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Resumo

A enzima galactose oxidase, produzida por fungos do género Fusarium, &
uma enzima que possui grande importancia biotecnologica devido as suas
diversas aplicagbes. Estudos anteriores mostraram a expressdo da enzima
galactose oxidase GaoA do gene gaoA inteiro de Fusarium
austroamericanum em Saccharomyces cerevisiae, mas em niveis baixos. O
objetivo deste trabalho foi o de expressar maiores quantidades da enzima
GaoA em S. cerevisiae com uso do gene gaoA truncado de F.
austroamericanum, sem sequéncias codificantes do peptideo sinal e do
peptideo de amadurecimento. O gene gaoA truncado de F.
austroamericanum foi amplificado, clonado e subclonado em um plasmideo
de expressao de levedura. Os estudos de expressdo mostraram que a
enzima GaoA foi expressa em S. cerevisiae com 0 gene gaoA truncado em
maior quantidade do que quando o gene inteiro foi utilizado.

Introducgao

A enzima galactose oxidase € uma metaloproteina, contendo cobre em sua
estrutura, que catalisa a oxidacdo de alcoois primérios em seus aldeidos
correspondentes, reduzindo oxigénio em peroxido de hidrogénio (SOLOMON
et al.,, 2014). Esta enzima possui varias aplicacbes biotecnoldgicas como
dosagem de lactose, sintese de aldeidos e carboidratos e deteccéo precoce
de céancer de célon (SOLOMON et al., 2014).

O gene gaoA que codifica a galactose em F. austroamericanum néo
apresenta introns e a parte codificante corresponde a 2043 pb e, portanto, a
uma proteina imatura com 680 aminoacidos. Apds clivagem do peptideo
sinal e de uma sequéncia de amadurecimento a proteina madura € formada
com 639 aminoécidos.

Apesar de sua importancia biotecnoldgica, a producdo da enzima pelo F.
austroamericanum € de baixo nivel, tornando o processo de producdo e
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purificacdo dificil e dispendioso. Portanto, o desenvolvimento de novos
meios de producdo dessa enzima, visando maior eficiéncia e produtividade
se mostram extremamente importantes. O gene gaoA ja foi usado em
estudos de expressao heteréloga na levedura Pichia pastoris e em bactéria
(SPADIUT et al., 2010), mas nunca na levedura Saccharomyces cerevisiae.
Em estudos anteriores (REIS, 2017), o gene gaoA inteiro, que codifica a
enzima imatura da galactose oxidase de F. austroamericanum, foi expresso
de forma intracelular em pequenas quantidades em Saccharomyces
cerevisiae.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi o de expressar maiores
guantidades da enzima GaoA de F. austroamericanum em S. cerevisiae com
uso do gene gaoA truncado, que codifica a forma madura da proteina, sem
0s peptideos de secrecdo e de amadurecimento.

Materiais e métodos

Construcdo do  plasmideo pYES2/CT-gacA truncado de F.
austroamericanum

Primers para amplificar o gene gaoA truncado (sem as sequéncias que
codificam os peptideos de enderecamento e amadurecimento) de F.
CCTATCGGAAGC e RV 5- TTTCTAGACTGAGTAACGCGAATCG.
Sublinhado no iniciador direto e reverso estdo sitios das enzimas de
restricdo Hindlll e Xbal, respectivamente. No iniciador FW ha um cédon do
inicio da traducdo (minusculo). O iniciador RV nao tinha cédon de parada,
para introdugcdo uma cauda de His pelo vetor. Dois Ts nas extremidades 5
protegiam os sitios de restricao.

A reacdo de PCR foi realizada com: tampé&o da enzima 1X; MgCl, 1,5 mM,;
0,3 mM de cada dNTP, 25 pmol de cada iniciador; 2,5 U de Accu Taqg™ LA
DNA Polimerase (Sigma-Aldrich, EUA) e 20 ng do gene gaoA inteiro em um
volume total de 25 pL. O gene gaoA utilizado como molde foi obtido da
digestdo do plasmideo pCR2.1-gaoA inteiro, previamente clonado em nosso
laboratério, com enzima Hindlll, separagdo em gel de agarose 1% e
purificagdo do gene com kit PureLink™ Quick Gel Extraction (Thermo Fisher
Scientific, EUA). A reacdo de PCR foi realizada com 25 ciclos de: 1 min e 30
sega 94 °C; 1 mine 30 seg a 62 °C e 2 min a 68 °C. A amostra foi aquecida
por 5 min a 94 °C antes dos ciclos e, por 10 min a 72 °C ap0s os ciclos. O
fragmento de DNA amplificado de 2 Kb foi visualizado em gel de agarose 1%
e clonado com uso do kit TA Cloning® (Thermo Fisher Scientific, EUA),
conforme protocolo do fabricante. O plasmideo recombinante obtido foi
transformado em E. coli TOP10 e recuperado por lise alcalina .

O gene gaoA truncado clonado no plasmideo pCR2.1® foi entéo transferido
para o plasmideo pYES2/CT com uso do corta e cola da tecnologia do DNA
recombinante. O plasmideo recombinante pYES2/CT-gaoA truncado
produzido foi transformado em E. coli DH5a e recuperado por lise alcalina. A
analise do plasmideo obtido foi feita por analise de restricdo e
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sequenciamento com os primers promotor GAL1 direto e CYC1 reverto,

direcionados para o plasmideo pYES2/CT na regido de clonagem.
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Expressdo do gene gaoA de F. austroamericanum em S. cerevisiae

Células de S. cerevisiae INVScl foram transformadas com os plasmideos
pYES2/CT-gaoA truncado, pYES2/CT vazio e pYES2/CT-gaoA inteiro, com
toda a regido codificante do gene gaoA de F. austroamericanum e
construido anteriormente por Reis (2017). A transformacédo foi feita de
acordo com Gietz & Woods (2002) e, ap0s a transformacéo, a levedura foi
inoculada em meio CSM (base nitrogenada para leveduras 6,7 g/L, mix de
aminoacidos sem a presenca de uracila 0,77 g/L, glicose 10 g/L, agar 16 g/L)
e incubada por 48 horas a 30 °C, para selecéao de células transformadas.
Para a expressdo da proteina recombinante, uma UFC da levedura
transformada foi transferida para 5 mL de meio CSM e cultivada por 24
horas a 30 °C, sob agitacdo de 100 rpm. Um mL da cultura obtida foi
utilizado para inocular 10 mL de meio YPG liquido [extrato de levedura 1
g/%, peptona 2 g/% e galactose 2 g/%] em frasco de penicilina. Estes
frascos foram incubados por 24 horas a 30 °C. As células obtidas foram
coletadas por centrifugacdo (2.000g, 5 min) e lisadas como descrito por
Meinsinger et al. (2006). O homogeneizado obtido foi centrifugado (12.000g,
5 min), e a atividade enzimatica foi analisada no sobrenadante adicionado de
0,5 mM de CuSO4-5H,0 para ativacdo da enzima. Aliquotas do pellet,
homogeneizado e sobrenadante (10 pg) foram analisadas em gel de SDS-
PAGE 7,5%.

Ensaio enzimatico

A mistura do ensaio consistiu de: 50 yuL da amostra, 50 pL de D-galactose
0,5 M (final de 25 mM final), tampéo fosfato 25 mM, pH 7,0, 2 U/mL de
peroxidase e 100 uM de ABTS em um volume final de 1,0 mL. A reacéo foi
incubada por 10 min a 30 °C antes da leitura a 420 nm. Uma curva de
calibracdo do ABTS (10-50 umol) foi realizada com 4,35 mM de H,O,. Uma
unidade enzimatica foi definida como a quantidade da enzima necesséria
para catalisar a oxidacédo de 2 umol de ABTS, correspondente a oxidacao de
1 ymol de D-galactose por min, nas condi¢cdes descritas acima.

Resultados e Discussao

Na expressdo da galactose oxidase de F. austroamericanum com o0
plasmideo pYES2/CT-gaoA truncado em S. cerevisiae foi produzido um total
de 153 U/10 mL de meio de cultura em 24 h (637,5 U-L™*-h™ de cultura;
atividade especifica de 9,6 U/mg de proteina) (Figura 1A). A producédo da
enzima do gene inteiro foi muito menor e com um alto desvio padréo. O lucro
obtido com o plasmideo truncado foi maior do que o obtido por Spadiut et al.
(2010), com expressdo do gene gaocA em E. coli de 180 U-L*h?, e
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intracelular e extracelular em P. pastoris de 120 U-L'*-h™ e 610 U-L™*-h?,
respectivamente.

Nenhuma banda de proteina com maior intensidade com a massa molecular
prevista para a galactose oxidase (66 kDa) foi verificada nas fracbes do
pellet, homogeneizado e sobrenadante da levedura transformada com os

plasmideos recombinantes (Figuras 1B).
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Figura 1 — A) Expressao da proteina recombinante GaoA de F. austroamericanum dos
plasmideos pYES2/CT-gaoA inteiro e pYES2/CT-gaoA truncado. B) Gel de SDS-PAGE das
proteinas de S. cerevisiae transformada com os plasmideos: pYES2/CT (vazio), pYES2-CT-

gaoA inteiro e pYES2/CT-gaoA truncado. P — Proteinas do pellet. H — Proteinas do
homogeneizado. S — Proteinas do sobrenadante. M — Marcador.

Conclusoes

O plasmideo pYES2/CT-gaoA truncado produzido e S. cerevisiae como
célula hospedeira representam um 6Otimo sistema de expressdo da enzima
galactose oxidase, que possibilitara a futura purificacdo e caracterizacdo da
enzima.
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