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RESUMO

As lectinas sdo proteinas que tém a capacidade de ligar-se a carboidratos, de modo especifico e
reversivel, podendo ser aplicadas em diversas areas. A lectina de Floema de Cucurbita maxima
(PPL) tem especificidade a quito-oligossacarideos e RNA e estd associada com mecanismos de
defesa da planta contra pragas e patdgenos. Contudo, a obtengao da proteina a partir do floema
por métodos de purificagdo classicos ndo apresenta alto rendimento, o que pode limitar futuras
aplicacdes biotecnoldgicas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi a obtencdo de uma linhagem
de Komagataella phaffii geneticamente modificada para expressdo recombinante da Pumpkin
Phloem Lectin (PPL) de Cucurbita maxima. Para o desenho do vetor de expressao (SnapGene
6.1), a sequéncia génica da PPL foi coletada no Uniprot e otimizada para K. phaffii. A sequéncia
foi sintetizada pela Genone no vetor pPICZaA. Cepas de Escherichia coli TOP 10 foram
transformadas para replicagdo, seguida de extragdo e linearizacdo do DNA com Sac I. Células
competentes de K. phaffii X-33 foram preparadas e transformadas por eletroporagdo. A analise
dos transformantes foi feita por PCR e eletroforese em gel de agarose. Colonias foram
selecionadas para teste de resisténcia a zeocina (100-2000 pg/mL). A expressao foi realizada
em meio BMMY com metanol (1% e 2%) e, em um segundo teste, com sorbitol. Os
sobrenadantes foram precipitados com sulfato de amonio (0-80%), dialisados e concentrados.
A expressdo foi analisada por atividade hemaglutinante € SDS-PAGE. Apos a transformacao
genética foi observado ao fim do segundo dia de incubagdo a formacao de coldnias isoladas de
K. phafii X-33. A PCR de colonia mostrou bandas de 1150 pb, correspondentes ao gene AOX.
No teste de resisténcia a zeocina, todas as colOnias cresceram nas maiores concentragdes. As
analises por SDS-PAGE indicaram bandas no peso molecular esperado para a PPL, mas o ensaio
de atividade hemaglutinante foi inconclusivo, pois proteinas do cultivo ndo transformado
também apresentaram atividade. Assim, conclui-se que a transformacdo genética de K. phaffii
foi bem-sucedida e que as colonias obtidas s@o aptas aos testes de expressao. A analise por SDS-
PAGE sugeriu a presenga da PPL, mas sem confirmag¢ao definitiva. Métodos mais especificos,
como Western blot e espectrometria de massas, além da otimizacao das condigdes de cultivo,

sdo alternativas para validar a expressao da PPL e viabilizar sua aplicagdo biotecnologica.

Palavras-chave: Aglutinina; Transformac¢do Genética; Pichia pastoris.



ABSTRACT

Lectins are proteins that have the ability to bind to carbohydrates in a specific and reversible
manner, making them applicable in various fields. The Pumpkin Phloem Lectin (PPL) has
specificity for chito-oligosaccharides and RNA and is associated with the plant's defense
mechanisms against pests and pathogens. However, obtaining the protein from the phloem
using classical purification methods does not yield high quantities, which may limit future
biotechnological applications. Therefore, the objective of this work was to obtain a genetically
modified Komagataella phaffii strain for the recombinant expression of Pumpkin Phloem
Lectin (PPL) from Cucurbita maxima. For the design of the expression vector (SnapGene 6.1),
the gene sequence of PPL was collected from Uniprot and optimized for K. phaffii (Genscript).
The sequence was synthesized by Genone in the pPICZaA vector (Invitrogen). Escherichia coli
TOP 10 strains were transformed for replication, followed by extraction and linearization of the
DNA with Sac 1. Competent cells of K. phaffii X-33 were prepared and transformed by
electroporation. The analysis of the transformants was performed by PCR and agarose gel
electrophoresis. Colonies were selected for zeocin resistance testing (100-2000 pg/mL).
Expression was carried out in BMMY medium with methanol (1% and 2%) and, in a second
test, with sorbitol. The supernatants were precipitated with ammonium sulfate (0-80%),
dialyzed, and concentrated. Expression was analyzed by hemagglutinating activity and SDS-
PAGE. After genetic transformation, isolated colonies of K. phaffii X-33 were observed at the
end of the second day of incubation. Colony PCR showed bands of 1150 bp, corresponding to
the AOX gene. In the zeocin resistance test, all colonies grew at the highest concentrations.
SDS-PAGE analyses indicated bands at the expected molecular weight for PPL, but the
hemagglutinating activity assay was inconclusive, as proteins from the untransformed culture
also showed activity. Thus, it is concluded that the genetic transformation of K. phaffii was
successful and that the obtained colonies are suitable for expression testing. SDS-PAGE
analysis suggested the presence of PPL, but without definitive confirmation. More specific
methods, such as Western blot and mass spectrometry, along with optimization of cultivation
conditions, are alternatives to validate PPL expression and enable its biotechnological

application.

Keywords: Aglutinin; Genetic transformation; Pichia pastoris.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AOX1 Alcohol oxidase 1

BleoR Gene que confere resisténcia a Zeocina
BMGY  Buffered Glycerol-complex Medium
BMMY  Buffered Methanol-complex Medium
CPL Cucurbita phloem exudate lectin
CRD Carbohydrate Recognizing Domain
FLO10  Proteina floculante FLO10

GNA Aglutinina de Galanthus nivallis
HHA Aglutinina de Hippeastrum hybrid
kDa Quilodaltons

LB Meio de cultura Luria Bertani

MCS Multiple Cloning Site

ORI Origem de replicacao

PCR Reagdo da Polimerase em Cadeia

PMSF Fluoreto de Fenilmetilsulfonila

PP1 Phloem Protein 1
PP2 Phloem Protein 2
PPL Pumpkin Phloem Lectin

TCA Acido Tricloroacético

YPD Meio de cultura contendo extrato de levedura, peptona e D-Glicose
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1 INTRODUCAO

As lectinas sdo proteinas amplamente distribuidas pelos organismos vivos e
desempenham atividades biologicas essenciais, atuando no reconhecimento celular, modulacao
do sistema imune, transporte ¢ armazenamento de agucares etc. (Chettri et al., 2021; Van
Damme et al., 1998). Essas func¢des se devem principalmente pela presenga de dominios de
reconhecimento a carboidratos (CRDs) conferindo as lectinas a capacidade de se ligar, de forma
especifica e reversivel a essas moléculas (Drickamer, 1988).

As lectinas vegetais t€ém sido estudadas ha séculos e sd3o um grupo de proteinas com
elevado potencial biotecnoldgico. Entre elas, destacam-se as lectinas presentes no exsudato do
floema, pertencentes ao grupo PP2, que possuem sitios de reconhecimento a quitina
conservados (Bobbili et al., 2018).

E relatado que essas lectinas desempenham fungdes importantes na planta, como defesa
contra patdgenos € pragas, participagao no transporte de longa distancia de RNAs com base na
formacao de complexos ribonucleoproteicos, e a formagdo de complexos de alto peso molecular
no floema em conjunto com as proteinas PP1, o que auxilia na reparagdo rapida em casos de
lesdes vasculares (Furch; Zimmermann, 2013). Apesar de estarem em abundancia no floema da
familia Curcubitaceae, existem poucos estudos relacionados a resolugdo das estruturas
tridimensionais dessas lectinas, o que dificulta o estudo de seus mecanismos de agao.

Neste trabalho, a proteina alvo de estudo ¢ a lectina do exsudato do floema de
Cucurbita maxima, denominada PPL. Pertencente a familia PP2, € uma proteina homodimérica,
expressa pelas células companheiras do sistema vascular. Com uma massa molecular de 48 kDa
e uma cadeia de 218 residuos de aminoacidos, o estudo e caracterizagdo da PPL ¢ importante
tanto para a compreensiao dos mecanismos de defesa vegetal quanto para possiveis aplicagdes
na biotecnologia agricola (Bostwick ef al., 1992; Bostwick; Skaggs; Thompson, 1994).

Devido a localizagdo desta proteina na planta, sua obtengao em altas concentragdes a
partir da retirada do tecido vegetal se torna dificultada. Porém, com o advento da tecnologia do
DNA recombinante tornou-se possivel estudar proteinas de dificil obtencdao, a partir da
expressao heterologa. A Komagataella phaffii, conhecida como Pichia pastoris, ¢ uma levedura
comumente utilizada como sistema de expressdo de proteinas recombinantes devido ao seu
baixo custo em comparagdo a outras c¢lulas eucarioticas, facilidade de manejo, capacidade de
realizar modificagdes pos-traducionais, como glicosilacdo, e sua escalabilidade (Juturu; Wu,

2018), nesse contexto, que a K. phaffii foi escolhida como organismo modelo neste trabalho.
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1.1 Lectinas vegetais: historico, classificacido e funcoes

A descoberta da ricina, proteina toxica isolada de Ricinus communis, realizada por Peter
H. Stilmark em 1888, representou o marco do inicio do estudo das lectinas. Inicialmente elas
foram denominadas de hemaglutininas por Elfstrand, em 1898 devido a capacidade de aglutinar
eritrocitos. Desde entdo, inimeras dessas moléculas foram identificadas e caracterizadas (Van
Damme et al., 2008).

A observacao de que algumas hemaglutininas apresentavam seletividade a grupos
sanguineos do sistema ABO, levou a introducdo do termo lectina, que deriva de “legere”, o
verbo em latim para “selecionar” (Boyd; Reguera, 1949); Renkonen, 1948). Ja a associag@o das
propriedades das lectinas com a sua especificidade de ligacao aos carboidratos sé foi feita em
1952 por Watkins e Morgan (Van Damme ef al., 2008).

Denomina-se lectina, as proteinas que possuam, no minimo, um dominio ndo catalitico
que se liga reversivelmente e especificamente a mono ou oligossacarideos (Peumans, Van
Damme, 1995). A quantidade e organizagao desses dominios de reconhecimento a carboidratos
(CRDs) permite uma classificacao das lectinas. Dessa forma, sao divididos dois grupos
principais: as hololectinas, que possuem exclusivamente dominios de reconhecimento a
carboidratos, ¢ as quimerolectinas, que apresentam, além dos dominios lectinicos, outros
dominios com fung¢des independentes.

As hololectinas sdo subdivididas de acordo com a quantidade de CRDs. Quando
possuem apenas um unico dominio de reconhecimento, sdo classificadas como merolectinas, ja
as que apresentam dois ou mais CRDs, capazes de se ligar a diferentes tipos de sacarideos,
recebem a denominag¢do de superlectinas (Van Damme et. al., 2008). Essa divisdo estd

esquematizada na Figura 1.
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Figura 1 - Classifica¢do das lectinas por quantidade e organizacao

de dominios de reconhecimento a carboidratos

Merolectina Hololectina Quimerolectina
Heveina % Ricina
ConA
Superlectina

Sitio de
ligacao

Fonte: Adaptado de Van Damme ef al., 1988. Representacdo esquematica da classificag@o das lectinas em
Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e Superlectinas. Os exemplos sdo a heveina, a ConA, a
Ricina (Uma lectina toxica, inativadora de ribossomos) e a TXLC-I. Os circulos brancos e cinzas
representam subunidades das proteinas, os circulos pretos representam os sitios de ligagdo a carboidratos,

a caveira representa o sitio catalitico da ricina, responsavel pela toxicidade.

No reino vegetal, as lectinas apresentam ampla distribui¢do taxonémica e funcional.
Inicialmente, associava-se a elas apenas as fung¢des de protecao contra pragas e patogenos e de
reserva energética (Van Damme, 2022). No entanto, estudos recentes destacam papéis em
outros processos biologicos dessas proteinas nas plantas, podendo desempenhar fungdes
especificas dentro da célula vegetal ou na interagdo com outros organismos, como a transdu¢ao
de sinais de estresse ¢ a modulacdo da imunidade das plantas (Van Holle; Van Damme, 2018;
Van Damme, 2022).

Por ser um grupo amplo e heterogéneo, as lectinas vegetais foram divididas em familias.
A classificagdo mais recente, feita em 2008, agrupa proteinas estruturalmente relacionadas e foi
feita com base em dados de sequenciamento de proteinas e de clonagem de sequéncias de
cDNA. As 12 familias incluem: Homologos a aglutinina de Agaricus bisporus (ABA);
Amarantinas; homologos de quitinase classe V; familia cianovirina; familia de aglutinina de
Euonymus heveinicus; familia de aglutinina de Galanthus nivalis; proteinas com dominios
heveinicos; jacalinas; proteinas com dominio lectina de leguminosa; dominios LysM; Dominios

heveinicos; familia aglutinina de Nicotiana tabacum, e familia Ricina-B.
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A Figura 2 mostra as estruturas tridimensionais dos representantes das familias,
depositadas no Protein Data Bank, com auséncia da Aglutinina de Euonymus heveinicus e

dominios LysM, que ndo foram encontrados no banco de dados.

Figura 2 — Classificagdo das lectinas vegetais em familias evolutivamente relacionadas.

HOMOLOGOS A AGLUTININADE  AMARANTINAS HOMBLOGOS DE FAMILIA FAMILIA DE AGLUTININA DE
Agaricus bisporus (ABA) QUITINASE CLASSE V CIANOVIRINA Galanthus nivalis

PROTEINAS COM PROTEINAS COM DOMINIO  FAMILIA AGLUTININA DE
DOMINIOS HEVEINICOS LECTINA DELEGUMINOSA  Nicotiana tabacum

Elaborado pela autora. Representacio da estrutura tridimensional de lectinas pertencentes a cada familia. Fonte:
Protein Data Bank (IDs: 1Y2T, 1JLY, 4URI, 4J4E, INIV, 1TOW, 1KUS, 1BQP, 8QMG, 2AAI)

Dentre as lectinas da familia Nictaba (aglutinina de Nicotiana tabacum), destacam-se as
lectinas de floema do tipo PP2 (Phloem Protein 2), particularmente abundantes em membros da
familia Cucurbitaceae. Estas proteinas sdo expressas pelas células companheiras do tecido
vascular e transportadas para o floema através dos plasmodesmos (Golecki ef al., 1999).

E relatado que as PP2 desempenham miltiplas fungdes biologicas, incluindo o
transporte de RNAs ao longo do sistema vascular. As PP2 também sdo conhecidas por sua
capacidade de formar complexos de alto peso molecular no floema com as proteinas PP1 através
de pontes dissulfeto, contribuindo para a reparagdo rapida em casos de lesdo vascular,
protegendo contra a invasao de patdégenos e herbivoros (Van Damme et al., 2008). Estudos
indicam que estas lectinas possuem afinidade por quitooligossacarideos, o que sugere sua agao
de defesa nas interacdes planta-patdégeno (Tsaneva; Van Damme, 2020; Van Damme et al.,
1998). Além disso, suas propriedades estruturais as tornam relevantes em pesquisas voltadas

para o entendimento da dindmica do floema e para potenciais aplicagdes biotecnologicas.
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1.2 Pumpkin Phloem Lectin (PPL)

A lectina de floema de Abdbora (PPL, do inglés Pumpkin Phloem Lectin), ¢ uma
proteina do tipo PP2 amplamente presente no floema de Cucurbita maxima, com um papel
associado ao transporte de macromoléculas e a defesa da planta (Bobbili et al., 2014).

A PPL consiste em um homodimero, cujas subunidades possuem aproximadamente
24 kDa e contém 218 residuos de aminoacidos. Estudos de dicroismo circular e modelagem
molecular demonstram que a estrutura secundaria dessa proteina ¢ predominantemente

composta por folhas B, conforme ilustrado na Figura 3 (Musti et al., 2022).

Figura 3 - Modelo molecular da PPL e interagdo com quitobiose

Fonte: Adaptado de Narahari ef al. (2011b).

(A) Modelo de homologia da PPL gerado pelo I-TASSER. (B) Quitobiose acoplada no sitio de ligagdo potencial
da PPL. No modelo da PPL, as alfa-hélices estdo representadas em roxo, as folhas beta em rosa ¢ os loops em
amarelo. Na quitobiose, o esqueleto de carbono esta em verde, os oxigénios estdo em vermelho e os hidrogénios
ligados ao oxigénio estdo em branco.
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Além disso, a PPL apresenta afinidade por quito-oligossacarideos, A termodindmica
dessa interagdo foi estudada por meio de calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) e métodos
computacionais. Os resultados indicaram que a quitotriose apresenta uma afinidade um pouco
maior em comparacdo com a quitotetrose € a quito-pentose, enquanto a quito-hexaose
demonstrou uma afinidade aproximadamente 40 vezes superior a da quitotriose (Narahari et al.,
2011).

Essa ligacdo ¢ predominantemente impulsionada por entalpia, com contribuicao
entropica negativa, indicando que as interagdes sao estabilizadas por ligagdes de hidrogénio e
forcas de van der Waals (Narahari et al., 2011; Musti et al., 2022). Andlises mutacionais
realizadas por Bobbili ef al. (2014) identificaram aminoacidos envolvidos nessa interacao,
determinando a presenca de um sitio estendido de ligagdao a carboidratos. Nesse sitio, os
aminoacidos Leu-100 e Glu-102 compdem o sitio primario; Ile-101, Ser-104 e Trp-105
compdem o sitio secundario; € Trp-199 e Lys-200 compdem o sitio terciario. No mesmo estudo,
ensaios de calorimetria diferencial de varredura (DSC), aliados a analise do espectro de
dicroismo circular (CD), demonstraram que a PPL mantém sua atividade hemaglutinante
inalterada em temperaturas entre 4 °C e 70 °C, sofrendo uma transi¢ao conformacional em seu

enovelamento por volta de 81,5 °C (Bobbili et al., 2014).

1.3 Aplicacdes biotecnoldgicas das lectinas

“Biotecnologia significa qualquer aplicagdo tecnologica que utilize sistemas bioldgicos,
organismos vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou processos para
utilizagdo especifica”, segundo a Convengdo sobre Diversidade Biologica ¢ Legislacao
Correlata (2008, p. 25). Tendo isso em vista, ao longo dos ultimos anos inlimeras lectinas tém
sido aplicadas em 4areas diversas da biotecnologia. Essas proteinas, devido a capacidade de
interagdo com carboidratos e outras moléculas, t€ém se mostrado ferramentas tteis em diversas
aplicagdes biotecnologicas, desde o campo da agricultura até a satide humana.

O papel das lectinas vegetais em condi¢des de estresse e defesa contra patdgenos pode
ser explorado para beneficio de outras plantas na agricultura. Nesse sentido, estratégias
biotecnoldgicas como super expressao ou knockout de genes e transformagdo genética de

plantas podem ser aplicadas para aprimorar o desenvolvimento vegetal (Van Damme, 2022).
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Devido as propriedades de ligacao a carboidratos, lectinas também podem ser utilizadas
como carreadores de moléculas. A aglutinina de Galanthus nivalis (GNA) por exemplo, pode
carrear proteinas toxicas facilitando o acesso delas a hemolinfa dos insetos, visto que interage
com glicanos do trato gastrointestinal do animal. Sendo assim, a GNA vem sendo aplicada na
formulagao de biopesticidas (Van Damme, 2022).

Além disso, muitas lectinas tém propriedades interessantes para o campo da saude.
Islam et al. (2024) mostrou que a lectina do floema de Cucurbita pepo (CPL) apresenta
atividade bactericida contra diferentes patogenos, antifingica contra Aspergillus niger e
capacidade de aglutinar esporos de Aspergillus flavus. Ademais, a CPL apresentou efeito
antiproliferativo in vivo contra células de carcinoma ascitico de Ehrlich (EAC) em
camundongos e inibiu o crescimento de células de cancer de mama (MCF-7) e pulmao (A-549)
em ensaios in vitro (Islam et al., 2024). Esses resultados demonstram o potencial das lectinas
como agentes terapéuticos e reforcam a importancia de estudos adicionais.

Ainda no ambito da satde humana, lectinas vegetais tém se destacado no estudo das
infecgdes virais devido a capacidade de reconhecer e interagir com glicoproteinas da superficie
dos virus. Essas interagcdes permitem o bloqueio da entrada do virus nas células hospedeiras,
impedindo sua replicagdo (Van Damme, 2022).

Um estudo observou que a exposicao prolongada do HIV a Aglutinina de Hippeastrum
hybrid (HHA) pode modificar o perfil de glicosilagdo da proteina gp120, resultando na perda
de infectividade (Balzarini et al., 2005). Além disso, a ligacdo das lectinas aos glicanos da
superficie viral pode expor epitopos previamente mascarados, facilitando o reconhecimento

pelo sistema imune (Van Damme, 2022).
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1.4 Expressao heterologa de proteinas

As proteinas sao macromoléculas constituidas por cadeias de residuos de aminoacidos
unidos por ligacdes peptidicas. Essas moléculas desempenham funcdes essenciais para todos
os organismos, participando da estruturacdo, regula¢do e funcionamento das células. Em vista
disso, o conhecimento da estrutura ¢ fun¢do das proteinas ¢ de extrema importancia no
entendimento dos processos biologicos, na descoberta de alvos para novos farmacos e
biofarmacos, na prospec¢ao de moléculas de interesse biotecnologico, no diagnoéstico de

doencas, em aplicacdes em processos industriais, entre outras (Nelson; Cox; Hoskins, 2022).

“Para estudar detalhadamente uma proteina, o pesquisador deve ser capaz de separa-
la de outras proteinas para obté-la na forma pura; para isso, ele deve dispor de técnicas
adequadas para determinar as propriedades da proteina. Os métodos necessarios vém
da quimica de proteinas, disciplina tdo antiga quanto a propria bioquimica ¢ que
mantém uma posi¢do central na pesquisa bioquimica” (NELSON; COX; HOSKINS,
2022, p. 83).

Nesse contexto, diversas técnicas podem ser empregadas para obten¢do de uma proteina
pura. Uma delas parte da extracdo da proteina nativa diretamente dos tecidos ou o6rgaos de
origem, utilizando métodos de lise celular, separagdo de proteinas por precipitacdo e/ou
cromatografias, entre outros.

Tendo em vista a complexidade do floema das Cucurbitaceas, a obtengdo de proteinas
puras e em concentragdes adequadas a partir do exsudato do floema ¢ um desafio. Isso ocorre
devido a mistura de componentes de diferentes células no exsudato, dificultando a separagao
das proteinas de interesse. Além disso, com o corte, as proteinas PP1 e PP2 se agregam
rapidamente e bloqueiam os tubos crivados, tornando sua extragao e analise mais complexas
(Turgeon, 2016).

Uma alternativa para a obten¢do e estudo das proteinas de floema ¢ a expressdo
heter6loga, que envolve a insercdo do gene codificante da proteina alvo em um organismo
hospedeiro, o qual utiliza a propria maquinaria de sintese proteica para expressar a proteina
recombinante. A escolha do organismo hospedeiro pode ser baseada nas vantagens e limitagdes,

destacadas no Quadro 1.
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Quadro 1 -Vantagens ¢ desvantagens dos sistemas de expressdo heteréloga de proteinas

Organismo Vantagens Desvantagens
Escherichia - Fécil manipulagio e cultivo - Maioria das cepas incapazes de realizar modificagdes
coli - Rapido crescimento pos-traducionais
- Baixo custo - Enovelamento incorreto de proteinas recombinantes no
- Ampla diversidade de vetores citoplasma
- Escalonavel - Possibilidade de formacgéo de corpos de incluséo
Leveduras - Facil cultivo, manuteng@o e armazenamento | - Podem apresentar requerimento nutricional mais
(Komagataella | - Podem expressar de forma eficiente complexo
phaffii e moléculas eucaridticas complexas, como - Pode haver hiperglicosilagdo
Saccharomyces | anticorpos - Proteases presentes no meio podem degradar a proteina
cerevisae) - Realizam modifica¢des pds-traducionais antes da purificagdo, necessitando de inibidores
importantes
- Escalonavel
Células de - Fécil manipulagio - Apresentam requerimentos nutricionais complexos
insetos - Pode expressar de forma eficiente - Cultivo e obtengdo do produto demorados
moléculas eucaridticas complexas - Baixa escalabilidade
- Realizam modificagdes pos-traducionais - Proteases presentes no meio podem degradar a proteina
importantes antes da purificagdo, necessitando de inibidores
Organismo Vantagens Desvantagens
Células de - Geneticamente estaveis - Menor velocidade especifica de crescimento
mamiferos - Fécil manipulagdo e transformacao, - Apresentam requerimentos nutricionais complexos
- Pode expressar de forma eficiente - Cultivo e obteng@o do produto demorados
moléculas eucaridticas complexas - Alto custo
- Realizam modificagdes pos-traducionais - Proteases presentes no meio podem degradar a proteina
importantes antes da purificagdo, necessitando de inibidores
- Escalonavel
Células - Pode expressar de forma eficiente - Baixa velocidade especifica de crescimento
vegetais moléculas eucaridticas complexas - Apresentam requerimentos nutricionais complexos

- Realizam modificagdes pos-traducionais
importantes

- Menor custo de produgdo de proteinas em
relagdo a cultura de células de mamiferos.

- Possibilitam um bom rendimento do

produto expresso e tem escalonabilidade

- Cultivo e obteng@o do produto demorados
- Proteases presentes no meio podem degradar a proteina

antes da purificacao, necessitando de inibidores

Elaborado pela autora. Referéncia: (Mukhtar et al., 2023)
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A levedura K. phaffii tem se destacado como um dos principais sistemas de expressao
para a producdo heterdloga de proteinas recombinantes, sendo amplamente utilizada em
pesquisas académicas e aplicagdes industriais. Sua popularidade se deve a diversas vantagens
em relagdo a outros sistemas, como a capacidade de crescimento em altas densidades celulares
e a possibilidade de expressar proteinas tanto no meio intracelular quanto no meio extracelular
(Unver; Dagci, 2024).

Além disso, K. phaffii apresenta um metabolismo aerobico eficiente e um sistema de
glicosilagao que pode ser modificado para se assemelhar ao das células de mamiferos, tornando-
a uma plataforma versatil para a producao de proteinas terapéuticas e industriais. Seu sistema
de promotores, especialmente o promotor 40XI, permite uma inducao forte e regulada pela
presenca de metanol, garantindo altos rendimentos de proteina recombinante. Para atender
diferentes necessidades experimentais, diversas cepas mutantes foram desenvolvidas como a
X-33, uma cepa prototrofica amplamente utilizada por apresentar alta eficiéncia na secre¢do de
proteinas recombinantes e melhor adaptacdo a diferentes condi¢des de cultivo (Juturu; Wu,

2018).



20

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral:

Desenvolver uma linhagem de Komagataella phaffii geneticamente modificada para
expressao recombinante da Pumpkin Phloem Lectin (PPL) de Cucurbita maxima.

2.2 Objetivos Especificos:
Transformar K. phaffii com o vetor de expressao contendo o gene da PPL;
Selecionaras linhagens de K. phaffii mais promissoras para producao de PPL.;

Avaliar a expressao da PPL em diferentes condigdes de cultivo.
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3 METODOLOGIA

Todas as atividades envolvendo organismos geneticamente modificados foram
realizadas no Laboratério de Biotecnologia Molecular (LabBMol), localizado no Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular situado no Campus do Pici da Universidade Federal do
Ceara (UFC). A UFC possui o Certificado de Qualidade em Biosseguranga (CQB) expedido
pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). No CQB nimero 0102/99
(processo 01200.004129/98-53), que consta no Item XVII do Comunicado Numero
77/CTNBio, publicado no Diario Oficial da Unido Nimero 52-E em 18/03/1999 (Se¢do 3,
paginas 59-61), estdo incluidas as instalagdes do LabbMol, que estd autorizado a realizar
atividades de pesquisa em regime de conten¢ao com organismos geneticamente modificados do
Grupo I (Nivel de Biosseguranga: NB-1). Assim, o LabbBMol ¢ uma das unidades operativas
(R0O07-2016) que integram a CIBio-UFC, e tem como responsavel técnico o Prof. André Luis
Coelho da Silva (http://www.cibio.ufc.br/index.php/pt-br/ unidades-operativas#).

3.1 Desenho e obtencio do vetor de expressiao

Foi utilizado plasmideo customizado para clonagem ¢ expressdo do gene-alvo
referente a PPL. Para desenho do plasmideo, a sequéncia de aminoacidos da proteina PPL,
obtida no banco de dados UniProt (acesso: Q42383), foi otimizada para o cédon usage da
levedura Komagataella phaffii, organismo hospedeiro escolhido para a expressao
recombinante, utilizando a ferramenta GenSmart Codon Optimization (GenScript). Em seguida
a sequéncia foi inserida in silico com o uso da plataforma SnapGene no vetor de expressao
pPICZoA, representado na Figura 4. O plasmideo desenhado, denominado pPICZaA+PPL foi
sintetizado pela empresa especializada GENONE.
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Figura 4 - Plasmideo pPICZaA, utilizado na transformacao genética de K. phaffii
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Representagdo do plasmideo pPICZaA. Fonte: SNAPGENE. pPICZ(a) A — Yeast Plasmids.

3.2 Preparo de células de Escherichia coli TOP 10 competentes

Para replicagdo do gene-alvo foram utilizadas células quimio-competentes de
Escherichia coli cepa TOP 10. Para preparo das células de E. coli competentes, seguiu-se
metodologia descrita por Sambrook, 2012. Uma coldnia de E. coli TOP 10 foi inoculada em 5
mL de meio caldo LB (Luria Bertani) mantido sob agitagdo (120 rpm, a 37 °C, overnight),ap0s
esse periodo, 1 mL desse pré-indculo foi inoculado em 100 mL meio LB e agitado a 120 rpm,
37°C, até atingir DOsoonm entre 0,4 — 0,6. Em seguida, o cultivo foi centrifugado ( 5000 x g,
4 °C, 10 minutos) e o sobrenadante descartado. O pellet celular foi ressuspendido em 40 mL de
MgCl; 0,1 M e a suspensao foi centrifugada ( 3000 x g, 4 °C, 10 minutos). O precipitado celular
ressuspendido em 20 mL de CaCl; 0,1 M. A suspensao celular foi centrifugada ( 3000 x g, 4°C,
10 minutos) e o pellet foi novamente ressuspendido em 2 mL de CaCl, (0,1 M) e foi adicionado
glicerol para concentragdo final 25% para proteger as c¢lulas do congelamento. As cé¢lulas

foram aliquotadas em tubos de 1,5 mL, previamente gelados e estocadas a -80 °C.
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3.3 Replicacao do vetor pPICZaA+PPL em Escherichia coli (TOP 10)

Para replicacao do vetor de expressao, foi realizado o protocolo de transformacgao de E.
coli TOP 10 por choque térmico seguindo metodologia descrita por Green; Sambrook, (2012).
Para preparo da reacdo em um microtubo utilizou-se 50 pL de células competentes e 50 ng de
plasmideo que foi incubado em gelo por 30 min. Posteriormente, o microtubo foi incubado a
42 °C por 1 minuto e 30 segundos e depois, incubado no gelo por 1 minuto. Para a regeneracdo,
adicionou-se 1 mL de caldo LB as células, que foram imediatamente incubadas a 37 °C, sob
agitacdo de 200 rpm, por 1 h. As bactérias foram plaqueadas em meio LB agar contendo

ampicilina (100 pg/mL) e mantidas em estufa a 37 °C, overnight.

3.4 Extracio de DNA plasmidial e lineariza¢ao do plasmideo

Uma coldnia 1solada de E. coli, transformada com o plasmideo ppiczaA+PPL foi
inoculada em 5 mL de caldo LB e incubada (37°C, 180 rpm, overnight). Apds o crescimento, a
cultura foi utilizada para extragdo do DNA plasmidial utilizando o kit comercial QIAprep Spin
Miniprep Kit da empresa QIAGEN. Apés a extragdo do DNA plasmidial a amostra foi
quantificada em espectrofotometro NanoDrop e concentrada a 1 pg/puL. O DNA plasmidial foi
linearizado utilizando a enzima de restricdo Sac I (Promega), seguindo as recomendacdes do

Data Sheet.

3.5 Preparo de Komagataella phaffii X-33 competentes

Células de K. phaffii X-33 foram inoculadas em meio YPD 4gar a 30 °C por 48 h. Para
preparo do pré-indculo, uma colonia foi inoculada em 5 mL de YPD, e a cultura incubada a
30 °C, 180 rpm até atingir uma DOgoonm entre 1,5 e 3,0. A partir do pré-indculo fez-se a
diluigdo com meio YPD até atingir 50 mL de cultura a uma D.O de 0,6, o qual foi incubado
nas mesmas condi¢des do pré indculo, por 4 horas, até atingir DOgoonm entre 1,3 - 1,5.

Quando o indculo atingiu o crescimento esperado, aplicou-se o protocolo para obtengao
de células competentes adaptado de Joan Lin-Cereghino et al., (2022). Nesse sentido, a
cultura foi centrifugada (500 x g, 5 minutos, 25 °C), e o pellet foi ressuspendido em 10 mL

de solugao BEDS com Ditiotreitol (DTT) gelada.
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Apos incubagdo (30 °C, 100 rpm, 5 minutos), a cultura foi novamente centrifugada
(500 x g, 5 minutos, 25 °C), o e o pellet ressuspendido em 1 mL de BEDS. As células

competentes foram aliquotadas e armazenadas a -80 °C.

3.6 Transformacao da cepa Komagataella phaffii X-33

Para a etapa de transformacdo genética, 40 pL de células competentes foram
combinadas com 4 puL do plasmideo pPICZaA+PPL (80 ng/uL), linearizado. A mistura foi
depositada na cubeta de eletroporacao e incubada no gelo por 5 minutos. Posteriormente, as
células foram eletroporadas a 1500 V no eletroporador (Eppendorf Mastercycler). Para etapa
de regeneragao das células, foi adicionado 1 mL de meio YPD contendo Sorbitol 1 M, e
incubadas a 30 °C, 180 rpm, por 1 hora. As células regeneradas foram plaqueadas em meio

YPD agar, contendo zeocina (100 pg/mL), e incubadas a 30 °C por 3 dias.

3.7 Analise dos transformantes

Para analise ¢ sele¢dao das colonias transformadas foi realizada a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Para cada reacdo de PCR, foram utilizados 0,5 pl. de enzima DNA-
polimerase Taq (5 U/uL, Sigma-Aldrich); 2,5 pLL de tampao de reacao 10X para PCR contendo
MgClz (100 mM de Tris-HCI, pH 8,3; 500 de mM KCI; 15 mM de MgClz; 0,01% de gelatina;
Sigma-Aldrich); 0,5 pL de dNTPs (10 mM), 2,5 upL do iniciador 5’-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’ (5" AOX1 sequencing primer); 2,5 uL do iniciador 5°-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’ (3" AOX1 sequencing primer); 16,5 uL de agua ultrapura
livre de nucleases. O volume final da reacdo foi de 25 pL. Foi coletada uma fracdo de cada
colonia e adicionada a cada reagao.

A reacdo ocorreu por 30 ciclos de 94 °C/30 segundos, 55 °C/40 segundos, 72 °C/50
segundos e um ultimo ciclo de extensdo a 72 °C/5 minutos. Os produtos de amplificagdo foram
submetidos ao fracionamento eletroforético em gel de agarose 1%. Apos a adi¢ao de tampao de
amostra (6X) para DNA (0,25% azul de bromofenol; 0,25% etilenoglicol; 30% de glicerol em
H20) contendo GelRed, os fragmentos foram fracionados no gel em TAE 1X (0,04 M Tris-
acetato; 0,001 M EDTA). Os DNAs fracionados no gel foram observados em luz ultravioleta
(U.V).
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3.8 Teste de resisténcia a zeocina

Para a realizagdo do teste de resisténcia ao antibiotico de sele¢do seguiu-se a
metodologia descrita no Data Sheet do EasySelect™ Pichia Expression Kit (Invitrogen). Foram
selecionadas quatro colonias de K. phaffii X-33 transformadas (C1, C2, C3 ¢ C4). As coldnias
selecionadas foram inoculadas em 5 mL de meio YPD + zeocina 100 pg/mL e cultivadas a
30 °C, 180 rpm, por 24 h. Para o teste foram preparadas 4 placas contendo meio YPD agar +
zeocina (200, 500, 1000 e 2000 pg/mL). Cada placa foi dividida em 4 quadrantes e em cada
quadrante foi inoculado 3 pL das culturas C1, C2, C3 e C4. As placas foram incubadas a 30 °C,
por 3 dias.

3.9 Induciao da expressao da PPL em K. phaffii X-33

A célula transformadacontendo o gene da PPL resistente a zeocina foi inoculada em 20 mL de
meio BMGY (10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de peptona, 100 mM de tampao fosfato de
potassio pH 6,0, 13,4 g/l de YNB, 4 x 10~° g/L de biotina e 10 g/L de glicerol). E pré-indculo
o foi incubado a 30 °C,180 rpm, por 24 h, até que a DOsoonm estivesse entre 1,5 e 3,0.
centrifugado a 3000 rpm, 25°C. As células lavadas com agua destilada estéril, centrifugadas
(condigdes), em seguida foram ressuspendidas em 150 mL de meio BMMY (10 g/L de extrato
de levedura, 20 g/L de peptona, 100 mM de tampao fosfato de potassio pH 6,0, 13,4 g/L de
YNB, 4 x 10~ g/L de biotina), com concentra¢des de metanol de 1% e 2%. As culturas foram
mantidas a 28°C, 180 rpm, por 96 horas. Durante esse periodo, diariamente foi adicionado
metanol PA 1% e 2% no meio. Durante o periodo de 96 horas foram retiradas aliquotas de 1 mL
a cada 24 horas para andlise da expressao. As aliquotas foram centrifugadas a 5000 x g, 25 °C,
em seguida o sobrenadante e o pellet foram estocados a -80 °C. Para o segundo teste condi¢ao
de indugdo da expressdo, o mesmo processo foi realizado, no entanto com o acréscimo Sorbitol

1% ao meio BMMY (1% de metanol), diariamente.
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3.10 Analise do teste de expressao

3.10.1 Preparo de amostras

Apo6s a indugdo da expressdo, os cultivos foram centrifugados a 10.000 x g, por 5
minutos, a 25°C, separando o sobrenadante do pellet celular. Os pellets foram armazenados a -
20 °C, e os sobrenadantes foram submetidos a precipitacdo fracionada com sulfato de amonio
na faixa de 0 a 80% de saturagdo. O sal foi adicionado gradualmente, sob agitacdo constante
banho de gelo. A solugdo permaneceu sob agitacao no gelo, overnight. Em seguida, a amostra
foi centrifugada a 16.000 x g, por 15 minutos, a 4 °C, e o precipitado obtido foi ressuspendido
em 1 mL de agua destilada. Esta solu¢do foi dialisada em membrana de didlise com poros de
12 kDa, em volume de 1:2000 e trocas com intervalos de 2 horas. Apds esse processo, o

dialisado foi submetido a concentracao em ultrafiltro de centrifuga.

3.10.2 Lise celular

Visando analisar as proteinas intracelulares, foi feita uma etapa de lise celular. Os pellets
celulares de K. phaffi obtidos na etapa 3.7.1 foram ressuspensos em 100 uLL de Tampao de lise
(50 mM de fosfato de sodio; pH 7,4; 1 mM de PMSF; 1 mM de EDTA; 5% de glicerol), e em
seguida adicionou-se a suspensao celular um volume equivalente de microesferas de vidro (0,5
mm). As células foram lisadas com 8 ciclos de agitagdo em vortex por 30 segundos, intercalada
com incubag¢ao no gelo por 30 segundos. Os debris celulares foram removidos por centrifugagao
(10.000 x g, 10 min, a 4 °C), ¢ os sobrenadantes contendo as proteinas soluveis foram

transferidos para um novo microtubo, identificados e armazenados a -20 °C.

3.10.3 Atividade Hemaglutinante

As aliquotas coletadas nos diferentes tempos da expressdo, bem como a amostra
concentrada apos o processo de didlise e o lisado das células, foram submetidas ao ensaio de
atividade hemaglutinante. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, onde foram
adicionados 50 pL de eritrécitos de coelho a 3% (v/v), 50 uL de solugdao de NaCl 0,15 M e 50
uL da amostra, totalizando um volume final de 150 puL por pogo. As amostras foram testadas

em triplicata.
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Como controle positivo, utilizou-se a proteina frutalina, enquanto a dgua foi empregada
como controle negativo. As placas foram incubadas por 30 minutos, a 30 °C, e a presenca de

hemaglutinacgdo foi avaliada visualmente.

3.10.4 Concentragdo de proteinas e Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para concentrar as proteinas do sobrenadante, foi realizada uma precipitagdo com acido
tricloroacético (TCA), garantindo a remog¢do de contaminantes e permitindo uma melhor
visualizag¢do das bandas proteicas.

Os ensaios em PAGE (sob condigdes desnaturante e desnaturante/redutora) para analise
do perfil de expressdo de proteinas nos diferentes tempos (12, 24, 48, 72 e 96 horas) foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970) em gel de poliacrilamida
a 12%. As bandas proteicas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,05%,

preparado em uma solu¢@o de metanol:4cido acético:agua (1:3,5:8, v/v/v).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Construcio e replicaciao do vetor de expressiao em Escherichia coli
A construgao do vetor de expressao pPICZaA com o gene da proteina PPL foi realizada

visando a producdo heterdloga da enzima em Komagataella phaffii ¢ o esquema pode ser

visualizado na Figura 5.

Figura 5 - Vetor de expressdo ppiczaA + PPL
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Fonte: elaborado pela autora.

A escolha do vetor pPICZaA para a expressao de proteinas recombinantes em K. phaffii
¢ amplamente justificada por suas caracteristicas funcionais e vantagens técnicas. Esse vetor
utiliza o promotor AOX1, que ¢ forte e regulavel por metanol, permitindo um controle da
expressdo génica e altos niveis de produgdo proteica (CREGG et al., 2000). Além disso, o
pPICZaA contém o sinal de secrecdo a-factor, que direciona a proteina para o meio extracelular,
facilitando sua purificagdo (DALY; HEARN, 2005). A presen¢a de um gene de resisténcia a
zeocina permite a selecdo de clones transformados, garantindo eficiéncia no processo de
transformagao (INVITROGEN, 2002).

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia da expressdo génica da PPL, o gene que
codifica essa proteina foi submetido a otimizacdo de coddons, ajustando-se sua sequéncia
nucleotidica ao viés de uso de codons preferenciais da K. phaffii. Como exposto por Quax et al.
(2015), o viés de codons desempenha um papel crucial na regulagdo da expressdo génica,
influenciando diretamente a eficiéncia e a precisdo da traducdo. Ao adaptar os codons da PPL

para K. phaffii, pretende-se maximizar a taxa de traducao.
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A localizagdo exata dos primers, utilizados nas etapas de confirmagao de clonagem, no
vetor esta destacada na Figura 5, onde o Primer 1 (5’ AOX1) esta posicionado na regido do
promotor AOX1 e o Primer 2 (3’ AOX1) na regido do terminador 4OX/. A Figura 6, gerada
por simulagdo de PCR, ¢ a representacao do produto amplificado, destacando o tamanho

esperado do amplicon e as regides incluidas.

Figura 6 - Simulagdo de PCR com os primers AOX1

Primar 4 {4..03 Primar 2 (1138 _ 1155)
ke |
- == = === == =
oL prometor o-factar secration signal | oxHis AOHI terminator
MCs Kux2 Protease recognition sie

Fonte: elaborado pela autora. Representacdo do produto de PCR.

Com o objetivo de replicar o gene em bactérias foi realizada a transformagao de células
de E. coli TOP 10. A Figura 7 mostra o crescimento de colonias isoladas da bactéria em meio

LB 4gar + ampicilina (100 ug/uL), ap6s a transformagao.

Figura 7 - Placas com E. coli Top10 transformada com pPICZaA + PPL

Fonte: elaborado pela autora. E. coli transformada pPICZoA + PPL em placa com meio LB agar +
zeocina,
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Para confirmar a transformagao utilizou-se a técnica de PCR para amplificar a regido
codificadora do gene AOX1 presente no DNA extraido das colonias. Os produtos de PCR foram
visualizados apos separacdo em gel de agarose 1%. Na figura § € possivel visualizar a presenca
de fragmentos de DNA com tamanho aparente de 1150 pb, correspondentes a amplificacao do
gene AOX presente no plasmideo, confirmando que todas as coldonias selecionadas continham

o plasmideo pPICZaA + PPL.

Figura 8 - Anélise de Transformacao de colonias de E. coli por Eletroforese em gel de agarose
(1%)

M C- C+ 123 4 56 78 910111213 141516 17

1 500pb

Spb

Fonte: elaborado pela autora.

M: Marcador de peso molecular da Promega (100pb - 1000pb, com banda adicional de 1500pb);
C-: Controle negativo; C+: Controle positivo, com adicao de 0,5 pL do vetor pPICZaA;

1-17: Produtos de PCR de coldnias isoladas obtidas da placa.



31

4.2 Transformacao genética de Komagataella Phaffii X-33

Apos a transformacao, foi possivel visualizar a formacdo de coldnias isoladas de K.

phaffii X-33 (Figura 9A).

Figura 9 — Placas com meio YPD ap6s inoculagdo de K. phaffii transformada

Fonte: elaborado pela autora.
A) Colonias de K. phaffii X-33 transformadas crescidas em meio YPD + zeocina (100 mg/mL);
B) Controle negativo (ndo foi inoculado).

Para confirmar a transformagao utilizou-se a técnica de PCR para amplificar a regido
codificadora do gene AOX1 presente no DNA extraido das colonias. Os produtos de PCR foram
visualizados ap6s separagdo em gel de agarose 1%. Na figura 10 € possivel visualizar a presenca
de fragmentos de DNA com tamanho aparente de 1150 pb, correspondentes a amplificagao do
gene AOX presente no plasmideo, confirmando que 13 das 18 colonias continham o plasmideo

pPICZaA + PPL.
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Figura 10 — Analise de Transformagao de colonias de K. phaffii por Eletroforese em gel de
agarose (1%)

MC+ NTCC- 123 4 56 7 8 9101112131415161718

Fonte: elaborado pela autora.
M: Marcador 100pb (100-1000 + banda de 1.5kpb); C+: ppiczA+PPL; NTC: No template
control; C-: Komagataella phaffii X-33 ndo transformada; 1 a 18: colonias 1 a 18.

O crescimento de algumas colonias em placas contendo zeocina, sem a amplificacdo
correspondente ao tamanho esperado do vetor pPICZaA, pode ser explicado. Embora essas
coldnias apresentem resisténcia ao antibidtico, a auséncia da banda sugere que o vetor pode nao
ter sido integrado no locus AOX1 de forma estavel ou completa. Assim, as bandas menos
intensas observadas no gel de agarose, podem corresponder a amplificagdo do
gene AOX1 nativo de K. phaffii, indicando que a recombina¢do homdloga ndo ocorreu como
esperado. Isso pode acontecer devido a integracdo episomal (ndo gendmica) do vetor ou a
recombinagdo em loci ndo especificos, que ndo garantem a expressdo controlada pelo

promotor AOX1 (CREGG et al., 2000; INVITROGEN, 2002).

4.3 Teste de resisténcia a zeocina

A partir da visualizacdo das placas, foi possivel confirmar o crescimento das 4 coldnias testadas
(colonias 8, 9, 13 e 17), nas diferentes concentragdes de zeocina (Figura 8), apos 3 dias de
inoculacdo. Esse teste, € uma etapa importante para garantir a sele¢do de clones com integragao

estavel e multiplas copias do vetor de expressdo no genoma.
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Segundo Cregg et al. (2000), a resisténcia a concentragdes elevadas de zeocina esta
diretamente associada a integragdo de multiplas copias do vetor, o que resulta em niveis mais
altos de expressao da proteina recombinante. Além disso, esse teste permite eliminar falsos
positivos, como células que podem ter adquirido resisténcia parcial ao antibidtico, mas que nao
integraram o vetor de forma estavel (INVITROGEN, 2002). Sendo assim, esse resultado
confirmou que qualquer uma dessas colonias ¢ candidata adequada aos testes de expressao da

proteina recombinante. A coldnia escolhida para seguir para as demais etapas foi a colonia 17.

Figura 11 — Placas com concentragdes crescentes de zeocina inoculadas com coldnias de K.
phaffii transformadas

Fonte: elaborado pela autora.
A: Placa com YPD + zeocina (100 pg/mL); B: Placa com YPD + zeocina (500 pg/mL);
C: Placa com YPD + zeocina (1000 pg/mL); D: Placa com YPD + zeocina (2000 pg/mL).

4.4 Analise dos testes de inducido da expressao

A anélise teve como objetivo a avaliagdo qualitativa da expressdo da proteina de interesse ao
longo do tempo, comparando os diferentes pontos coletados. A Figura 12 mostra o gel de SDS-
PAGE das amostras coletadas em diferentes tempos de inducao de expressao, precipitadas com
TCA, evidenciando o padrio de bandas nas condi¢des analisadas no primeiro teste de
expressdao. Em ambas as condigdes (1% e 2% de metanol), observa-se bandas nas faixas de 24

a 29 kDa e 45 a 55 kDa, com intensidades aumentando gradualmente ao longo do tempo.
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Bobilli ef al. (2014) relataram a expressao recombinante de PPL em K. phaffii e anélise
por SDS-PAGE. Os autores observaram o aparecimento de duas bandas com massas
moleculares de aproximadamente 26 kDa e 28 kDa, valores compativeis com a massa molecular
calculada a partir da sequéncia primaria da PPL, considerando a adi¢cdo de um epitopo c-myc e

uma cauda de histidina na proteina recombinante.

Embora as bandas que destacadas no gel possam corresponder a PPL recombinante, em
forma de dimero (aproximadamente 48 kDa) ou mondmero (aproximadamente 24 kDa), essa
associagdo ndo pode ser confirmada unicamente com base no peso molecular. Isso ocorre
porque o secretoma de K. phaffii em culturas induzidas por metanol apresenta uma variedade
de proteinas nativas que também podem migrar para faixas de peso molecular semelhantes.
Nesse sentido, Huang et al. (2011), destaca a identificagdo de uma diversidade de proteinas
secretadas por K. phaffii em culturas induzidas por metanol, incluindo proteinas associadas a
parede celular, como glucanases e proteinas de manutenc¢do da parede celular, que possuem

pesos moleculares na faixa de 24 a 48 kDa.

Figura 12 - Andlise do teste de inducdo da expressao utilizando meio
BMMY (Metanol 19%) e BMMY (Metanol 2 %)

M1% M2%
MM TO T24 T48 T72 T96 T24 T48 T72 T96

Fonte: elaborado pela autora.
MM: Marcador de peso molecular (unidade kDa). TO a T96: Amostras do sobrenadante
ao longo do tempo de expressdo em horas; M1 e M2: cultivos de 1% e 2% de metanol.
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Para investigar a possivel expressdo da PPL recombinante, as amostras do tempo final
foram analisadas em condig¢des redutoras e ndo redutoras, o resultado pode ser visualizado na
Figura 13. Caso a proteina estivesse presente, esperava-se a visualizacdo de uma banda em
torno de 48 kDa na condigao ndo redutora, enquanto na condic¢ao redutora, a quebra das pontes
dissulfeto que liga os mondmeros, levaria ao aparecimento de uma banda mais intensa em
aproximadamente 24 kDa. No entanto, ndo hd uma diferenca expressiva no padrao de bandas
entre as condi¢des redutoras e nao redutoras.

Além disso, as amostras finais precipitadas, dialisadas e concentradas também foram
avaliadas, no intuito de comparar o perfil eletroforético com as que ndo passaram apenas por
precipitagdo com TCA. Com isso, esperava-se observar uma menor variedade de bandas, ja que
as proteinas foram precipitadas numa fracao de 0 a 80%, porém com bandas mais evidentes.

Entretanto, pode-se visualizar na Figura 13 que na condi¢do de 1% de metanol houve a
prevaléncia de 2 bandas, uma acima de 66 kDa e outra acima de 45 kDa, ambas com intensidade
parecida as amostras precipitadas com TCA. Ja na condi¢cdo de 2% de metanol percebe-se uma
auséncia de bandas. Esse resultado sugere que o tratamento dessas amostras pode ter gerado

uma perda maior de proteinas soltveis, dificultando a visualizagao no gel.
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Figura 13 - Analise das amostras finais do 1° teste de expressdao de PPL por SDS-PAGE

MM TO T96 Concentrado

M1% M2% M1% M2%

Fonte: elaborado pela autora.

MM: Marcador Molecular (unidade kDa); TO: Tempo inicial; T96: Tempo final;

Concentrado M1%: Amostra da condigdo de 1% de metanol concentrada; Concentrado M2%: Amostra
da condigdo de 2% de metanol concentrada; R: Condigdo Redutora; NR: Condi¢do Ndo Redutora.

Para avaliar a possivel expressdo da PPL recombinante, as amostras do segundo teste,
que consistiu na utilizagdo do meio BMMY com 1% de metanol e 1% de sorbitol, foram
analisadas por SDS-PAGE em condi¢des redutoras e ndo redutoras, conforme ilustrado nas
Figuras 14 e 15, respectivamente. A analise das amostras coletadas ao longo do tempo de
expressdo nao revelou bandas evidentes, o que sugere que a precipitagdo com TCA pode ndo
ter sido eficiente para a concentracdo das proteinas. A auséncia de bandas distintas poderia
indicar também baixos niveis de expressdo, degradagdo proteica ou dificuldades na
solubilizagdo da proteina durante o processo de extragdo e precipitagdo.

Por outro lado, a amostra concentrada, representada na figura por “C1”, revelou as
mesmas duas bandas identificadas no primeiro teste: uma acima de 66 kDa e outra acima de 45
kDa, ambas presentes tanto nas condigdes redutora quanto nao redutora, levando a crer que a
auséncia de bandas nas amostras TO a T72 se deu por uma falha do método e ndo por uma
degradagdo das proteinas no sobrenadante do cultivo. Na amostra concentrada correspondente
ao sobrenadante do cultivo de K. phaffii ndo transformada, representada na figura por “C2”, a

visualiza¢ao de bandas também foi comprometida, dificultando a interpretagdo dos resultados.
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Figura 14 - Analise da expressdo de PPL por K. phaffii utilizando meio BMMY (Metanol 1%)

suplementado com sorbitol 1%.

M TO T24 748 1772 C1 L1 L2 C2

97.0
66.0
45.0

30.0

20.1

14.4

Fonte: elaborado pela autora.

M: Marcador de peso molecular (unidade kDa). TO a T72: Amostras do sobrenadante ao longo
do tempo de expressdo em horas; C1: amostra concentrada do cultivo de K. phaffi transformada;
L1: Lisado do pellet de K. phaffi transformada; C2: amostra concentrada do cultivo de K. phaffi
ndo transformada; L2: Lisado do pellet de K. phaffi ndo transformada
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Figura 15 - Anélise da expressdo de PPL por K. phaffii utilizando meio BMMY (Metanol 1%)

suplementado com sorbitol 1%.

M TO T24 T48 1772 C1 L1 L2 C2

27.0
66.0
45.0
30.0
20.1

14.4

Fonte: elaborado pela autora.

M: Marcador de peso molecular (unidade kDa). TO a T72: Amostras do sobrenadante ao longo
do tempo de expressdo em horas; C1: amostra concentrada do cultivo de K. phaffi transformada;
L1: Lisado do pellet de K. phaffi transformada; C2: amostra concentrada do cultivo de K. phaffi
ndo transformada; L.2: Lisado do pellet de K. phaffi ndo transformada.
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4.5 Analise da atividade hemaglutinante das amostras dos testes de expressao

As amostras dos testes de expressdo foram submetidas a ensaios de atividade
hemaglutinante, o resultado obtido esta evidenciado nas Figuras 16 e 17, respectivamente.

Figura 16 - Ensaio de Atividade Hemaglutinante das aliquotas coletadas do 1° Teste de
expressao de PPL

TO

T24

T48

T96

Conc

Fonte: elaborado pela autora. TO a T96: tempos de expressdao em horas;
Conc: sobrenadante final concentrado; C+: controle positivo; C-: controle negativo
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Figura 17 — Ensaio de Atividade Hemaglutinante das aliquotas coletadas do 2°

TO

Conc 2
T24
T48 C-
T72 C+
Conc1
L1

Fonte: elaborado pela autora.
T0 a T72: amostras coletadas ao longo do tempo de expressao centrifugadas; Concl: Amostra

coletada do tempo final e concentrada; L1: amostra do lisado do pellet celular; Conc 2: Amostra
coletada do tempo final e concentrada de K. phaffi ndo modificada; C-: controle negativo; C+: controle

positivo (Frutalina).

Nos ensaios de hemaglutinago realizados, as amostras coletadas ao longo do tempo de
expressao e do lisado ndo demonstraram atividade hemaglutinante, como pode ser observado
pelos eritrocitos decantados ao fundo dos pocos da placa. No entanto, em ambos, o
sobrenadante final concentrado demonstrou atividade, o que pode ser observado pela formagao
de uma “rede” de eritrécitos ao fundo dos pogos, sugerindo a presenga de lectina.

A atividade hemaglutinante ¢ uma propriedade caracteristica das lectinas, que possuem
a capacidade de se ligar a carboidratos presentes na superficie de eritrocitos, promovendo a
aglutinacao dessas células (Sharon & Lis, 2004). Essa propriedade ¢ frequentemente utilizada
como um método para detectar e caracterizar lectinas, uma vez que a aglutinacao de eritrocitos
¢ um fendmeno facilmente observavel e quantificavel (Van Damme et al., 1998).

Curiosamente, o cultivo de K. phaffii ndo transformada concentrado, também apresentou
atividade, sugerindo a presenca de alguma molécula enddgena da levedura capaz de interagir

com eritrocitos.
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Nesse sentido, na avaliagdo do secretoma de K. phaffii em cultivo induzido por metanol,
HUANG et al. (2011) identificou a proteina FLO10, descrita como uma proteina semelhante a
lectina, envolvida em processos de floculagdo celular e com potencial interagdo com
carboidratos, dessa forma sendo uma molécula que poderia estar associada com a atividade
hemaglutinante relatada.

A proteina FLO10 esta atrelada a agregagao celular de leveduras, se projetando para fora
da parede celular e se ligando seletivamente a residuos de manose nas paredes celulares de
células adjacentes. Sua atividade € inibida por manose, glicose, maltose e sacarose (Guo et al.,
2020). No entanto, ndo ha relatos quanto a atividade de aglutinagdo de eritrdcitos.

Assim, a atividade hemaglutinante observada nos pogos “Conc 17 sugere a presenga da
PPL recombinante. No entanto, a atividade detectada nos pogos “Conc 2” torna esse resultado
inconclusivo. Apesar de a hemaglutinagdo ser um método amplamente utilizado para a deteccao
de lectinas, a confirmagdo definitiva da presenga da PPL recombinante requer técnicas mais
especificas, como Western blot ou espectrometria de massas, para descartar a interferéncia de
outras proteinas. Além da deteccao, as condigdes de expressao da PPL devem ser otimizadas no
intuito de obter maiores rendimentos.

Nesse sentido de aprimorar a expressdo da PPL recombinante, diversas estratégias
podem ser adotadas, incluindo a modificacdo dos parametros de cultivo. Fonte de carbono, a
temperatura e o pH sdo fatores cruciais que afetam a sintese de proteinas em K. phaffii (Looser
et al. 2015). Nesse contexto, estudos demonstram que a co-alimentagdo com metanol e sorbitol
pode aumentar a expressdao de proteinas recombinantes (Gao et al., 2012; Wang et al., 2010;
Zhuetal.,2011). Com base nessa abordagem, na segunda tentativa de expressao, foi adicionado
1% de sorbitol ao meio BMMY na tentativa de otimizar a producdo da PPL, porém, essa
modifica¢do ndo resultou em diferencas significativas neste caso.

Entretanto, outras condi¢des de cultivo, como pH, temperatura e concentragao de
metanol, podem ser otimizadas para maximizar a expressao da proteina. A temperatura de
cultivo, por exemplo, pode ser ajustada para melhorar o enovelamento e a estabilidade da
proteina. Temperaturas mais baixas (20-25°C) foram associadas a uma maior producdo de
proteinas funcionais, reduzindo a formagdo de agregados e corpos de inclusdo (DALY;
HEARN, 2005). Outra estratégia que pode ser adotada ¢ a utilizacdo de outras cepas de K.
phaffii que apresentem caracteristicas interessantes. O uso de linhagens mutantes deficientes
em proteases, por exemplo, como SMD1168 (pep4A), consiste em uma boa opg¢do no intuito

reduzir a degradacao da proteina recombinante (Juturu; Wu, 2018).
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5 CONCLUSAO

A transformacgao genética da cepa X-33 com o vetor pPICZaA contendo o gene da PPL
foi bem-sucedida, conforme evidenciado pela formagao de coldnias resistentes a zeocina e pela
confirmacao por PCR. A detec¢do da PPL recombinante nos ensaios de expressdo, embora
suportada parcialmente pelos dados aqui apresentados, ndo foi conclusiva, no entanto,os

resultados obtidos fornecem uma base para posteriores otimizagdes do processo.
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6 PERSPECTIVAS

Em perspectivas futuras, a otimizacdo da expressao heterdloga da PPL em K.
phaffii pode abrir caminho para a obtencao dessa proteina com altos rendimentos, viabilizando
o estudo das propriedades estruturais dessa molécula, a partir de técnicas como a
biocristalografia ¢ a difracdo de raios-X, que podem fornecer informagdes sobre seus
mecanismos de acdo e interacdes moleculares, contribuindo para o desenvolvimento de novas
aplicacdes na agricultura, saide e industria. A otimizagdo da expressao heterdloga em K.
phaffii ¢ importante, também, para futuras etapas em produg¢do em larga escala, o que ¢
essencial no caso de aplica¢des industriais.

Além disso, estudos funcionais dessa proteina sao importantes para futuras aplicagdes
biotecnoldgicas. A PPL, com sua capacidade de ligagdo a quito-oligossacarideos ¢ RNA, pode
ter aplicacdes em estudos de defesa vegetal e desenvolvimento de biopesticidas como outras
lectinas (Van Damme, 2022). Além disso, estudos adicionais podem investigar o potencial da
PPL como agente antimicrobiano ou antitumoral, seguindo os resultados promissores
observados em outras lectinas do grupo PP2, como a CPL (Islam et al., 2024).

Em conclusdo, embora a expressdo da PPL recombinante ndo tenha sido confirmada de
forma definitiva neste estudo, os resultados obtidos fornecem uma base para posteriores
otimizagdes do processo. Sendo assim, a combinacdo de estratégias de biologia molecular,
otimizagdo de bioprocessos e técnicas analiticas mais sensiveis pode levar ao sucesso na

producao e purificagdo da PPL, viabilizando sua aplicagdo em diversas areas da biotecnologia.
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