae industriais: glicosilagdo N- antigeno de superficie V. et al., 2018;
Ferramentés terminal da hepatite; precursor de | NIELSEN, 2013)
genéticas insulina.
consolidadas.
(KELLER et al.,
’ Escassez de 2026
Yarrowia Otima taxa de ferramentas Eritritol; lacase SINGH Ai\ll A-
lipolytica secregao proteica %ggﬁgf:ss recombinante YEMULKAR:
PATHAN, 2026)
(MANFRAO-
Ogataea Th?lgmng:(ilae;ZHc}Z; Menos Acido hialurénico NET;cgf;t N
polymorpha hiper-alicosilacio estudada SINGHANIA;
per-g ¢ YEMULKAR;
PATHAN, 2026)
Cabtree-negativa;
Metabolismo de Vetores B-galactosidase nativa (eChilas, A M
Kluyveromyces h : : o : V. et al., 2018;
lacti exoses pela via moleculares (Maxilact); quimosina
actis d NPT : ’ SPOHNER et al.,
as pentoses instaveis recombinante (Maxiren)
fosfato A

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: Principais leveduras utilizadas como plataforma de expressao heterdloga para
produgao de produtos recombinantes, destacando suas vantagens e limitagdes tecnoldgicas.

A Komagataella phaffii € uma levedura metilotréfica amplamente utilizada para

produgcdo de produtos recombinantes devido a vantagens em seu sistema de
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expressdo, como a produgdo de proteinas em processos fermentativos de alta
densidade celular, maior eficiéncia em enovelamentos proteicos complexos, possui
forte estabilidade genética, um promotor fortemente induzivel e um sistema de
secrecao bem desenvolvido. Em questbes econbmicas, a K. phaffii é classificada
como um sistema de expressao de baixo custo e com possibilidade de adaptagao para
0 seu uso em biorreatores com grandes volumes de cultura. A levedura também
consegue realizar uma série de modificagdes pds-traducionais, como metilagao,
acetilacdo, (glicosilagdo, ajustes proteoliticos, dobramentos polipeptidicos e
direcionamento especifico de proteinas para compartimentos subcelulares (KHASA;
ADIVITIYA; DAGAR, 2017; LI, H. et al., 2025; LV et al., 2026b; UNVER et al., 2024).

Os promotores presentes no metabolismo de K. phaffii podem ser classificados
como fortes ou fracos, e sdo adaptaveis para produgdo de proteinas de maneira
induzivel ou constitutiva. O promotor fortemente induzivel AOX1 (Alcool-oxidase 1) é
ativado por metanol e reprimido por glicerol ou glicose (VOGL; GLIEDER, 2013). Seu
uso permite a utilizacdo de metanol como fonte principal de carbono e producao
energética, gerando uma separagao da fase de expressao proteica para a fase de
crescimento e proliferacao celular. Ja promotores constitutivos como PBRECHA
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) é utilizado para produgdo de proteinas
recombinantes em escala industrial, podendo atingir niveis proteicos em meio livre em
g/L (GAO, J.; JIANG, L.; LIAN, 2021). Estudos crescentes tém explorado alternativas
para a expressao em K. phaffii sem necessitar da utilizagao de metanol, que em larga
escala, oferece riscos quanto sua toxicidade e sua inflamabilidade (SHEN et al., 2024,
UNVER et al., 2024). O promotor PFDHB800 apresentou eficiéncia na producao de
proteinas recombinantes sem o uso de metanol, se baseando apenas no estado de
crescimento celular, sendo capaz de alcangar em até 69% a atividade do promotor
AOX1 (SHEN et al., 2024).

2.3.1 Desafios na expressdo recombinante em K. phaffii

Embora expressao de proteinas em K. phaffii possua um rendimento proteico
satisfatorio, desafios pontuais quanto a sua via secretoéria e processos de modificacao
pos-traducionais ainda oferecem certas limitacbes em seu uso. A levedura apresenta
boa capacidade de secrecao de proteinas, mediada principalmente pela via secretoria
classica do reticulo endoplasmatico-Golgi (LV et al., 2026b; LV; CAl, 2025). Entretanto,
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em expressdes de alta produtividade, o dobramento proteico e o controle de
produtividade se tornam limitados devido a um acumulo de proteinas ndo enoveladas
corretamente no RE, reduzindo seu rendimento a partir da retencao intracelular e
levando a repostas a proteinas mal dobradas (Unfolded Protein Response, UPR). A
UPR aumenta o estresse do RE, causando uma redug¢ao na taxa de traducao de
proteinas, e quando a quantidade de proteinas mal dobradas excede capacidade de
processamento da célula, pode causar respostas fisiolégicas como a apoptose (HETZ;
ZHANG, K.; KAUFMAN, 2020; LV; CAl, 2025).

A superexpressao de chaperonas moleculares, como proteinas de choque
térmico, vem sendo uma estratégia eficiente para minimizar a sobrecarga de proteinas
nao-enoveladas no RE, aliviando a via de transporte e secrecao de proteinas e sendo
capaz de aumentar o rendimento do processo. A Kar2 é uma chaperona que facilita o
dobramento de cadeias polipeptidicas mal enoveladas, reduzindo a formagédo de
agregados proteicos intracelulares (SALLADA; HARKINS; BERGER, 2019).

O padrao de glicosilacédo de K. phaffii € conhecido por ser superior ao de
Saccharomyces cerevisiae, por se assemelhar com o padrdo comumente encontrado
em células de mamiferos. A levedura possui capacidade de realizar glicosilagées em
extremidades N-terminais, como também consegue realizar O-glicosilagdes
especificas, conferindo vantagem sobre sistemas procarioticos. Porém, para
proteinas biofarmacéuticas, o padrao de glicosilacao de K. phaffii pode levar a elevada
imunogenicidade e afetar diretamente a atividade proteica (THAK et al., 2018). A
producdo de linhagens com padrbes de glicosilagdo engenheiradas permite a
producao de glicoproteinas complexas, como a eritropoietina recombinante (rEPO) e
anticorpos monoclonais (HAMILTON et al., 2006; LIU, C. P. et al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A Frutalina destaca-se como uma lectina vegetal de elevado interesse
biotecnoldgico devido a sua capacidade de se ligar a glicoconjugados associados a
processos tumorais, inflamatérios e imunoldgicos, além de apresentar potencial
aplicacao em sistemas cromatograficos para purificagcdo de biomoléculas. Entretanto,
a obtengcdo da proteina em sua forma natural depende da extracdo a partir de
sementes de fruta-pdo, um processo sujeito a variabilidade biolégica, sazonalidade e
a ocorréncia de multiplas isoformas proteicas, dificultando a padronizagao

experimental e a producao em larga escala.

Nesse sentido, a produgdo recombinante da FTL surge como uma alternativa
promissora para a obtencdo de isoformas mais homogéneas e adequadas para
aplicagoes cientificas e industriais. Avancos significativos utilizando a Komagataella
phaffii como plataforma de expressao para Frutalina ja foram relatados, no entanto,
ainda persistem desafios relacionados a eficiéncia produtiva, ao correto

processamento proteolitico e a manutencao da atividade lectinica.

Dessa forma, a otimizacao das condi¢des de expressao recombinante da rFTL
possui relevancia cientifica, uma vez que pode contribuir para incrementar a
disponibilidade de proteina biologicamente ativa, favorecer futuras aplicagbes
comerciais, aumentar o rendimento do bioprocesso de purificacdo proteica e favorecer
o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos. Além disso, esse estudo pode ampliar
o conhecimento sobre fatores e condigdes que influenciam na producéo de lectinas

vegetais de maneira heterodloga.

Como hipotese deste estudo, acredita-se que a modificagao de parametros de
expressao da rFTL em K. phaffii X-33, incluindo a temperatura de cultivo e a
concentracdo de metanol indutor, favorecem a obtencdo de maiores quantidades de
proteina soluvel e contribuem para a conservacao de sua atividade de reconhecimento

a carboidratos.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Otimizar a expresséao heterdloga da Frutalina em Komagataella phaffii visando

a obtencdo da proteina recombinante ativa e a conservacdo da atividade ligante a

carboidratos.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar a expressao da lectina recombinante em Komagataella phaffii X-33 sob

diferentes condicdes de cultivo;

Estabelecer o protocolo de extracao e purificagao da proteina recombinante;
Determinar a concentragao proteica e o grau de pureza da amostra purificada;
Confirmar a expressao e purificagao da rFrutalina por imunodetecgao
Investigar a formagdo de complexos rFTL:slgA1 como indicativo da

manutencao de sua atividade lectinica.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Aspectos éticos e material biolégico

Todas as atividades utilizando organismos geneticamente modificados (OGM)
foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia Molecular (LabBMol), pertencente
ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do Centro de Ciéncias (CC) da
Universidade Federal do Ceara (UFC), Campus do Pici. A UFC possui Certificado de
Qualidade em Biosseguranga (CQB) emitido pela Comissao Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio), sob o numero 0102/99 (processo 01200.004129/98-53),
conforme registro no Comunicado n® 7WCTNBIo publicado no Diario Oficial da Unidao
n° 52-E de 18/03/1999. Esse certificado inclui as instalagdes do LabBMol, autorizando
a execucgao de pesquisas com OGMs em regime de contengéo do Grupo T (Nivel de
Biosseguranga 1). O laboratério integra a CIBio-UFC como unidade operativa RO07-
2016, sob responsabilidade técnica do Prof. Dr. André Luis Coelho da Silva, garantindo
que todos os procedimentos experimentais realizados durante o estagio seguiram as
diretrizes regulamentares de biossegurancga. (http://www.cibio .ufc.br/index.php/pt-br/

unidades-operativas.)

5.2 Etapas experimentais previamente executadas

Antes do desenvolvimento das atividades descritas neste trabalho, o sistema
de expressao heterdloga da rFTL em Komagataella phaffii ja havia sido estabelecido
no ambito do Grupo de Biotecnologia Molecular e Estrutural (GBME). Essas etapas
compreenderam a construcdo do vetor de expressdo, obtengcdo da linhagem
recombinante e ensaios preliminares de expressao, servindo como base para os

experimentos de otimizagao realizados neste estudo.

5.2.1 Construgdo génica do vetor de expressao da rFTL

A sequéncia codificante da rFTL foi construida com base na sequéncia madura
da proteina nativa de Artocarpus incisa (UniProt acesso: AOAOR41968), sendo
inicialmente otimizada de acordo com a preferéncia de codons de K. phaffii. O gene
sintético foi inserido em vetor de expressao pPICZaA, sob controle do promotor AOX1
e contendo a sequéncia de a-fator de Saccharomyces cerevisiae para direcionamento

da secrecéao proteica.
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Para possibilitar manutengao estrutural da rFTL, o peptideo linker natural
(TSSN), que nao é clivado pela maquinaria da levedura, foi substituido por um sitio de
clivagem por trombina (GRG). Além disso, foi adicionada uma cauda de poli-histidina
(His-tag) na regidao C-terminal da proteina, para permitir sua posterior purificagao por
cromatografia de afinidade. A construcédo final apresentou 768 pares de base,
codificando uma proteina de 255 aminoacidos e massa molecular tedrica de,

aproximadamente, 27 kDa.

Figura 4 — Mapa do vetor pPICZaA contendo gene da rFTL
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Fonte: Dados obtidos do Grupo de Biotecnologia Molecular e Estrutural (GBME)

Legenda: Representacéo do vetor pPICZaA inserido com gene da rFTL. A sequéncia génica é
destacada na imagem (costa-1) juntamente a outros componentes presentes no vetor
recombinante.

5.2.2 Subclonagem do vetor em Escherichia coli DH5a

Apos a sintese do cassete génico, o vetor recombinante foi introduzido em
células quimiocompetentes de Escherichia coli DH5a por transformacéo por choque
térmico, com o objetivo de promover a amplificacdo e manutengcdo estavel do

plasmideo. As bactérias transformadas foram selecionadas em meio LB
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suplementado com Zeocina, marcador de resisténcia inserido no vetor recombinante,

permitindo que o crescimento selecionado de colénias contendo o vetor recombinante.

Posteriormente, col6nias positivas foram cultivadas para extracdo do DNA
plasmidial, seguido de confirmacdo da presenca do inserto por PCR, utilizando
primers universais AOX1, obtendo-se um fragmento compativel com o tamanho
esperado (~768 pares de base). Apos a validagdo molecular, o plasmideo foi

linearizado com a enzima Sacl para posterior transformagdo em Komagataella phaffii.

5.2.3 Transformagdo em Komagataella phaffii X-33 e seleg¢édo dos transformantes

O plasmideo linearizado foi introduzido na cepa K. phaffi X-33 por
eletroporagdo, promovendo sua integracdo ao genoma da levedura. Apdés a
recuperacao celular, os transformantes foram selecionados em meio YPD-agar

contendo zeocina.

As colbnias obtidas foram avaliadas quanto a presenga do cassete de
expressao e utilizadas para o estabelecimento da linhagem recombinante empregada

no trabalho.

5.2.4 Ensaios preliminares de expresséao

Antes do presente estudo, foram realizados ensaios preliminares de expressao
da rFTL utilizando metanol como fonte de carbono indutora do promotor AOX1.
Nessas avaliacdes iniciais, foi possivel detectar a producao intracelular da proteina
recombinante quando as culturas foram conduzidas a 15 °C com adigédo de 1% de

metanol indutor.

Embora a proteina recombinante tenha sido detectada no lisado celular, ndo foi
observada secrecgao eficiente para o sobrenadante de cultivo, mesmo com a presenca
da sequéncia sinal a-fator de S. cerevisiae no vetor de expressao. Esses resultados
indicaram a necessidade de otimizacdo das condicbes de expressdo da rFTL,
motivando o desenvolvimento do presente trabalho, cujo foco consistiu na avaliagao
de diferentes combinacbes de parametros de indugao, visando aumentar a secrecao

e conservar a atividade funcional da proteina.

A Figura 5 apresenta um fluxograma que descreve todas as etapas

metodoldgicas executadas previamente antes desse trabalho, bem como as etapas
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subsequentes de otimizagao da expressdo heterdloga em Komagataella phaffii e

testes funcionais da atividade proteica.

Figura 5 — Metodologia experimental para otimizagdo da expressao heteréloga da

frutalina recombinante (rFTL) em Komagataella phaffii
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: O fluxograma ilustra todas as etapas prévias e subsequentes realizadas para a produgéo da
rFTL. Os processos descritos a esquerda, em azul, representam todas as etapas realizadas para
estabelecimento de linhagens recombinantes de K. phaffii cepa X-33 transformadas com o gene da
frutalina recombinante. As etapas a direita constituem os processos realizados no presente trabalho,
objetivando a otimizag&o da producgéo proteica.

Apds a obtencgdo da linhagem recombinante, foram realizados os experimentos

que constituem o escopo deste trabalho, conforme descrito nas se¢des seguintes.
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5.3 Plagqueamento de coldnias transformadas

Para o crescimento de colénias de Komagataella phaffii transformadas com o
vetor pPICZaA-rFTL foi feito o plaqueamento em meio YPD agar (10 g/L de extrato de
levedura; 20 g/L de peptona; 20 g/L de glicose; 2% de agar) com acréscimo de
Zeocina™ (100ug/mL) como marcador de selegdo. A placa permaneceu a 30°C ao

abrigo da luz por 2 dias, até o aparecimento de coldnias isoladas.

Figura 6 — Placas com colbnias de K. phaffii X-33 transformadas com gene
darFTL

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Placas de cultivo contendo células de Komagataella phaffii X-33 semeadas em meio
YPD-agar suplementado com Zeocina™. (A) Controle negativo correspondendo ao meio de cultura +
marcador de selegéo. (B) Colbnias transformadas com vetor contendo o gene da rFTL, demonstrando
crescimento seletivo e indicando a aquisi¢do do marcador de resisténcia.

5.4 Indugdo da expressao de rFTL em K. phaffii X-33

Uma colénia isolada de K. phaffii transformada e resistente a Zeocina™ foi
inoculada em 25 mL de meio BMGY (Buffered Glycerol-Complex Medium), com a
seguinte composicao: 10g/L de extrato de levedura; 20 g/L de peptona; 100 mM de
tampao fosfato de potassio pH 6,0; 1,34 g/L de YNB (Yeast Nitrogen Bases); 4,0x10-°
g/L de biotina; 10 g/L de glicerol. Em seguida, o cultivo foi incubado a 28°C, sob 180
rpm, até atingir a densidade o6ptica a 600 nanémetros (DOsoo) entre 2,0 e 6,0
(THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2010).

As células foram coletadas por centrifugagao (3.000 rpm, 5 min), lavadas com

agua destilada autoclavada e ressuspendidas em 5 mL de meio BMMY (Buffered
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Methanol-Complex Medium), cuja composi¢ao € idéntica a do BMGY, exceto pela

substituigdo do glicerol por metanol como fonte de carbono indutora.

Para os ensaios de expressdo, 3 mL de pré-indculo foram transferidos para
erlenmeyers de 1 L contendo 143,5 mL de meio BMMY suplementado com 0,5% ou
1% de metanol, totalizando aproximadamente 150 mL de cultura. A DOsoo inicial foi
ajustada para aproximadamente 1.0, e as culturas foram incubadas sob duas

temperaturas de indugao (15 °C e 30° C), ambas a 200 rpm.

Ainducgao foi conduzida a 96 horas, com reposi¢ao diaria de metanol a cada 24
horas para manutencao da concentragao inicial. No mesmo intervalo, foram coletadas
aliquotas de 1 mL para monitoramento da expresséo proteica ao longo do cultivo. Apos
centrifugacao (10.000, 5 min), as fragbes coletadas foram armazenadas a -80 °C para

analises posteriores.

5.5 Precipitagao do sobrenadante com sulfato de aménio a 90%

O cultivo final de K. phaffii obtido ao final do periodo total de expressao foi
centrifugado a 12.000xg por 10 minutos, a 4°C, separando as fragbes soluvel e
intracelular. A fragao soluvel obtida foi submetida a precipitagao fracionada com sulfato
de amoénio, em saturagao crescente até atingir 90% de concentragéo final. O reagente
foi adicionado ao sobrenadante de expressao gradualmente sob agitagdo continua em
banho de gelo, mantendo a temperatura em 4°C. O processo de precipitacado proteica

com sulfato de amonio foi conduzido overnight.

Em seguida, a amostra foi centrifugada a 16.000 xg por 15 minutos a 4°C. O
precipitado obtido foi entdo ressuspendido em agua destilada previamente esterilizada
por autoclavagem visando obter o menor volume possivel. Entdo, a solugéo foi
dialisada em membrana com poro de 12kDa, utilizando uma razao de volume de
1:2000, com trocas a cada 2 horas. Foram feitas 4 trocas contra 2 litros de agua
destilada e 1 troca contra tampao 2 litros de tampao PBS 20 mM, pH 7,4. Ao término
da dialise, o volume obtido foi centrifugado em dispositivo de ultrafiltragdo para

concentracado do conteudo proteico.

5.6 Lise celular
Para analise do conteudo do pellet celular, obtido anteriormente apods

centrifugacéo, foi feita a lise mecanica utilizando microesferas de vidro. Apds
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descongelamento de cada um dos pellets, armazenados em freezer a -20°C, cada
pellet foi ressuspendido em 100 pL de tampéo de lise, constituido de: 50 mM de fosfato
de sodio, pH 7,4; 1 mM de PMSF; 1 mM de EDTA; glicerol 5%. Foi feita a
homogeneizagc&o com o tamp&o descrito anteriormente e adicionado o mesmo volume
de microesferas de vidro (0,5 mm de didametro). Alise celular foi conduzida em 8 ciclos
de agitagao vigorosa em voértex por 30 segundos, seguidos de resfriamento em gelo

por 30 segundos.

Apo6s o rompimento celular, o conteudo intracelular obtido foi coletado apds
centrifugacado refrigerada a 4°C, conduzida a 10.000 xg por 10 minutos. O
sobrenadante, contendo proteinas soluveis, foi transferido para um novo recipiente e

armazenado a -20°C para posterior analise.

5.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE)

Para analise do perfil proteico de amostras do sobrenadante de expressao por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), as aliquotas de tempo de indugéo
(Oh a 96h) foram concentradas por precipitagdo com acetona gelada para
concentracdo e remogao de contaminantes que pudessem atrapalhar a migragao e
observacao de bandas compativeis com a da Frutalina recombinante. Apés etapa de
precipitacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese sob condi¢des
desnaturantes (com SDS) e redutoras (com agente redutor (B-mercaptoetanol,
conforme a metodologia descrita por Laemmli (1970). As amostras foram preparadas
em tampao Tris-HCI 500 mM pH 6,8 contendo SDS 1%, B-mercaptoetanol 0,1%,
glicerol e azul de bromofenol 1%. Posteriormente, as amostras foram aquecidas a
100°C por 5 minutos e centrifugadas a 7000xg por 5 minutos em temperatura
ambiente. Foi utilizado gel de empilhamento de 4% de acrilamida em tampao Tris-HCI
0,5M (pH 6,8) e gel de separagao de 15% de poliacrilamida em tampéo Tris-HCI 1,5M
(pH 8,8). A corrida eletroforética foi conduzida a 70 mA e 120 V constantes. As bandas
proteicas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,05%, e
posteriormente descoloridas com agua quente até a visualizagdo adequada das
bandas e comparagédo do controle positivo (Frutalina nativa) com perfis obtidos nas
amostras dos tempos de inducao Oh, 24h, 48h, 72h, 96h.
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5.8 Western Blot

Para realizagdo da imunodetecgado de rFTL pela técnica de Western Blot, as
amostras contendo Frutalina recombinante e Frutalina nativa foram aplicadas em gel
de poliacrilamida a 15%. Apos a eletroforese, as proteinas presentes no gel foram
transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando o aparato de transferéncia
TransBlot SemiDry (BioRad). Em seguida, a membrana foi incubada em solugao de
PBST 0,05% (tamp&o PBS 1X, pH 7,4 e Tween 20) e leite desnatado (Molico) a 5%
para realizagao da etapa de bloqueio da membrana, overnight a 4°C. Posteriormente,
a membrana foi incubada com anticorpo primario (policlonal anti-FTL) por 2 horas, e
logo apds, seguiu-se para incubagdo com anticorpo secundario Anti-Rabbit IgG (Fc),
AP Conjugate (Promega). Entre as incubagbes com os anticorpos, realizou-se 2
lavagens da membrana de nitrocelulose com tampao PBST 0,05% e 1 lavagem com
tampao PBS 1X, pH 7,4. A reatividade foi detectada pela enzima fosfatase alcalina,
conjugada ao anticorpo secundario, ao entrar em contato com a solugdo substrato

Western Blue Stabilized Substrate for Alkaline Phosphatase (Promega).

5.9 Quantificacao proteica por Bradford

A dosagem de proteinas soluveis foi realizada de acordo com a metodologia de
Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando como padrao de calibragdo do reagente a
albumina bovina sérica (BSA) comercial. Foram feitas leituras em triplicatas em
espectrofotbmetro no comprimento de 595 nm para garantir a reprodutibilidade
experimental, em temperatura ambiente a 25°C. Os dados obtidos a partir da
quantificacao foram tratados e analisados no software GraphPad Prism 11 para melhor

analise estatistica dos resultados.

5.10 Purificagdo em matriz de niquel (IMAC)

A purificagdo da rFTL foi realizada por cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC), a partir de sua cauda de histidina. Utilizou-se a resina
HisPur™ Ni-NTA Superflow Agarose adaptada para sistema de coluna de bancada.
Inicialmente, 1 mL de coluna foi homogeneizado e transferido para coluna
cromatografica, o etanol de armazenamento foi removido e a resina foi equilibrada
com 5 volumes de coluna (5 mL) de tampéao de equilibrio contendo 20 mM de fosfato
de sédio, 300 mM de NaCl e 10 mM de imidazol, pH 7 ,4.
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A amostra proteica foi previamente concentrada e ajustada com tampao de
equilibrio na proporgao de 1:1, conforme recomendado pelo fabricante. Em seguida,
a amostra foi aplicada lentamente na coluna e incubada a 4°C por 1 hora para permitir
maior tempo de contato entre a proteina recombinante e a matriz. O eluato
correspondente ao flow-through (FT) foi coletado para analise posterior. Apds a etapa
de adsorgao, a coluna foi submetida a lavagem com 3 volumes de coluna contendo
20 mM de fosfato de sodio, 300 mM de NaCl e 20 mM de imidazol, pH 7,4, para

remogao de proteinas fracamente ligadas a resina.

A eluigao das proteinas ligadas foi realizada com tampao de eluigdo composto
pela mesma concentragao de fosfato de sédio e de NaCl, diferenciando apenas a
concentracdo de 300 mM de imidazol, pH 7,4. Antes da coleta dos eluatos, a coluna
foi incubada por 10 minutos a 4°C, para permitir maxima interacdo e remocao de
proteinas ligadas. Todos os eluatos foram coletados separadamente e quantificados
quanto ao seu teor de proteinas totais pela metodologia de Bradford e avaliados em
SDS-PAGE.

Apos a purificagdo, a resina foi regenerada com tampao de regeneragao
contendo 20 mM de MES e 100 mM de NaCl, pH 5,0. Posteriormente, a resina foi

armazenada em solucéo de etanol 20% a 4°C.

5.11 Ensaio de atividade hemaglutinante

As amostras coletadas, e previamente concentradas, foram submetidas a
ensaio d atividade hemaglutinante contra eritrécitos de coelho a 3%, segundo método
descrito por Moreira & Perrone (1977). O ensaio foi conduzido em placas de 96 pogos,
com a seguinte composi¢cao em cada poc¢o: 50 pL de solugao tampao NaCl 0,15 M; 50
ML de amostras em dilui¢des seriadas (1:2), com concentragao inicial estabelecida (50
pg/mL); 50 uL de suspensao de eritrocitos de coelho a 3% (v/v). As analises foram

realizadas em duplicatas.

Como controle positivo, foi utilizado a Frutalina nativa previamente purificada e
com concentragao igual a das amostras testadas. A solugdo tampao utilizada para
realizar a diluicdo seriada da amostra foi utilizada como controle negativo. As placas
foram montadas conforme a composicao descrita anteriormente e incubadas a 37°C
por 30 minutos, e posteriormente incubadas em temperatura ambiente (x 25 °C) por
30 minutos. A presenca de hemaglutinagdo foi determinada visualmente pela
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observacao da formacgao de “tapete” homogéneo no fundo dos pogos. Os titulos de
hemaglutinagdo foram obtidos em termos de unidade hemaglutinante (H.U.) como

sendo o inverso da maior diluigdo ainda capaz de apresentar hemaglutinagéo visivel.

5.12 Analise da rFTL por Dispersao Dinamica da Luz (DLS)

A interacdo entre a lectina rFTL e a imunoglobulina A1 secretéria humana
(slgA1) foi avaliada por meio de espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light
Scattering, DLS). As analises foram realizadas utilizando a rFTL purificada, slgA1
isolada e misturas contendo ambas as proteinas em diferentes razdes molares (0,5:1,

1:1 e 2:1), conforme o protocolo descrito por Costa (2025).

Para preparagéao dos complexos, foi fixada a concentragéo de slgA1, variando-
se o volume de rFTL de acordo com a razao molar avaliada. O volume final de cada
preparacao foi ajustado para 1 mL com tampao Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH
7.,4. ApOs a preparagao, as amostras foram incubadas por 30 min a 4°C para permitir
a formacéo dos complexos moleculares, em seguida, todas foram filtradas em filtro de
seringa com retengao de 0,22 ym, para remogao de particulas insoluveis e agregados
de grande porte. Dessa forma, as leituras foram submetidas em equipamento da linha

Zetasizer Advance (Malvern Panalytical).

Todas as medidas foram realizadas em ftriplicata técnica e os resultados
expressos como distribuicdes de tamanho hidrodinamico (Z-average) por intensidade
e volume, além da determinagao do indice de Polidispersidade (PDI) de cada amostra.
Os dados brutos foram tratados e analisados no software GraphPad Prism 9.0, para
comparagao das populagdes de particulas presentes nas amostras isoladas e nos
complexos formados, permitindo avaliar alteragdes no tamanho hidrodindmico e a

heterogeneidade de particulas decorrentes da interagao rFTL:slIgA1.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Avaliacao das condigoes de expressao heteréloga da rFTL

6.1.1 Analise por SDS-PAGE das fragbes extracelulares

As fragbes extracelulares e intracelulares analisadas individualmente por SDS-
PAGE quanto a presenca da banda de massa teédrica da rFTL (~27 kDa) indicaram a
eficiéncia na produtividade proteica ao longo do tempo de expressédo e permitiram

avaliar o perfil de distribuigdo proteico em ambas as condigdes.

Na fragcado extracelular do cultivo realizado a 15°C, detectou-se a presenca da
rFTL nas amostras de expressao das diferentes condigdes de indutor avaliadas. Na
indugao com 1% de metanol foi possivel observar banda com mobilidade eletroforética
compativel com a rFTL na amostra do sobrenadante de expressao precipitado com
sulfato de amdnio numa saturagcéo de 90% (F090), corroborando para interpretagao
de uma boa recuperagéo proteica pelo método empregado (Figura 6A). Ja na indugéo
com 0,5% de metanol, nota-se o surgimento de bandas compativeis com a massa da

Frutalina recombinante a partir de T3 (72 horas de expresséao) (Figura 6B).

Figura 7 — Gel de eletroforese da expresséo a 15°C (sobrenadante)
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[

Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: A figura evidencia a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de amostras

obtidas a partir da expressao realizada numa temperatura de 15°C, com diferentes concentragdes de
metanol indutor (1% e 0,5%). (A) Observa-se o gel correspondente a expressdo com 1% de indutor,
onde é possivel perceber a presenca de banda proeminente na amostra F090, correspondendo a
massa tedrica darFTL de ~27kDa. (B) Nota-se o aparecimento de bandas com mobilidade eletroforética
compativel a rFTL a partir de T3 (72 horas de indugao), indicando maior taxa de secregéo proteica

numa concentragdo menor de indutor (0,5%).
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Esse resultado corrobora com estudos conduzidos por Dragosits e
colaboradores (2009), onde estudos protedmicos do metabolismo de K. phaffii
recombinante revelaram que menores temperaturas sao capazes de aumentar até trés
vezes mais a produgdo do fragmento Fab da imunoglobulina 3H6. Os autores
associaram uma menor temperatura de incubagdo com uma redugado no estresse
celular e no processamento de proteinas, a partir de uma diminui¢do na expresséao de
chaperonas moleculares e proteinas associadas ao enovelamento a temperaturas
baixas (20°C). Esses resultados sugerem menor demanda de mecanismos de
refolding proteico, suportando a hipotese de que temperaturas baixas sao capazes de
gerar mais estabilidade na fria de produgcao e enovelamento de proteinas, reduzindo

0 aparecimento de agregados e proteinas mal dobradas (DRAGOSITS et al., 2009).

De maneira analoga, o processamento proteico da rFTL aparenta ter sido
beneficiado em condi¢cdes de menores temperaturas (15°C) somadas a uma menor
concentracéo de indutor (0,5%), que se justifica numa sinergia entre o metabolismo
desacelerado de K. phaffii com uma menor concentracdo de metanol, suficiente para
produgao recombinante e incapaz de gerar acumulo de metabdlitos toxicos para a
célula. Enquanto numa concentragdo maior de metanol (1%), a producao proteica
pode sofrer diminuigdes em decorréncia de acumulos de compostos toxicos para as
células, incapazes de acompanhar a disponibilidade de metanol em decorréncia de

seu metabolismo desacelerado.

Estudos relatam que a diminuicdo da concentracdo de metanol indutor pode
resultar em uma maior produtividade especifica para proteinas recombinantes,
enquanto concentragdes elevadas tendem a aumentar o estresse metabdlico e causar
a inibicdo do crescimento celular (ORMAN; CALIK; OZDAMAR, 2009; KUPCSULIK
ENG, 2004). Além disso, os primeiros estudos conduzidos para expressao da rFTL
relataram sucesso ao utilizar concentragdes mais baixas de metanol indutor (0,5%) e
temperaturas menores (15°C) (OLIVEIRA, C. et al., 2008a).

Em contrapartida, ao analisar a migragéao eletroforética por SDS PAGE das
amostras obtidas da expressao a 30°C, observa-se um padrao oposto. Enquanto na
inducao realizada com 1% de metanol permitiu visualizar bandas compativeis a rFTL
a partir da amostra de T3 (Figura 7A), a indugéo com 0,5% de metanol demonstrou

apenas na F090 uma banda referente a proteina recombinante (Figura 7B).
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Figura 8 — Gel de eletroforese da expressao a 30°C (sobrenadante)
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Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: A figura ilustra a corrida em gel de eletroforese (SDS-PAGE) das amostras advindas da

expressao a 30°C, com duas condi¢cdes de metanol indutor. (A) Aimagem remete a expressdao com 1%
de metanol, sendo possivel visualizar a presenca de bandas em marcagao crescente a partir de T3 (72
horas de indugéo), todas compativeis com a massa da rFTL. (B) Observa-se a expresséao realizada

com 0,5% de metanol, com a marcagédo de banda na amostra da F090 referente a rFTL.

Tal cenario corrobora com os dados obtidos na expressdo a 15°C, pois ao
conduzir uma expressdao em temperaturas mais elevadas, aumenta-se a taxa de
sintese metabdlica da levedura, consequentemente, levando a uma maior atividade
da maquinaria de produgéo e enovelamento proteico (BEYGMORADI et al., 2023a).
Essa maior atividade, em tese, pode requerer uma maior concentracio de indutor para
uma producdo eficaz da proteina recombinante, ao passo que em menores

concentragdes, a produgao pode ser insuficiente.

As analises por SDS-PAGE da fragao extracelular da expressdo recombinante
da Frutalina, permitiram concluir que a secreg¢ao proteica ocorreu de maneira ativa. A
banda de massa de ~27 kDa presente nos géis de eletroforese forneceram um indicio
do sucesso da secrecao ativa da proteina recombinante, sendo necessario a soma de

outras técnicas e metodologias para auxiliar na deteccao precisa da rFTL.

6.1.2 Analise por SDS-PAGE das fragbes intracelulares

Ao analisar a fracao intracelular das amostras obtidas a partir da expressao
recombinante, foi possivel entender o fluxo de producdo e secrecdo proteica e

determinar a eficacia da via de secregdo de proteinas. Na expressao conduzida a
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15°C, percebesse que na indugcdo com 1% de metanol, ndo é observados bandas
proeminentes na altura de ~27 kDa (Figura 8A), em contrapartida, na indugao
realizada a 0,5% de metanol, bandas de massa semelhantes a rFTL podem ser

visualizadas a partir de T1 (24 horas de indugéo) (Figura 8B).

Figura 9 — Gel de eletroforese da expressao a 15°C (lisado)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Imagem retratando o perfil proteico obtido a partir da eletroforese feita com amostras

do lisado celular da expresséo a 15°C. (A) Tem-se o gel referente a expressdo conduzida com

1% de metanol, ndo demonstrando presenca de bandas compativeis a rFTL. (B) Nota-se que

no gel da expressao a 0,5% de metanol, ha a presenca e bandas com padrado de migracéo

similar a rFTL a partir de T1 (24 horas de indugéo).

Ja na expressao conduzida a 30°C, obteve-se um perfil proteico variado, com
bandas diversas proximas a massa tedrica de rFTL (Figura 9). Tanto a condigdo com
1% e 0,5% de metanol exibiram amplo perfil proteico das amostras do lisado celular,
fator ja esperado em detrimento da liberacdo das proteinas intracelulares nativas da
levedura. Ambas as condigbes de expressdo testadas sugerem a possibilidade da
sobrecarga da maquinaria secretéria de proteinas ou ineficiéncia no reconhecimento
da sequéncia sinal a-fator de Saccharomyces cerevisiae, acarretando numa retencao
de parte do conteudo proteico na fragao intracelular, diminuindo a taxa de rendimento

de proteinas secretadas.
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Figura 10 — Gel de eletroforese da expressao a 30°C (lisado)
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Géis de eletroforese demonstrando perfil proteico obtido a partir da lise do pellet
celular de amostras obtidas da expressao a 30°C. (A) Encontra-se a imagem referente a expressao
realizada com 1% de metanol, com bandas préximas a massa da rFTL porém n&o isoladas. (B)
Encontra-se o gel de eletroforese referente a expressdo com 0,5% de metanol, também apresentando
conteudo proteico difuso proxima a massa migratéria da rFTL.

A obtengado de proteinas recombinantes ativas depende intrinsecamente da
manutencdo adequada de seu processo de dobramento tridimensional. Durante a
inducdo, as cadeias proteicas imaturas competem entre mecanismos de
enovelamento funcional e agregacao proteica, podendo resultar na formacao de
estruturas insoluveis, porém biologicamente ativas. O processo de dobramento
proteico segue uma cinética de primeira ordem, enquanto a agregagao proteica é
regida por uma cinética de segunda ordem, o que favorece a formacao de agregados
intracelulares de proteinas recombinantes (BEYGMORADI et al., 2023; Hoffmann et
al., 2000).

Lin-Cereghino et al. Observaram que determinadas regides do pré-peptideo do
a-fator podem limitar a eficiéncia secretoria de proteinas heterdlogas, sendo possivel
aumentar significativamente os niveis de secregcdo por meio de modificagcdes
especificas nessa sequéncia sinal. Tais dados sugerem que o a-fator pode representar
um gargalo no processo secretério, causando dificuldades no transporte da proteina
pela via secretéria (LIN-CEREGHINO, G. P. et al., 2013).

De maneira similar, estudos conduzidos por Ito et al. Verificaram que mutagdes
pontuais no pré-peptideo do a-fator reduziram o direcionamento de proteinas para
compartimentos intracelulares, resultando num aumento significativo da secrecéo. Os
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autores discorrem que determinadas interagdes entre proteinas heterdlogas e o sinal
MF-a favorecem a retengao intracelular, agregagao ou degradagao antes de ocorrer o
enderecamento proteico para via secretéria (ITO et al., 2022). Esse estudo leva a
hipétese de que a eficiéncia da secrecio de proteinas recombinantes pelo MF-a de S.
cerevisiae tem certo grau de dependéncia com caracteristicas proprias da proteina

heterdloga expressa.

Diante disso, a reducéo da temperatura de indu¢ao pode desacelerar a taxa de
sintese proteica, proporcionando mais tempo para que as proteinas atinjam
conformacgdes estruturalmente estaveis antes que cheguem a formar precipitados
intracelulares. Entretanto, temperaturas excessivamente baixas também podem
comprometer a atividade de chaperonas moleculares envolvidas em mecanismos de
enovelamento proteico (RABBANI et al., 2011; SHIH; LAI, 2007).

Paralelamente, concentragdes menores de indutor, podem reduzir os niveis
transcricionais da proteina e diminuir a sobrecarga da maquinaria celular, reduzindo a
probabilidade de agregacgao proteica. Dessa forma, a determinacédo experimental das
condi¢cbes de cultivo capazes de equilibrar o rendimento e funcionalidade bioldgica
tornam-se necessarias para aumentar a obtencdo de proteinas recombinantes
soluveis e ativas (SHIH; LAI, 2007).

No contexto da expressao da rFTL, esses achados fornecem possiveis causas
para retencido de parte do conteudo proteico produzido em compartimentos internos
da levedura. A Frutalina se trata de uma lectina de complexa montagem estrutural de
processamento proteolitico pds-traducional, sendo possivel que a maquinaria de K.
phaffii sofra uma sobrecarga durante a manutencédo de seu enovelamento proteico,
encaminhando parte do conteudo produzido para compartimentos de degradagao ou
induzindo a formagao de agregados intracelulares. Nesse sentido, embora a analise
por SDS-PAGE tenha evidenciado bandas compativeis com a massa molecular
esperada da rFTL, ainda é necessario realizar a identificacdo especifica das proteinas
presentes nas aliquotas de expressdo. Dessa forma, as mesmas amostras foram

submetidas a analise por Western Blot utilizando anticorpo anti-FTL.
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6.2 Confirmacgao da identidade da Frutalina recombinante
6.2.1 Imunodetecgéo por Dot Blot e Western Blot da fragdo extracelular

Na expressdo a 15°C, obteve-se a confirmacdo da presenca da Frutalina
recombinante nas aliquotas testadas com Dot Blot (Figura 12C). Com isso, ao seguir
para analise por Western Blot, observou-se que na indu¢cdo com 0,5% de metanol
obteve-se uma reatividade do anticorpo com amostras de T2 a T4, aumentando sua
reatividade na amostra concentrada da F090 (Figura 12B). A reacdo do controle
positivo (Frutalina nativa) confirma que o anticorpo policlonal utilizado consegue
reconhecer epitopos especificos preservados da estrutura nativa na proteina
recombinante produzida. A migracao eletroforética no gel espelho utilizado para o
Western Blot atesta que a banda analisada previamente por eletroforese €, de fato,
uma assinatura migratéria da proteina recombinante produzida, confirmando sucesso

em sua secregao (Figura 12 A).

Figura 11 — Detecgao da rFTL nas amostras da expresséo a 15°C — 0,5% de

metanol
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: A figura mostra dados provenientes da analise da produgao da rFTL por Western Blot

na condi¢ao de 15°C — 0,5% de metanol. Na figura A tem-se o gel de eletroforese (SDS-PAGE)
utilizado como espelho do padrao de migracado de proteinas das amostras de expressao. A
figura B mostra a membrana de Western Blot com bandas reativas a detecgdo da Frutalina
recombinante, surgindo de maneira crescente de T2 até a F090. Na imagem C estd a
membrana utilizada para o teste preliminar de Dot Blot, refor¢ando a reatividade do anticorpo

anti-rFTL com as amostras testadas.
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Paralelamente, a deteccédo proteica das amostras resultantes da expressao
realizada com 1% de metanol também atestou a presencga da proteina recombinante.
Na figura 13C, observa-se o teste preliminar utilizando o anticorpo anti-FTL em Dot
Blot, exibindo reatividade pelo controle positivo (rFTL) e com marcagéao crescente nas
amostras advindas da expressdao. Diante dessa confirmacdo prévia, pode-se
performar ensaio de Western Blot para as amostras da expressao a 1% (Figura 13B),
e os resultados mostraram um padrao similar com o que foi observado na inducao
com 0,5% de metanol, uma reatividade iniciando em apds 48 horas de inducgéo (T2) e
se mantendo crescente até o fim da expresséo (96 horas). Pelo gel espelho utilizado
(Figura 13%) em comparagao com a deteccao em Western Blot, também se nota um
padrao de altura de bandas em concordancia com os resultados da analise por SDS-

PAGE, confirmando uma expressao positiva da rFTL nessa condicio.

Figura 12 — Detecgdo da rFTL nas amostras da expressao a 15°C — 1% de metanol
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: A figura mostra dados provenientes da analise da produgao da rFTL por Western Blot
na condigéo de 15°C — 1% de metanol. Na figura A tem-se o gel de eletroforese (SDS-PAGE)
utilizado como espelho do padréo de migracdo de proteinas das amostras de expresséo. A
figura B mostra a membrana de Western Blot com bandas reativas a detecgédo da Frutalina
recombinante, surgindo de maneira crescente de T2 até a F090, de maneira semelhante a
condicao de 0,5% de metanol. Na imagem C esta a membrana utilizada para o teste preliminar
de Dot Blot, reforcando a reatividade do anticorpo anti-rFTL com as amostras testadas.
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Apesar da diferenga na leve diferenga na quantificagao proteica das condigdes
1% e 0,5% expressas a 15°C, pode-se concluir que ambas apresentam
comportamento similar de expressao da rFTL, iniciando sua producgao a partir de 48
horas de cultivo e aumentando progressivamente a secregao proteica até o fim da
indugdo. Em contrapartida, a expressao realizada a temperatura de 30°C evidenciou

divergéncias consideraveis quanto a produtividade da proteina recombinante.

Enquanto a condigdo com maior concentragéo de metanol (1%) exibiu extensa
produtividade proteica, podendo detectar a presenga de Frutalina recombinante a
partir de T1 (24 horas de indugdo) com aumento de reatividade de bandas até T4
(Figura 14), a expresséo a 30°C com 0,5% de metanol demonstrou intensa marcacao

na fragcao precipitada do sobrenadante de cultivo (Figura 15).

Figura 13 — Detecgdo da rFTL nas amostras da expressao a 30°C — 1% de metanol
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: A figura mostra dados advindas da analise da produgéo da rFTL por Western Blot a 30°C com
1% de indutor. Na figura A observa-se o gel de eletroforese (SDS-PAGE) utilizado como referéncia do
padrao de migragcéo de proteinas das amostras de expressdo. A figura B mostra a membrana de
Western Blot com bandas reativas a detecgao da Frutalina recombinante, com aparecimento desde T1
a T4. Na imagem C esta a membrana utilizada para o teste preliminar de Dot Blot, reforcando a
reatividade do anticorpo anti-rFTL com as amostras testadas.

E possivel notar a presenga de bandas compativeis com a amostra do controle
positivo (FTL) na amostra do controle de cultivo de expressado (BMGY). Esse fato

59



revela o possivel extravasamento do conteudo do pocgo de eletroforese da amostra do
controle positivo ou ma polimerizacao da malha eletroforética, permitindo a migragéao
de proteinas para o poco ao lado. A auséncia da marcagdo imunoquimica na
membrana de Dot Blot pelo anticorpo anti-FTL na amostra de BMGY sustenta essa
teoria de contaminacgao entre os pocos, alinhado com a marcagao nitida do controle
positivo de Frutalina nativa isoladamente. Determinado padrdo n&o é replicado na

deteccao imunoquimica da expressao na mesma temperatura com 0,5% de indutor.

Figura 14 — Deteccédo da rFTL nas amostras da expressao a 30°C — 0,5% de metanol
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Anadlise da produgéo proteica por Western Blot, com detecgdo imunoquimica das amostras
da expresséo a 30°C — 0,5% de metanol com anticorpo policlonal anti-FTL. Na figura A observa-se o
gel de eletroforese (SDS-PAGE) utilizado como referéncia do padrao de migragédo de proteinas das
amostras de expressdo. A figura B mostra a membrana de Western Blot com bandas reativas a
deteccao da Frutalina recombinante, demonstrando intensa detecgao proteica na amostra da F090, em
concordancia com a intensa concentragédo de proteinas averiguada por Bradford. Na imagem C esta a
membrana utilizada para o teste preliminar de Dot Blot, refor¢cando a reatividade do anticorpo anti-rFTL
com as amostras testadas.

Dessa maneira, € possivel concluir que a expressao da rFTL foi conduzida com
sucesso, evidenciando bom funcionamento da construgdo recombinante. Na
otimizacao de condigdes de expressao, foi determinado que a temperatura de 30°C
esbogou maior rendimento proteico quando combinada a uma menor concentragéo
de metanol indutor (0,5%), ocasionando numa intensa disponibilidade da rFTL no
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sobrenadante de expressao, sendo possivel recuperar consideravelmente o conteudo

proteico obtido.

6.2.3 Imunodetecgéo por Western Blot da fragdo intracelular

Para identificacdo de retengao proteica na fragao intracelular, submeteu-se as
amostras do lisado celular a imunomarcagao por Western Blot. Para garantir maior
conteudo proteico para o experimento, foram utilizados apenas os tempos finais de
expressao (T4) de cada um dos experimentos. Para garantia da especificidade de
reagao do anticorpo utilizado, utilizou-se a Frutalina nativa (FTL) como controle

positivo.

A partir desse experimento, pode-se confirmar a retencdo de isoformas
proteicas da Frutalina ndo recombinante na fracado intracelular (Figura 16). Nas
amostras da expressao a 30 graus (L3010 e L3005) observa-se a marcagao de bandas
intensas, com a presenca de bandas mais fracas mais acima, o que pode significar a
obtencao de isoformas proteicas diversas da rFTL com o processamento proteolitico
incompleto, como a remog¢ao do peptideo sinal, causando um incremento em sua
massa migratéria em eletroforese. Ja na expressdo a 15 graus (L1510 e L1505)
também se obteve a imunorreacdo com isoformas da rFTL, de maneira mais branda

se comparada a expressao a temperatura mais alta.

Figura 15 — Deteccéo por Western Blot em amostras da fragao intracelular
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Legenda: Avaliagao da produgao proteica recombinante obtida nas amostras do lisado celular. Na figura
A, é mostrado o gel de eletroforese utilizado como referéncia para migracao de proteinas em Western
Blot, evidenciando a marcagédo de bandas diversas. Ja na figura B, nota-se a imunorreagdo quimica
entre o anticorpo anti-FTL com amostras do lisado celular de todas as expressdes, com bandas
intensamente marcadas na expressao a 30 graus (nas amostras L3010 e L3005) do que na expressao
a 15 graus (L1510 e L1505). L3010: Expresséo a 30 °C — 1% metanol; L3005: Expressao a 30°C —
0,5% de metanol; L1510: Expressédo 15°C — 1% de metanol; L1505: Expressdo a 15°C — 0,5% de
metanol.

No ambiente intracelular, o processamento de proteinas recombinantes se
sustenta no funcionamento da maquinaria de Golgi e no reticulo endoplasmatico, com
a retencdo de proteinas nesse compartimento, processamentos poés-traducionais
necessarios para obtencdo de isoformas maduras pode ser desacelerado por
estresses metabdlicos induzidos pela alta taxa de sintese proteica, normalmente
associado a temperaturas mais altas (BEYGMORADI et al., 2023b). Esse fator pode
corroborar para existéncia de isoformas proteicas de maior massa molecular,
associadas a um reconhecimento ineficiente do MF-a, impedindo sua secrecgao efetiva

e retencdo em compartimentos intracelulares.

Também é possivel notar que a condi¢ao a 30°C induzida com 0,5% de metanol
exibiu extenso conteudo proteico detectada por SDS-PAGE, ao passo que as demais
condicbes nao apresentaram abundancia comparavel. Tal achado pode inferir que a
técnica de lise mecanica do pellet celular ocorreu de maneira mais eficiente nessa
condicdo, induzindo a uma maior liberacao de proteinas intracelulares nativas do

metabolismo de K. phaffii.

Diante do exposto, as quatro condi¢cdes permitiram a deteccdo da rFTL por
técnicas imunoldgicas, indicando que a expressao heteréloga ocorreu com sucesso.
Entretanto, diferencas importantes foram observadas quanto ao rendimento proteico
total, o perfil de migracdo em SDS-PAGE e a intensidade das bandas detectadas por
Western Blot. A integragao desses resultados permitiu identificar a condigao de 30° e
0,5% de metanol como a mais promissora para a obtencéo da rFTL soluvel, uma vez
que apresentou melhor recuperacgao proteica e confirmacao da identidade da proteina
recombinante nas metodologias empregadas. Dessa forma, para complementar as
evidéncias obtidas, realizou-se a quantificagado do conteudo proteico total por meio do
ensaio de Bradford, permitindo comparar objetivamente a recuperagao de proteinas

nas diferentes condi¢cdes de expressao.

62



6.3 Comparagao do rendimento proteico por Bradford

Na analise da fragdo extracelular da expressdao a 15°C, avaliou-se a
concentragcédo de proteinas totais presentes nas amostras de expressao (de 0 a 96
horas), bem como a fracdo proteica concentrada com sulfato de aménio (F090).
Quando se comparam as diferentes indugdes realizadas, percebe-se que a indugao
com 1% de metanol sofre um decréscimo de seu conteudo proteico total entre TO (0
horas de indugao) e T2 (48 horas de indugao) (Figura 10). Esse padrao nao é replicado
na inducéo realizada a 0,5% de metanol, que exibe um conteudo proteico mais
linearizado e crescente. Na recuperagao de proteinas totais na F090, observa-se um

maior conteudo proteico total na expressdo com menor concentragao de indutor.

Figura 16 — Quantificagao de proteinas totais da expressédo a 15°C
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Legenda: A imagem mostra a quantificagdo de proteinas totais presentes nas amostras de

sobrenadantes de expressao a 15°C, comparando diferentes indugdes com variagdo na concentragao
de metanol (1% e 0,5%). BMGY: Controle de cultivo; TO: 0 horas de inducao; T1: 24 horas; T2: 48 horas;

T3: 72 horas; T4: 96 horas; F090: Fragao de sobrenadante precipitada com sulfato de amdnio de 0 —
90%.

A concentracdo de metanol € um dos principais fatores que influenciam na
expressao de proteinas recombinantes em K. phaffii, uma vez que o promotor AOX1
€ induzido diretamente por esse substrato. Entretanto, ja é relatado na literatura que
concentragdes excessivas de indutor podem afetar a fisiologia celular e comprometer

diretamente a produtividade proteica. De acordo com Bustos et al. (2022), o
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metabolismo do metanol em K. phaffii gera compostos téxicos como formaldeido e
peréxido de hidrogénio, que juntos sdao extremamente toxicos para célula (BUSTOS
et al., 2022). Essa toxicidade gera um estresse oxidativo nas células de levedura,
possiveis danos celulares e podem comprometer diretamente o funcionamento de

organelas, dentre elas, as envolvidas no enovelamento proteico.

Dessa forma, interpreta-se que a redug¢ao na concentracédo de proteinas totais
entre TO-T2, representam um cenario de estresse causado pelo acumulo de metanol
no meio de expresséo, que somado a uma temperatura mais baixa, pode ter levado a
uma menor produtividade proteica pela baixa assimilagao das células de K. phaffii a
uma concentragdo maior de metanol. A prevaléncia do crescimento linear da
concentracao proteica nas amostras de expressdo com 0,5% de metanol reforca a

essa hipotese.

Na analise da determinagcdo do teor de proteinas totais das amostras de
expressao incubadas a 30°C, nota-se elevada concentracao proteica nas amostras
referentes a FO90 em comparagcdo com as anteriores. As aliquotas referentes aos
tempos de expressao apresentaram padrao linear e crescente em ambas as
condigbes testadas com diferentes concentragées de indutor, entretanto, na F090
obtida da expresséao de 0,5% de metanol, obteve-se um valor cerca de 4,7 vezes maior
do que a expressao conduzida a 1% de metanol (Figura 11). Esse dado é favoravel a
imunodetecgao realizada por Western Blot, que averiguou uma intensa marcacgao na

amostra da FO90 na mesma condigao.

Figura 17 — Quantificagao de proteinas totais da expressao a 30°C
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Legenda: A imagem mostra a quantificacdo de proteinas totais presentes nas amostras de
sobrenadantes de expressao a 30°C, comparando diferentes indugdes com variagao na concentragao
de metanol (1% e 0,5%). BMGY: Controle de cultivo; TO: 0 horas de indugao; T1: 24 horas; T2: 48 horas;
T3: 72 horas; T4: 96 horas; F090: Fracao de sobrenadante precipitada com sulfato de amédnio de 0 —
90%. Nota-se que a F090 a 0,5% obteve uma concentragdo de, aproximadamente, 654 ug/mL, cerca
de 4,7 vezes maior do que a F090 a 1% (137,1 pyg/mL).

Apesar de maiores temperaturas apresentarem maiores riscos de inducéo a
formagdo a agregados proteicos, 30°C constitui-se uma temperatura o6tima para
sistemas de expressao como K. phaffii, podendo alcangar elevados titulos proteicos
para producdo de determinadas proteinas heterdlogas. Joseph et. Al (2022), por
exemplo, observaram que a producéo da taumatina Il recombinante foi cerca de duas
vezes superior a temperaturas de 30°C do que a 20°C ou 25°C, embora maior
densidade celular tenha sido observada em menores temperaturas (JOSEPH;
AKKERMANS; IMPE, VAN, 2022).

A literatura mostra que, em geral, temperaturas mais baixas podem favorecer
etapas de maturacédo proteicas por aliviar o estresse da maquinaria de sintese
proteica. No entanto, nem sempre isso & benéfico, pois uma menor temperatura
também esta atrelada a uma menor biomassa final, levando a uma diminui¢cdo da
produtividade final do processo (JEONG, G. M. et al.,, 2014). Diante dos diversos
estudos acerca da otimizagédo e producgao de proteinas recombinante, compreende-
se que a produtividade é dependente de um balango entre crescimento celular e
capacidade de processamento proteico. Um desbalango nesse equilibrio pode inferir
na ma formagao de proteinas e no acumulo no reticulo endoplasmatico, causando

estresse celular e encaminhando para vias de degradacgéo.

Nesse contexto, a deteccao por SDS-PAGE e a quantificagcdo do conteudo de
proteinas totais das amostras obtidas da expressdo recombinante, permitem inferir
que ha evidéncias fortes que indicam a producao e secrecdo ativa da rFTL nas
condicbes testadas. Aintegracao dos resultados obtidos por SDS-PAGE, Western Blot
e Bradford permitiu detectar a expressao e secrecédo da rFTL em todas as condicbes
testadas, no entanto, a condigdo a 30 °C com 0,5% de metanol exibiu um conjunto de
dados mais consistentes, evidenciando maior recuperacdo proteica, bandas

compativeis com a rFTL e intensa marcagcdo imunoquimica. Dessa forma, essa
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condicdo foi considerada como a mais promissora para expressao da rFTL e

selecionada para as etapas seguintes de purificagao e de teste de atividade funcional.

6.4 Purificagao da rFTL por IMAC

A purificagdo da Frutalina recombinante foi realizada utilizando a fragao F090
obtida na condigéo de expresséo selecionada (30°C e 0,5% de metanol), previamente
concentrada em dispositivo de ultrafiltracdo. O monitoramento da recuperagao
proteica durante a IMAC foi realizado por meio da quantificacéo das fragcdes coletadas
utilizando o método de Bradford. Essa abordagem foi adotada devido as limitagcbes
encontradas na interpretagdo do cromatograma obtido por absorbancia em 280 nm,
uma vez que elevadas concentragdes de imidazol empregadas durante a etapa de
eluicdo podem contribuir significativamente para o sinal de absorbéancia, dificultando
a distincdo entre os picos correspondentes a proteina recombinante e aqueles

decorrentes da composicdo do tampao.

A Figura 17 apresenta o perfil de recuperagao proteica das fragbes coletadas
ao longo da purificagdo, determinado a partir de leituras de absorbancia a 595 nm
obtidas no ensaio de Bradford, realizando triplicatas para cada amostra. A analise
permitiu identificar as fracbes com maior conteudo proteico e acompanhar a eluicao

de proteinas que interagiram com a matriz.

Figura 18 — Cromatograma da purificagéo da rFTL em IMAC
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Legenda: Cromatograma referente a purificagao da rFTL em matriz de afinidade com His-tag, utilizando

a proteina produzida na condi¢gdo de expressdo de maior rendimento identificado (30°C e 0,5% de
metanol). Na imagem, FT (Flow-Through) corresponde ao pico n&o retido na matriz cromatogréfica
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apos a incubagédo com a proteina recombinante a 4°C, enquanto E2 (Elution 2) corresponde a fragédo
eluida de maior pico de absorbancia em 595 nm, determinada a partir de triplicata técnica.

A analise do perfil de eluicdo obtido por IMAC sugere que uma fragao
consideravel das proteinas presentes na amostra ndo interagiu com a matriz
cromatografica, sendo recuperada predominantemente nas etapas anteriores de
lavagem. Esse comportamento pode ser atribuido a presenga de proteinas endodgenas
secretadas por K. phaffii, mas também pode indicar que parte da rFTL produzida n&o

apresentou eficiente interagdo com ions niquel imobilizados na coluna.

Por outro lado, observou-se um aumento expressivo do conteudo proteico
recuperado nas fragdes de eluigcdo, especificamente na segunda aliquota eluida,
sugerindo a retenc¢ao de proteinas na matriz IMAC. A presencga de rFTL nessas fragdes
foi posteriormente detectada por SDS-PAGE e Western Blot utilizando anticorpo anti-
FTL (Figura 18).

Figura 19 — Analise do perfil proteico da rFTL purificada por IMAC
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Legenda: Perfil proteico obtido pela purificagdo em matriz de afinidade a His-tag, identificado por SDS-

PAGE e Western Blot com anticorpo policlonal anti-FTL. Na imagem A, encontra-se o perfil eletroforético
exibido nas aliquotas de purificagdo, sendo possivel notar a presenca de bandas semelhantes a rFTL
nas aliquotas de eluicdo E1-E4, indicando possivel presenga da proteina recombinante nas amostras.
Na imagem B, nota-se a confirmagéao da proteina recombinante a partir de imunorreagao com anticorpo
especifico. A presencga abundante da rFTL em todas as amostras pode indicar que a acessibilidade da
His-tag é limitada.

Pela avaliacdo do perfil proteico obtido nas aliquotas de purificagdo, pode-se
confirmar que a proteina recombinante foi produzida, secretada e recuperada com

sucesso apos etapa de cromatografia. Entretanto, a recuperagéao parcial da proteina

67



de interesse sugere que nem todas as moléculas produzidas apresentaram interagao

com a resina de niquel.

A eficiéncia da purificagdo por IMAC depende diretamente de fatores como a
acessibilidade dos residuos de histidina a superficie das proteinas, uma vez que a
coordenacgao entre grupos proteicos e ions metalicos ocorre somente quando esses
residuos sado eficientemente expostos ao solvente. Com isso, alteragdes
conformacionais referentes ao dobramento proteico, oligomeriza¢des ou modificagbes
pos-traducionais nao especificas, podem reduzir a acessibilidade da cauda de poli-
histidina aos ions metalicos e reduzir sua eficiente recuperacédo (CHEUNG; WONG,
J. H.; NG, 2012; GABERC-POREKAR; MENART, 2001).

Esse comportamento de proteinas recombinantes purificadas por IMAC ja foi
descrito na literatura, no qual a exposi¢cao parcial ou a internalizagao da His-tag
resultaram na diminuicdo da afinidade pela resina e a consequente perda de proteinas
em etapas anteriores a eluicdo. Além disso, caracteristicas intrinsecas da K. phaffii
também podem contribuir para recuperagao parcial das proteinas recombinantes
produzidas, diante das modificagdes em padrdes de glicosilagao, distintos daqueles
observados em organismos vegetais, influenciando em um enovelamento incorreto,
secrecdo incompleta e mudancas de conformagédo. Estratégias recentes de
engenharia de proteinas demonstraram que a acessibilidade estérica de regides
terminais influencia significativamente na secregcao e recuperacdo das proteinas
recombinantes produzidas (DALVIE et al., 2022).

Diante desse cenario, a purificagao da rFTL por IMAC foi efetiva e permitiu a
obtencao de fragbes isoladas da proteina recombinante, no entanto, os resultados
sugerem que uma parcela das proteinas produzidas nao foi ativamente recuperada
por IMAC, sugerindo possivel necessidade do emprego de outras técnicas de
purificacao adicionais que permitam aumentar a eficiéncia de captura e recuperagao
da rFTL.

6.5 Teste de atividade hemaglutinante
Com objetivo de averiguar a funcionalidade biolégica da rFTL produzida em K.
phaffii, foi realizado o ensaio de atividade hemaglutinante com eritrécitos de coelho a

3% (v/v). Foi testada a amostra da rFTL obtida a partir da purificagcdo por IMAC e
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previamente concentrada e também se utilizou a amostra da FTL nativa, como

controle positivo para o ensaio.

A amostra de FTL nativa apresentou titulo hemaglutinante elevado, mantendo
atividade até a diluigdo 1:32.768 (2'° HU), resultado compativel com relatos da
literatura, nos quais a Frutalina nativa pode atingir titulos de até 27 HU (COSTA et al.,
2025). Em contraste, a rFTL apresentou atividade hemaglutinante até a diluicdo de

1:2, com perda da aglutinagao nas diluigdes subsequentes.

Figura 20 — Ensaio de hemaglutinagao rFTL purificada e expressa em K. phaffii

12 1:4 1:8 1116 1:32 164 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096
2 2L
ANCEXK Qvo»

®
920006
mo@@ﬁ

s /j(ﬂ@

Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Ensaio de atividade hemaglutinante da rFTL purificada por IMAC, ajustada para uma
concentracao de 50 pg/mL, utilizando FTL nativa como controle positivo, na mesma concentragéo. As
amostras foram submetidas a diluigdes seriadas de razéo 1:2 e incubadas com suspensao de eritrécitos
de coelho a 3% (v/v). Como controle negativo (C-), foi utilizado o tampéao de diluigdo das amostras
(NaCl 0,15 M). O ensaio foi realizado em duplicata.

Embora significativamente menor a observada na proteina nativa, esse
resultado reflete um indicio de manutencéao parcial da atividade bioldgica, diferindo de
estudos anteriores nos quais a rFTL produzida em Komagataella phaffii néao
apresentou atividade hemaglutinante detectavel (OLIVEIRA et al., 2008;
WANDERLEY et al., 2013). Areducao da atividade pode estar relacionada a multiplos
fatores inerentes ao sistema de expressdo. Em K. phaffi, a ocorréncia de
hipermanosilacdo de N-glicanos e diferengas no processamento pés-traducional em
relagcéo as células vegetais podem modificar a conformacao tridimensional da proteina
ou restringir parcialmente a acessibilidade ao CRD, comprometendo a formacao de
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pontes entre eritrécitos necessarias para hemaglutinacao (OLIVEIRA et al., 2014;
DALVIE et al., 2022).

Além disso, a rFTL utilizada neste ensaio manteve a causa de poli-histidina em
sua extremidade C-terminal, uma vez que esta nao foi removida apds a purificagao.
Embora amplamente empregada para purificagcdo de proteinas recombinantes, a
permanéncia dessa sequéncia adicional pode alterar a organizagdo conformacional
da proteina, interferir na dinamica oligomérica ou promover impedimento estérico
préximo a regides funcionalmente relevantes, reduzindo a eficiéncia da interagcao
multivalente necessaria para aglutinacao celular. (TERPE et al., 2003; Young et al.,
2012).

Outros parametros, como diferengas no padrao de oligomerizagao e baixa
concentracado de proteinas na amostra, também podem contribuir para a redugao da
atividade hemaglutinante. Entretanto, a detecgdo de um titulo hemaglutinante, embora
baixo, representa um avango em relacao a estudos anteriores com a rFTL produzida
em K. phaffii, sugerindo que a proteina obtida preserva, parcialmente, sua capacidade
de reconhecer carboidratos. Essa hipétese foi investigada por meio de analises de
espalhamento dindmico de luz (DLS), empregadas para avaliar a interagdo da rFTL

com a glicoproteina slgA1 em solugao.

6.6 Analise da formagao do complexo rFTL:slgA1 por DLS

A analise das distribui¢des por intensidade dos controles individuais revelou
perfis bimodais tanto para rFTL quanto para slgA1 isolados (Figura 19). A rFTL
apresentou pico principal centrado em 10,26 + 0,38 nm, compativel com a forma
tetramérica esperada para a proteina (~60 kDa), em concordancia com o Rh (raio
hidrodinamico) de 11 nm reportado por Costa et al. (2025) para a FTL nativa purificada
por matriz de afinidade (COSTA, R. C. C. et al., 2025). Um segundo pico de maior
intensidade foi detectado em ~281,39 + 11,35 nm, correspondente a possiveis
agregados proteicos de alto peso molecular. A elevada distribuicdo dessa populagao
na distribui¢cdo por intensidade é consequéncia direta da dependéncia da intensidade
do espalhamento de luz ao didmetro elevado a sexta poténcia (I < D®), no qual
particulas maiores tendem a espalhar luz de forma desproporcionalmente intensa,
dominando o sinal mesmo quando presentes em pequenas quantidades
(STETEFELD; MCKENNA; PATEL, 2016). A presenca desses agregados € esperada
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para proteinas recombinantes e sugere necessidade de etapa adicional de polimento
cromatografico, como uso de matrizes de exclusado por tamanho (SEC), de forma a

nao comprometer a interpretacdo dos dados de formagao de complexos.

Ja para o slgA1 isolado, obteve-se um pico principal em, aproximadamente,
33,39 £ 3,00 nm, compativel com a molécula dimérica secretoria (~400 kDa), e pico
secundario em ~217,30 £ 24,31 nm, refletindo a presenca de formas oligoméricas
diversas ou de agregados. A heterogeneidade do slgA1 em solugéo ja é documentada
na literatura e atribuida a sua natureza molecular complexa, somada a coexisténcia
de formas poliméricas em equilibrio dinamico (ALMOGREN et al., 2009; DONALD et
al., 2022). Os valores obtidos sdo compativeis aos reportados por Costa et al. (2025)
para a mesma preparagao de slgA1 de colostro humano, validando a qualidade e a

consisténcia da amostra utilizada.

Figura 21 — Distribuicdo de didametro hidrodinamico das amostras por intensidade
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Legenda: Dados de analise do didmetro hidrodinamico por intensidade das amostras testadas em DLS.
Na imagem A, é retratada a distribuicdo de diferentes amostras em ampla faixa de tamanhos, sendo
possivel verificar a distribuigdo geral. Na figura B, observa-se a mesma imagem com foco em uma faixa
mais estreita de tamanho, onde nota-se os principais picos de intensidade detectados para os controles
rFTL (0,25 mg/mL) e slgA1 (0,25 mg/mL) e para os complexos testados.

Ao analisar as distribuigdes por intensidade dos complexos rFTL:sIgA1,
observou-se uma reorganizagao expressiva do perfil de tamanhos em relagdo aos
controles testados (Figura 19). O complexo na razdo molar 1:1 apresentou pico
dominante em ~126,54 + 9,99 nm, com deslocamento significativo em relagdo ao pico
principal aferido para os controles de slgA1 (~33 nm) e da rFTL livre (~10 nm).
Também é possivel notar que a populagao de possiveis agregados de rFTL em ~281
nm, desapareceu completamente nos complexos, sugerindo que esses agregados
participaram da formacao de estruturas supramoleculares ou foram desorganizados
durante a interagdo com o slgA1. Ja na razdo 2:1, o pico principal avangou levemente
para ~146,86 + 35,79 nm, com maior variabilidade entre as réplicas analisadas,

indicando a formagao de complexos com maiores indicios de heterogeneidade.

O complexo na razdo molar 0,5:1 apresentou perfil inconsistente entre as
triplicatas técnicas, com Z-average variando entre 0 a 8,8 nm e PDI maximo de 1,0
em uma das réplicas, sendo, portanto, excluido da analise quantitativa. Essa
consisténcia é provavelmente atribuida a concentragao minima de rFTL, insuficiente
para gerar sinal de espalhamento notavel e estavel nas condicbes experimentais

empregadas.

Para complementagdao dos dados obtidos por intensidade, as analises das
distribuicées por volume também foram avaliadas para todas as amostras (Figura 20).
Para rFTL, obteve-se um pico unico e definido em ~6nm, com desaparecimento
aparentemente completo da contribuicdo dos agregados observados por intensidade.
Esse dado revela que, em termos de fragdao de volume da amostra, a populagao
tetramérica da rFTL é possivelmente superior aos agregados, apesar destes serem
dominantes em leituras por intensidade. O contraste na distribui¢cdo por intensidade e
volume é classicamente relatado como efeito do espalhamento preferencial por
particulas grandes, amplamente discutido na literatura de DLS para proteinas
(STETEFELD; MCKENNA; PATEL, 2016).

Enquanto isso, para o sIgA1, a distribuicdo por volume confirmou um padréo

de heterogeneidade esperado pela molécula, com pico principal entre 5-15 nm que se
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estende até ~30 nm. Para os complexos 1:1 e 2:1, a distribuicdo por volume
apresentou picos em ~15,2 nm e 17,7 nm, respectivamente, inferiores aos observados
por intensidade. Esse deslocamento progressivo dos picos por volume de ~6 nm (rFTL
livre) e 5-15 nm (slgA1 livre) para ~15-18 nm nos complexos pode atestar a formacao
de estruturas hidrodinamicamente maiores. A convergéncia entre as distribui¢gdes por
intensidade e volume reforga que o deslocamento observado pode refletir a uma
formagdo de complexos supramoleculares rFTL:sIgA1, e n&do para artefatos de

agregacao pontuais.

Figura 22 — Distribuicdo do diametro hidrodinamico por volume para as amostras

analisadas em DLS
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Legenda: Dados de analise do didametro hidrodindmico por volume das amostras testadas em DLS. Na
imagem A, é retratada a distribuicdo de diferentes amostras em ampla faixa de tamanhos, sendo
possivel verificar a distribuigdo geral. Na figura B, observa-se a mesma imagem com foco em uma faixa
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mais estreita de tamanho, onde nota-se os principais picos de intensidade detectados para os controles
rFTL (0,25 mg/mL) e slgA1 (0,25 mg/mL) e para os complexos testados.

A comparagao entre os valores de Z-average dos controles isolados e dos
complexos rFTL:sIgA1 revelou padrdo consistente com a formagdo de complexos
supramoleculares dependentes da razdo molar (Figura 21A). O Z-average € o
parametro primario calculado diretamente da fungéo de autocorrelagéo no DLS, sendo
definido como média harmdnica ponderada pelo espalhamento de luz de todas as
particulas em solugdo. Por esse motivo, o Z-average é fortemente influenciado pela
presenca de populagdes maiores, mesmo que em concentragdes minoritarias, sendo
um forte parametro de comparagéao entre amostras (STETEFELD; MCKENNA,; PATEL,
2016).

ArFTL isolada apresentou Z-average de 18,37 £ 1,45 nm, um valor elevado se
comparado com seu pico principal (~10 nm) devido a contribuigdo dos agregados na
distribuicdo por intensidade, conforme discutido anteriormente. Ja para o slgA1, os
valores de 51,98 + 1,79 nm encontram-se em concordancia com o Rh de 49,4 nm
reportado por Costa et al. (2025).

Em seguida, o complexo na razdo molar 1:1 apresentou Z-average de 75,04
1,21 nm, sendo um valor notavelmente proximo ao obtido por Costa et al. (2025) (Rh
76,81) para o complexo FTL:slgA1 na mesma razao molar, convergindo para uma
evidéncia de que a rFTL mantém sua capacidade funcional a glicanos de slgA1 em
solucdo, mesmo na presenca da cauda de histidina e do linker GRG né&o clivado.
Somado a isso, a reprodutibilidade desse resultado foi elevada, conferindo
confiabilidade estatistica do dado (Figura 21A). De maneira similar, a razao molar de
2:1 obteve um valor de 76,06 + 2,94 nm, praticamente equivalente a raz&o 1:1, com
aumento de variabilidade entre as triplicatas. Isso sugere que nessa razao o sistema
comeca a se aproximar de um cenario de saturacdo, onde o aumento de rFTL nao

promove aumento expressivo dos complexos.

Figura 23 — Comparagéao entre os valores de Z-average e PDI obtidos pelas

amostras testadas
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Fonte: Elaborado pelo autor

Legenda: Imagem A, comparagédo do didmetro hidrodindmico médio (Z-average) entre rFTL, sigA1 e
seus complexos. Imagem B, comparagdo dos indices de polidispersidade (PDI) das amostras
analisadas por DLS), a linha verde estabelece uma divisdo entre amostras consideradas n&o
polidispersas e polidispersas (PDI > 0,5).

A analise do PDI das amostras revelou um padrao particularmente informativo.
A rFTL isolada apresentou PDI de 0,732 + 0,007, o que configura uma amostra
altamente polidispersa ou com multiplas populagdes discretas (PDI > 0,5). No caso da
rETL, esse valor pode refletir a coexisténcia de populacbes tetraméricas com
agregados, identificados em distribuicdo por intensidade. Ja para o slgA1, o PDI
calculado foi de 0,514 + 0,016, confirmando sua heterogeneidade intrinseca em

solugao.

De forma notavel, os complexos 1:1 e 2:1 apresentaram PDI de 0,450 £ 0,012
e 0,469 £ 0,006, respectivamente, indicando uma distribuicdo moderada de tamanhos
(PDI entre 0,1 e 0,4), porém mais homogéneo se comparado aos controles. Essa
reducao pode significar que a formagao de complexos proteicos rFTL:sIgA1 sdo mais
homogéneos do que os componentes isolados. Essa hipdtese é sustentada pelo
desaparecimento de agregados proteicos na amostra da rFTL isolada, o que contribuiu
para seu PDI elevado, e pela obtencdo de tamanhos mais homogéneos detectados
por intensidade em torno de 126 nm. Esse é padrao indicativo para interagdes

especificas ocorrentes entre o CRD da rFTL e glicanos presentes no sIgA1.
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7 CONCLUSAO

Diante dos expostos, conclui-se que os resultados corroboram parcialmente
para a hipotese proposta, no qual a avaliagao das diferentes condi¢cdes de expressao
testadas permitiu identificar a combinagao de 30 °C e 0,5% de metanol como a mais
promissora para producao da rFTL em Komagataella phaffii X-33. Além disso, testes
de atividade hemaglutinante preliminares e o estudo da interagdo da proteina
produzida com o sIgA1, sugerem a preservacao da capacidade de reconhecimento de

glicanos.

Como perspectivas futuras, propde-se a incorporagao de uma etapa adicional
de cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) para remocédo de agregados
proteicos, avaliar a clivagem proteolitica do peptideo linker (GRG) e aprofundar a
caracterizagao estrutural e conformacional da rFTL por meio de técnicas biofisicas
complementares, contribuindo para o melhor entendimento de sua funcionalidade e

potencial aplicagéo biotecnoldgica.
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