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Resumo

A enzima galactose oxidase € produzida por fungos do género Fusarium.
Esta enzima possui diversas aplicacbes biotecnolégicas como sintese
enzimatica de aldeidos e carboidratos, dosagem de D-galactose e lactose e
diagnostico precoce de cancer de colon. Neste trabalho foi avaliada a
producdo recombinante da galactose GaoA de Fusarium subglutinans em
Saccharomyces cerevisiae.

Introducao

A enzima galactose oxidase catalisa a oxidacdo de dois elétrons de
varios alcoois primarios para os aldeidos correspondentes, com a reducéo
do oxigénio para peroxido de hidrogénio. Dentre estes varios alcoois
utilizados como substrato, o grupo 6-hidroxi da D-galactose € o grupo
preferencial (WHITTAKER, 2005).

Esta enzima foi identificada em meio de cultivo de fungos do complexo de
espécies Fusarium graminearum, e de outras espécies como Fusarium
subglutinans e Fusarium acuminatum. Esta enzima tem diversas aplicacfes
biotecnoldgicas e é comercialmente importante. Entretanto, ela € secretada
em baixos niveis pelos microrganismos produtores, o que dificulta e
encarece sua purificacdo. E, portanto, de suma importdncia o
desenvolvimento de meios de producdo da galactose oxidase em escala
comercial.

Previamente, 0 gene gaoA da galactose oxidase de Fusarium subglutinans
foi clonado e sequenciado em nosso laboratorio (FARIA, 2013). Este gene
ndo contém introns. A expressado recombinante deste gene em Escherichia
coli foi possivel com uso do plasmideo pTrcHis, que € um plasmideo de
expressdo bacteriana de genes eucaribticos, e com a cepa de E. coli
Rosetta™(DE3), que é uma cepa apropriada para aumentar a expressao de
proteinas eucaridticas que contém tRNAs para cdédons raramente utilizados
em E. coli.
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Considerando os resultados prévios, e em uma tentativa de aumentar o
lucro de proteina recombinante produzida, foi hipotetizado que este gene
seria mais bem expresso em um hospedeiro eucariético como a levedura.

Materiais e métodos

Subclonagem do gene gaoA de F. subglutinans para o plasmideo de
expressdo pYES2/CT de S. cerevisiae

O plasmideo pCR2.1® contendo o gene gaoA (2046 pb), previamente

clonado (FARIA, 2013), foi digerido com a enzima de restricdo EcoRI para
liberacdo do inserto. O gene gaoA (inserto) foi purificado de um gel de
eletroforese em agarose 1% com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
(Promega, USA). O gene gaoA purificado foi utilizado como DNA molde em
uma reacdo de PCR com os iniciadores direto (5- TTGGTACCATGAAGTC
CTTTTGGAC) e reverso (5- TTTCTAGACTGAGTAACGAGAAGAGTAC). O
iniciador direto continha uma sequéncia adicional da enzima de restricdo
Kpnl e o iniciador reverso continha a sequéncia da enzima de restricdo Xbal.
O iniciador reverso ndo continha o codon de parada, para introduzir uma
cauda de His dada pelo vetor de expressédo. Os iniciadores amplificaram
todo o gene gaoA, incluindo a sequéncia de enderecamento, para que a
proteina produzida pudesse ser secretada pela levedura. O produto da
reacdo de PCR foi clonado no vetor de clonagem pCR2.1®, do kit TA
cloning (Life Technologies, USA). Apos transformacéo da reagéo de ligacao
em E. coli DH5a, o plasmideo recombinante foi extraido por lise alcalina e
analisado por digestdo com enzimas de restricao.
O plasmideo pCR 2.1®-gaoA e o plasmideo pYES2/CT foram digeridos,
individualmente, com as enzimas Kpnl e Xbal. O plasmideo pYES2/CT
também foi defosforilado com a enzima fosfatase alcalina. O gene gaoA e o
plasmideo pYES2/CT linearizado foram purificados de um gel de
eletroforese em agarose 1%, com uso do kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up (Promega, EUA). O gene gaoA foi ligado ao vetor pYES2/CT
linearizado com a DNA ligase e o plasmideo recombinante foi transformado
e recuperado em E. coli DH5a. O plasmideo obtido foi avaliado por analise
de restricao.

Expresséo heteréloga do gene gaoA de F. subglutinans em S. cerevisiae

Células de S. cerevisiae INVScl foram transformadas com o
plasmideo pYES2/CT-gaoA ou com o plasmideo pYES2/CT vazio, segundo
Gietz & Woods (2002). A levedura transformada foi cultivada em 50 mL do
meio CSM (Yeast Nitrogen Base 6,7 g/L; Amino acid dropout mix sem uracila
0,77 g/L; Rafinose 1g/%) por 4 horas a 30 °C, 100 rpm. Apés esta
incubacéo, a cultura foi adicionada de galactose 2%, para induzir o promotor
GAL1 do plasmideo pYES2/CT, e de CuSO45H,O0 2 uM, para ativar a
enzima. Em seguida, a cultura foi incubada a 20 °C, 100 rpm, por 18 horas.
ApoOs a incubacao, as células foram coletadas por centrifugacao (4000g, 5
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min). As proteinas do sobrenadante foram precipitadas com sulfato de
amonio a 90% de saturacao e coletadas por centrifugacéo (12.000g, 5 min).
As proteinas foram resuspensas em tampao acetato de amonio 100 mM, pH
7,0, e dialisadas duas vezes no mesmo tampéao adicionado de CuSQO,4.5H,0
0,4 mM e uma vez no mesmo tampao sem o cobre.

O sedimento de células transformadas com o plasmideo pYES2/CT-gaoA foi
resuspenso em 5 mL do tampéo de lise (tampéo fosfato 50 mM, pH 7.0,
PMSF 1 mM, glicerol 5%, NaCl 50 mM). A 650 uL da suspenséao de células
foi adicionado o equivalente a 350 puL de pérolas de vidro (425-600 pM,
G8772, Sigma, USA). Esta mistura foi agitada em vortex (5 vezes 1 min com
intervalos de 1 min em banho de gelo) e sonicada (5 ciclos de 30 seg ligado
e 30 seg desligado, com 50% de amplitude). O homogeneizado obtido foi
dialisado duas vezes em tampao fosfato 50 mM, pH 7,0, contendo
CuS0,4.5H,0 0,4 mM e centrifugado (9.000g, 5 min).

A atividade de galactose oxidase foi avaliada como descrito em Tressel &
Kosman (1982) e as proteinas das fracbes obtidas foram analisadas por
SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970).

Resultados e Discusséo
Construcao do plasmidoeo pYES2/CT-gaoA

A Figura 1 mostra o plasmideo pYES2/CT-gaoA construido. Nenhuma
atividade de galactose oxidase foi encontrada no meio de cultura da
levedura transformada, no dialisado das proteinas precipitadas ou no lisado
celular. Um gel de SDS-PAGE (Figura 2) das fragbes obtidas nao detectou
nenhuma proteina extremamente expressa com a massa molecular
esperada de 66 kDa.
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Figura 1 — Analise de restricdo do vetor recombinante pYES2/CT-gaoA. A) Mapa do
plasmideo construido. B) Eletroforese em gel de agarose de mostrando os fragmentos de
DNA obtidos pela digestéo do plasmideo.

Conclusodes

O gene gaoA de F. subglutinans foi subclonado no plasmideo de
expressdo de S. cerevisiae. No entanto, nenhuma atividade de galactose
oxidase ou uma proteina abundantemente expressa foi evidenciada.
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Figura 2 — Andlise de SDS-PAGE. M. M. é o marcador molecular, a albumina (5 pg) de 66
kDa. Meio de cultura - dialisado de proteinas (10 ug) precipitadas do meio de cultura da
levedura transformada com o plasmideo pYES2/CT-gaoA. pYES2/CT - proteinas (10 pg)
obtidas pela fervura do sedimento de células transformadas com o plasmideo pYES2/CT
vazio. pYES2/CT-gaoA - proteinas (10 pg) do sedimento de células transformadas com o

plasmideo pYES2/CT-gaoA lisadas por agitacdo com pérolas de vidro e sonicacao.
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