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RESUMO

Sulfidril oxidases sdo enzimas que catalisam a formagdo de dissulfetos em peptideos e
proteinas com a redu¢do do oxigé€nio molecular para peroxido de hidrogénio. Duas
familias de sulfidril oxidases dependentes de FAD foram descritas até agora: a familia
QSOX (quiescina sulfidril oxidase) e a familia ERV/ALR (essential for respiration and
vegetative growth/augmenter of liver regeneration). Os membros da familia QSOX
compartilham seqiiéncias semelhantes e seqiiéncias de aminodcidos caracteristicas.
Estas enzimas possuem um dominio N-terminal tiorredoxina-PDI (proteina dissulfeto
isomerase) e um dominio C-terminal ERV com o sitio de ligacdo de FAD. A familia
QSOX inclui a quiescina humana de fibroblasto de pulmio e as sulfidril oxidases de
clara de ovo de galinha, vesicula seminal de rato, células endometriais de porcos da
india e epiderme de rato. As QSOX parecem ser essenciais em algumas fungdes
celulares como no dobramento de proteinas, elaboragdo da matriz extracelular,
regulacdo do estado redox e no controle do ciclo celular. Este trabalho teve como
objetivo expressar a QSOX de mamifero de células musculares lisas humanas e cerebelo
de camundongo em sistema recombinante heterélogo de E. coli, purificar a proteina
produzida por IMAC (cromatografia de afinidade a metal imobilizado) e analisar sua
atividade enzimatica usando como substratos DTT, GSH e cisteina. Os resultados
mostram que apenas a QSOX de camundongo foi produzida com atividade e que
diferentes valores de pH da reagdo, alteram sua funcionalidade. Concluindo, a enzima
QSOX recombinante produzida em nosso laboratdrio dard suporte para proximos
experimentos, na tentativa de encontrar possiveis fungdes para a enzima.

Palavras chave: estresse oxidativo, estado redox, sulfidril oxidase, QSOX, atividade
enzimatica



ABSTRACT

Sulfhydril oxidases are enzymes that catalyze the formation of disulfide bonds in
peptides and proteins with the reduction of molecular oxygen to hydrogen peroxide.
Two families of FAD-linked sulphydril oxidases have been described so far: the QSOX
(quiescin sulphydril oxidase) family and the ERV/ALR (essential for respiration and
vegetative growth/augmenter of liver regeneration) family. QSOX members share
strong cDNA sequence identities and common amino-acidic sequence features. They
display an N-terminal thioredoxin PDI (protein disulphide isomerase)-like domain and a
C-terminal ERV1-like domain, which contains the FAD-binding site. The QSOX family
includes the human quiescin Q6 from lung fibroblasts and sulphydril oxidases from
chicken egg White, rat seminal vesicles, guinea-pig endometrial cells and mouse
epidermis. Quiescin/sulphydril oxidase (QSOX) proteins have been implicated in
essential cellular functions such as protein folding, elaboration of the extracellular
matrix, regulation of the redox state and control of the cell cycle. The aim of this work
was to express mammalian QSOX from human smooth muscle cells and mouse
cerebellum in E. coli recombinant system, purify the protein by IMAC (immobilized
metal affinity chromatography) and analyze its enzymatic activity using some substrates
like DTT, GSH and cysteine. Results show that only mouse QSOX was produced in an
active form and that different pH wvalues alters its activity. In conclusion, the
recombinant QSOX produced in our laboratory will give support for next experiments
trying to find out possible functions to the enzyme.

Key words: oxidative stress, redox state, sulthydril oxidase, QSOX, enzymatic activity



1 INTRODUCAO

1 Estado redox intra e extracelular

A geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) ¢ um fendmeno bioldgico
comum na vida das células eucarioticas. Os efeitos das ROS, entre eles, estresse
oxidativo, patogénese e envelhecimento tem sido alvo de muitos estudos e cada vez
mais cresce o interesse dos pesquisadores sobre os mecanismos desenvolvidos por essas
espécies reativas para causarem dano ¢ morte celular (DALLE-DONNE et al., 2007).
Os ROS ndo s3o apenas agentes maléficos as células, mas também responsaveis por
inimeros processos de sinalizagdo que regulam o crescimento, diferenciacdo,
proliferacdo e morte celular (JI et al., 2007). Com certeza o entendimento de como as
células controlam a produ¢do de ROS e regulam os processos de transdugdo de sinal ¢
essencial para a preven¢do de doengas e melhora do funcionamento celular. O aumento
dos niveis de ROS pode danificar macromoléculas dentro das células sendo este dano
aos lipideos, proteinas e ao DNA que leva a conseqiiéncias patoldgicas ao organismo
(ELLIS, 2007).

O estresse oxidativo ou oxidante ocorre quando o balango dos oxidantes dentro
da célula excede os niveis dos antioxidantes presentes (ELLIS, 2007) da mesma forma,
quando a geragdo de radicais livres excede a capacidade dos mecanismos de defesa
antioxidantes (AHAMED, 2007). Este desbalanco pode aumentar e causar dano celular
em uma variedade de condi¢des patoldgicas, incluindo doencas cardiovasculares e
aterosclerose, hipertensdao, doengas inflamatorias, complicagdes diabéticas, isquemia e
doencas neurodegenerativas.

Com a formagdo de um ambiente contendo altas concentragdes de oxigénio,
organismos aerébicos sdo expostos a ROS, os quais sdo formados durante o
metabolismo celular e no ambiente. Estas ROS e RNS (espécies reativas de nitrogénio)
sao formadas usualmente em baixas concentragdes sob condi¢des normais. Os ROS ou
RNS podem ser radicais, contendo um par de elétron desemparelhado, ou oxidantes de
outras naturezas quimicas, como moléculas (H>O,), ou ions (peroxinitrito). Dependendo
de sua reatividade alguns radicais e oxidantes sdo capazes de reagir com componentes
celulares e os destruirem. As proteinas estdo entre os alvos principais do dano oxidativo
(DALLE-DONNE et al., 2007; JUNG et al., 2007). Como a forma¢ao de oxidantes e

radicais dentro da célula ¢ inevitavel, durante a evolu¢do uma variedade de mecanismos



de defesa formou-se contra estes oxidantes. Isto inclui a direta interagdo e detoxifica¢do
dos oxidantes, catalizado por numerosos sistemas enzimaticos, como a superdxido
dismutases, catalases e o sistema glutationa redutase que catalisa a reagdo de redu¢do do
GSH para GSSG em presenca de NADPH, ou através de substancias de baixo peso
molecular chamados de antioxidantes. Estas substancias interagem com os oxidantes e
formam produtos menos reativos que sdo excretados ou metabolizados posteriormente.
Entretanto, como estes sistemas ndo sdo perfeitos, todas as células estdo equipadas com
uma bateria de diferentes mecanismos de reparo e enzimas que removem os produtos
danificados. Para a maioria das proteinas danificadas a degradagdo ¢ a inica maneira de
remover estas proteinas do ambiente intracelular. Como os tnicos aminoacidos capazes
de serem reduzidos novamente sdo a cisteina e a metionina, 0s outros aminoacidos nao
podem ser reparados. A formagdo de tais aminoéacidos dentro de uma proteina requer a
degradagdo da mesma (JUNG et al., 2007).

Em células eucaridticas, as ligagdes dissulfeto protéicas sdo formadas quando a
cadeia polipeptidica das proteinas secretadas entra no limen do reticulo endoplasmaético
(RE) (SEVIER, 2001). Cada ligagao dissulfeto introduzida em proteinas no RE requer a
remog¢ao de dois elétrons por um composto de baixo peso molecular ou uma proteina
catalitica (THORPE, 2002), sendo que as ligacdes dissulfeto sdo essenciais para a
estabilidade e func¢dao de diversas proteinas (SENKEVICH, 2000). Dentre estes
compostos de baixo peso molecular estd a glutationa (GSH), cuja forma oxidada ¢ a
glutationa dissulfeto (GSSG).

Sob condigdes de estresse oxidativo/nitrosativo, os tiois de residuos de cisteina
dentro de proteinas estdo entre os principais alvos susceptiveis sensiveis aos oxidantes e
podem passar por vdrias alteragdes redox reversiveis ou irreversiveis em resposta ao
aumento ou exposicdo as ROS/RNS (DALLE-DONNE et al., 2007). Dependendo do
residuo de cisteina afetado pode alterar completamente a fung¢ao da proteina. Sendo que
a cisteina esta presente no sitio ativo de muitas proteinas ¢ em dominios que funcionam
na regulacdo e no trafego, sinalizagdo celular e expressdo de genes. Para aquelas
proteinas que ndo contém residuos de cisteina importante para sua fungdo, a
modificacdo destes tidis pode alterar a conformagdo da proteina fazendo com que esta
perda sua atividade. A exposicao das cisteinas na superficie da proteina serve como
sensor redox da célula. Estas alteragdes redox nos tiois protéicos sdo facilmente
reversiveis através de mecanismos que incluem a GSH principalmente (DALLE-

DONNE et al., 2007; JUNG et al., 2007; THORPE, 2007).



A glutationa ¢ um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) que esta presente
nas células em concentragdes milimolares (~1-10mM), e a taxa de GSH para glutationa
oxidada (GSSG) ¢ critica para o balanco redox celular (DALLE-DONNE et al., 2007) .
O par GSH/GSSG ¢ o principal tampao redox intracelular e desempenha uma fungao
essencial na protecdo celular contra o dano oxidativo. GSH ¢ GSSG também sdo
encontrados fora das células, mas geralmente em pequenas quantidades. A maioria do
GSH nas células ¢ encontrado no citosol. GSH no nticleo mantém o estado redox de
proteinas sulfidrilas criticas, que sdo necessarias para o reparo e¢ expressao do DNA
(SCHAFER E BUETTNER, 2001; DALLE-DONNE et al, 2007). Além disso,
mudancgas nos niveis de GSH modulam a expressao de diversos genes envolvidos no
controle do crescimento e diferenciacao celular (ANGELINI, 2002).

O estado redox ¢ diferente nos varios compartimentos celulares. O citoplasma
apresenta um ambiente redutor, onde a maioria das cisteinas protéicas estdo em seu
estado reduzido devido aos altos niveis de GSH intracelular; o ambiente extracelular é
mais oxidado e a maioria das proteinas secretadas sao ricas em dissulfetos. As proteinas
da membrana celular estdo na interface entre estes dois compartimentos podendo ter
uma fun¢do central na sinalizacdo redox do ambiente celular, levando em consideragao
a localizacdao celular que as tornam sensiveis a oxidantes ou redutores exdgenos.
(LARAGIONE, 2006). Os tidis afetam uma variedade de fungdes celulares, um efeito
conhecido como regulacdo redox, largamente atribuida a modificacdo de fatores de
transcricdo € mecanismos intracelulares de sinalizagdo. Desde que tiois de proteinas
exofaciais estdo mais expostos a agdo redox de moléculas usadas em culturas celulares,
atribui-se que estes tidis possam representar sensores do estado redox do ambiente,
através da investigacdo da susceptibilidade destes na regula¢dao redox (LARAGIONE,
2006).

Como no ambiente intracelular, o estado redox do meio extracelular também ¢
importante sendo regulado por proteinas na superficie celular com cisteinas ativas
importantes (JIANG, 1999; SAHAF, 2004; LARAGIONE, 2003). Diversos trabalhos
demonstram atuagdes de outras proteinas no controle do estado redox extracelular
(THORPE, 2007; DALLE-DONNE et al., 2007, THORPE, 2006). Estas proteinas
tipicamente contém multiplas pontes dissulfeto essenciais para sua integridade
estrutural. Essas cisteinas protéicas possuem grupos sulfidrilas que estdo disponiveis
para a regulagdo do estado redox. Como as cisteinas intracelulares, as extracelulares

também sdo criticas para a fun¢do destas proteinas (SAHAF, 2004) e grupos sulfidrilas



criticos em proteinas chaves afetam uma variedade de fungdes celulares, sendo
responsaveis pela regulacdo redox celular (LARAGIONE, 2003). Diversas sdo as
proteinas dependentes do equilibrio tiol/dissulfeto para que possam desencadear suas
funcdes (JUNG et al., 2007; ELLIS, 2007; THORPE, 2007). A importancia deste
equilibrio ¢ demonstrada em trabalhos nao tdo recentes e continua até hoje sendo alvo
de muitos estudos. Elliot, 1982 ja demonstrava tal importdncia na molécula da
fibronectina. Quando esta molécula tem suas pontes de dissulfeto reduzida pelo DTT
(ditiotreitol) ocorre a reducao de sua afinidade pela gelatina e fibrina; desdobramento de
regides da molécula e alteragdo na susceptibilidade de regides que sofrem clivagem
proteolitica e a promogao de ligacdes cruzadas entre moléculas de fibronectina
(SAHAF, 2004).

Os efeitos celulares dos oxidantes e antioxidantes apontam para a identificacdo
dos alvos moleculares da regulacdo redox. Neste respeito, a oxidorredugdo de cisteinas
protéicas tem um papel principal, como a oxidagdo de tidis é reversivel e pode ser
catalisada por vérias proteinas dissulfeto oxidorredutases (LARAGIONE, 2006).

Mudangas no balango redox celular, diminuigdo da taxa GSH/GSSG, bem como
aumento na concentragdo de ROS ou RNS, estresse oxidativo/nitrosativo pode induzir a
formacao reversivel de dissulfetos mistos entre grupos sulfidril de proteinas (PSH) e a
glutationa (S-glutationilagdo) em muitas proteinas, as quais fazem da glutationa celular
um fator mudulador crucial para um eventual aumento no nlimero de proteinas oxidadas
ou reduzidas (DALLE-DONNE et al., 2007).

A S-glutationilagdo corresponde a adi¢do de GS em residuos protéicos de
cisteina de baixo pKa. A S-glutationilagdo ndao ocorre somente nos casos de estresse
oxidativo/nitrosativo, mas também em diversas situagdes fisiologicas, na qual a S-
glutationilacdo produz efeitos modulatérios na fungdo da proteina. O fato que as
proteinas S-glutationiladas (PSSG) estdo envolvidas em muitos processos fisiologicos
como crescimento, diferenciacdo, progressdao do ciclo celular, atividade transcricional,
fungdes do citoesqueleto e metabolismo, sugerem que a S-glutationilagdo possa ser o
mecanismo geral da regulacdo redox. A S-glutationilacdo pode ocorrer por diversas
reacdes: (i) interagdo direta entre grupo sulfidril protéico parcialmente ativado, radical
tiil, &cido sulfénico ou proteinas S-nitrosadas (MARTINEZ-RUIZ et al., 2007) e
glutationa; (ii) reacdes tiol/dissulfeto entre tidis protéicos e GSSG ou PSSG; (iii)
reagdes entre tidis protéicos e S-nitrosotiois intermediarios, como a S-nitrosoglutationa

(GSNO), que ¢ capaz de modificar PSH por ambos proteina S-nitrosacdo e S-



glutationilacdo; (iv) interagdo direta com um residuo cisteinil protéico livre e glutationa,
desencadeado por muitos oxidantes (DALLE-DONNE et al., 2007). As principais
funcdes da S-glutationilacdo seriam na manutencdo das concentracdes de glutationa
dentro da célula; protecdo dos tidis protéicos contra modificagdes irreversiveis e
destrui¢do das proteinas em resposta aos altos niveis de estresse oxidativo.

A principal caracteristica que faz da S-glutationilagdo um possivel mecanismo
regulatdrio € a sua reversibilidade. A deglutationila¢do ¢ a remog¢ao da GSH das PSSG e
pode ocorrer quando o ambiente se torna mais redutor dependente ou independente de
enzimas. A deglutationilacdo pode ocorrer via reagdes de troca tiol/dissulfeto com a
glutationa e por meios de reagdes enzimaticas (SCHAFER E BUETTNER, 2001). As
enzimas capazes de reduzirem as proteinas glutatioladas sdo: glutarredoxinas (GRX;
tioltransferases)/glutarredoxina redutase, as tiorredoxinas (TRX)/TRX redutase e a

sulfirredoxina (DALLE-DONNE et al., 2007.

2. Principais Tiol Proteinas

2.1 Superfamilia Tiorredoxina (TRX, GRX e PDI)

As tiol/dissulfeto oxidoredutases, proteinas que contém o sitio ativo CXXC sao
encontradas em todas as células. Representantes bem conhecidos desta grande familia
protéica sdo as tiorredoxinas-TRX (CGPC), glutarredoxinas-GRX (CPYC), proteinas
dissulfeto isomerases-PDI (CGHC) e a proteina periplasmatica bacteriana tiol/dissulfeto
oxidorredutase Dsb (CPHC) (LUDEMANN et al.,1998).

As familias TRX, GRX e PDI contém sitio ativo Cys-X-X-Cys que ¢ essencial
para funcdo regulatéria do estado redox. Elas catalisam a reducdo das ligagdes
dissulfeto e se tornam concomitantemente oxidadas formando um dissulfeto
intramolecular no dominio Cys-X-X-Cys. A enzima oxidada ¢ entdo reduzida pela TRX
redutase no caso da TRX ou pela glutationa redutase no caso da GRX (DALLE-
DONNE et al., 2007).

As tiorredoxinas compreendem um grupo de proteinas, cuja seqii€ncia altamente
conservada (-W-C-G-P-C-), participa na reducdo de uma ampla gama de proteinas,
através de um mecanismo de troca tiol/dissulfeto (MORA-GARCIA et al., 1995). As
TRX sdo pequenas oxidorredutases que funcionam como doadores de hidrogénio para

proteinas alvo. Seu envolvimento na resposta ao estresse oxidativo esta bem estudado



em bactérias, leveduras e em células animais (BROIN et al., 2000). A fungao fisioldgica
da TRX em diferentes organismos evoluiu de uma reagdo comum, para um amplo
nimero especializado de fung¢des. Isso inclui sua fungdo bem conservada como a alta
capacidade em doar hidrogénio para outras proteinas redutoras, funcdo esta dividida
com as GRX, at¢ funcdes altamente especializadas na defesa contra estresse oxidativo e
no controle da apoptose (ARNER et al., 2000). Nio todas, mas a maioria destas
funcdes exercidas pela TRX ¢ dependente do sistema TRX redutase e, portanto
dependente de NADPH e da atividade da TRX redutase (WANG et al., 1998;
WILLIAMS Jr et al., 2000).

As duas principais TRX de mamiferos sao a TRX-1, uma forma citosoélica e
nuclear e a TRX-2, uma forma mitocondrial. As TRX-1 foram melhor estudadas porque
participam de muitos eventos bioldgicos incluindo a doagdo de equivalentes redutores, a
regulacdo da atividade de fatores de transcrigdo, estimulacdo do crescimento celular e
inibi¢do da apoptose (POWIS E MONTFORT, 2001).

As TRX estao envolvidas em uma variedade de doencas humanas incluindo o
cancer. O aumento dos niveis de TRX esta presente em muitos tumores, onde esta
associado ao crescimento agressivo de tumores, por isso drogas estdo sendo
desenvolvidas para que inibam a TRX e que tenham atividade antitumoral (KINNULA
et al., 2004; POWIS E MONTFORT, 2001; BERTINI et al., 1999).

As glutarredoxinas sdo pequenas tiol dissulfeto oxidorredutases, com um sitio
ativo —CXXC- ou —CXXS- e um sitio de reconhecimento do GSH. Elas pertencem a
superfamilia da tiorredoxina. De acordo com a presenca de um ou dois residuos de
cisteina no sitio ativo da GRX, elas foram divididas em duas categorias: mono e ditiol
glutarredoxinas. As ditiol catalisam a redugdo de tiois dissulfeto envolvendo dois grupos
cisteina e de dissulfetos mistos entre um residuo de cisteina protéico e uma glutationa.
Ao contrario, o mecanismo de acdo das GRX monotiol envolvem exclusivamente a
deglutationilagdo de dissulfetos mistos. As GRX usam a energia redutora do GSH para
catalisar reducdes de dissulfetos. Essas enzimas catalisam preferencialmente redugdes
de dissulfetos mistos. As glutarredoxinas estdo distribuidas em multiplos organismos e
ainda ndo se conhecem as fun¢des dessas proteinas nas células e nas diferentes
organelas celulares (PELTONIEMI et al., 2006). Sabe-se que elas participam na defesa
contra o estresse oxidativo e também pode atuar na diferenciacdo celular, regulacdo
redox de transducdo de sinais e na prevencdo da apoptose (DALLE-DONNE et al.,
2007; THORPE et al., 2007; PELTONIEMI et al., 2006). Estudos ndo tio recentes ja



demonstravam a interacdo da GRX de E. coli com proteinas glutationiladas, como por
exemplo, RNase e seu papel no reticulo endoplasmatico atuando com outras proteinas
neste compartimento celular (LUNDSTROM-LJUNG et al., 1998). As glutarredoxinas
também parecem ser essenciais na inclusdo de centros ferro/enxofre em algumas
proteinas. Na fase lag de algumas bactérias, os residuos de cisteina de algumas
proteinas, como a apoFNR (regulador da fumarato nitrato redutase) de E. coli sdo
reduzidos por acdo de GRX para a inclusdo desses centros Fe/S (ACHEBACH et al.,
2004). Um estudo semelhante mostra que a GRX tanto de eucariotos como de
procariotos pode substituir a fungdo da GRXS5 na biogénese de centros Fe/S na
mitocondria de fungos (MOLINA-NAVARRO et al., 2006). O grupo de Jacquot 2001
trabalhou com GRX de planta inserindo diversas mutagdes no sitio ativo da enzima.
Todos os mutantes produzidos nao obtiveram maior atividade quando comparado com a
proteina nativa. Mesmo transformando o sito ativo da GRX em um sitio parecido com o
da TRX ndo observaram maior capacidade catalitica da GRX (ROUHIER et al., 2001).
A fungcdo da GRX no desenvolvimento foi mostrado por Chang-Hoon, 2006
superexpressando a enzima em Dictyostelium discoideum. Niveis aumentado de GRX
afeta o crescimento das lesmas, confirmando que a alteracdo do estado redox celular
altera a diferenciacdo celular (CHANG-HOON et al., 2006). Trabalhos mais recentes
mostram a relacdo das GRX com as reagdes de glutationilagao/deglutationilacao que sao
importante para a regulacdo redox de diversas proteinas (MARTINEZ-RUIZ et al.,
2007; DALLE-DONNE et al., 2007; PELTONIEMI e t al., 2006; CHANG-HOON et
al., 20006).

A PDI ¢ uma proteina multifuncional que esta envolvida em diferentes aspectos
do dobramento protéico (WINTER et al., 2007). E uma proteina encontrada em diversos
compartimentos celulares incluindo o reticulo endoplasmatico, superficie celular, o
citoplasma e o nucleo (SLISKOVIC et al., 2006). A principal fun¢do da PDI ¢ a
redu¢do, oxidacdo, isomerizagdo ¢ a organizacdo de ligagdes dissulfeto em proteinas
alvo (HORIBE et al., 2004; WINTER et al., 2007). O sitio ativo da PDI contém dois
tidis que sofrem alteragcdes conforme as mudancas do estado redox (SLIKOV et al.,
2006).

A PDI tem duas regides distintas que contém o dominio (CGHC). Esta
seqiiencia ¢ similar a um dominio encontrado na TRX (CGPC), que também ¢ chamado
de dominio TRX ou dominio CXXC. O dominio CGHC serve como sitio ativo da PDI

para a reagdo de troca tiol/dissulfeto (HORIBE et al., 2004). A proteina cristalizada de



levedura revela que existe diferencas entre os dois sitios ativos e suas respectivas
fungdes na formacao e organizagdo das ligacdes dissulfetos (TTAN et al., 2006). A PDI
foi primeiramente caracterizada baseada na sua capacidade de reenovelamento da
enzima RNase A, uma enzima com quatro pontes dissulfeto (NOIVA, 1999). Esta
enzima catalisa a reacdo de oxidagdo de dissulfeto no ambiente oxidativo do RE.
Adicionalmente, a PDI esta presente em outros locais em tipos celulares diferentes. A
PDI reduz pontes dissulfeto no citosol, endossomas e na membrana plasmatica como
conseqiiéncia de ambientes mais redutores destes locais. Embora a PDI fosse
inicialmente caracterizada como uma oxidorredutase, agora se sabe que ela estad
envolvida no enovelamento, montagem e na modificagdo pos-traducional de muitas
proteinas (NOIVA, 1999; SEVIER, 2001). A atividade isomerase e também redutora de
dissulfetos da PDI na superficie celular parece ser bem correlacionada com as
propriedades conhecidas da proteina (TURANO, 2002). A PDI é uma proteina redox
que tem atividade redutora quando na parte exofacial da membrana das células. Ela ¢
responsavel por 40% dos tidis totais da superficie celular nas plaquetas e tem papel na
agregacdo plaquetaria. A PDI também estd envolvida na mudanca de conformacao de
gplIbllla para ocorrer a ligacdo ao fibrinogénio e nas trocas tiol/dissulfeto que ocorrem
apos a ligacdo do receptor. A PDI exerce influéncia redox sendo responsavel pela
conformagdo da integrina alfa-4 que possui tidis na superficie extracelular que auxiliam
na adesdo a fibronectina (SAHAF, 2004). Jiang, 1999 demonstrou que o estado redox da
superficie de células de fibrosarcoma HT1080 esta correlacionado com os niveis de PDI
secretados. A PDI secretada controla o estado redox de tids protéicos exofaciais
existentes ou ligagdes dissulfeto reativas (JIANG et al., 1999). A PDI tem fung¢ao
importante no dobramento de proteinas secretadas (TIAN et al., 2006). A taxa de
secrecdao da PDI varia de acordo com a atividade celular (LARAGIONE, 2003). Outras
proteinas da familia da PDI (Endoplasmic reticulum Protein (ERP5 e ERP57)) presentes
no reticulo endoplasmatico, também tém fung¢ao no meio extracelular em proteinas de
superficie, em que estas estdo envolvidas no remodelamento e reconhecimento dos
receptores. O bloqueio de ERP5 em plaquetas humanas causa a quebra da funcdo da
integrina. Esta proteina associa-se fisicamente a integrina beta-3 durante a estimulacdo
plaquetaria (JORDAN, 2005). O grupo de Primakoff mostra que alguns membros da
familia PDI foram encontrados no acrossomo dos espermatozdides. Com uso de
anticorpos especificos e substratos, sugeriram que a ERp57 tem papel importante na

fusdo do gameta. Os resultados mostraram que uma troca tiol/dissulfeto, é um



mecanismo que pode atuar na fusdo do gameta com o évulo, para produzir mudangas
conformacionais em proteinas ativas no momento da fusao (ELLERMAN et al., 2006).
Logo a dire¢do de varios processos celulares depende do estado redox intra e
extracelulares. Portanto proteinas que modificam o estado redox de outras moléculas
sdo moduladores criticos de fatores reguladores, como os envolvidos no controle da

expressao génica, sinalizagdo celular e componentes da matriz extracelular.

2.2 Tiol/Dissulfeto oxidorredutases

Muitas proteinas contém ligacdes dissulfeto, que sdo necessarias para seu
proprio dobramento, funcdo e estabilidade. Em células eucaridticas as ligagdes
dissulfeto formam-se geralmente no limen do reticulo endoplasmatico. In vitro essas
ligagdes podem ocorrer espontaneamente usando um metal de transi¢do ou flavina como
cofator. In vivo, o principal mecanismo para a formagdo das ligagdes dissulfeto
protéicas ¢ a reagdo de troca tiol/dissulfeto de tiois livres, com uma espécie dissulfeto ja
ligada. Essas reagdes sdo catalisadas por enzimas celulares conhecidas como

tiol/dissulfeto oxidorredutases (CHAKRAVARTHI et al., 2007).

2.2.1 ERV/ALR

A familia sulfidril oxidase ERV/ALR (essencial for respiration and vegetative
growth/argumenter of liver regeneration), € caracterizada por uma seqiiéncia bem
conservada contendo o sitio ativo CXXC, um dissulfeto adicional CX;¢C, um conjunto
de residuos aromaticos que formam o sitio de ligacdo para o FAD (VITU et al., 2007).
Este dominio conservado da familia ERV/ALR consiste em aproximadamente 100 aa e
contém o dominio CXXC, sugerindo que estas proteinas podem funcionar como tiol
oxidorredutases (SENKEVICH et al., 2000). O dominio ERV/ALR sulfidril oxidase ¢
um moédulo adaptado para a catalise de ligagdes dissulfeto em varias organelas e eventos
bioldgicos (LANGE et al.,, 2001; VITU et al., 2007). Esta ampla familia inclui a
proteina ERV1 de Saccharomyces cerevisiae que ¢ necessaria para a biogénese das
mitocondrias, e seus homodlogos em outros organismos, a proteina de mamifero ALR e
as quiescinas animais e de plantas. A funcdo precisa dessas proteinas ainda ndo ¢ bem
conhecida (SENKEVICH et al, 2000, THORPE e COPPOCK, 2007;
CHAKRAVARTHI et al., 2007; VITU et al., 2006).



2.2.2 Ero

A tiol oxidorredutase Ero (Endoplasmic reticulum oxidase), gera ligacdes
dissulfeto no reticulo endoplasmatico catalisando a transferéncia de elétrons de ditidis
para o oxigénio molecular. O sitio ativo da Ero consiste de uma seqiiéncia de
aminoacidos CXXC, com um FAD ligado como cofator. Um centro redox adicional,
CX4C, aceptor de elétrons de outras proteinas transferindo-os para o dissulfeto CXXC
(GROSS et al., 2005).

A Erolp (endoplasmic reticulum oxidase 1p) € uma proteina essencial, residente
no RE (reticulo endoplasmatico) com homologos em vdrios eucariotos incluindo
humanos e tripanossomos. A perda de sua fun¢do resulta em um actimulo de proteinas
cujo dobramento ¢ dependente das ligacdes dissulfeto formadas nas proteinas
desdobradas dentro do RE. Esta fun¢do sugere que a Erolp desempenha um papel na
manuten¢cdo de um ambiente oxidativo no RE (POLLARD et al., 1998; FRAND and
KAISER, 1998, 1999).

A proteina humana homdloga da Erolp, Erol-La, foi clonada e mostrou ser uma
glicoproteina do limen do RE. Erol-La contém um dominio conservado CXXCXXC,
que tem atividade redox porque ¢ semelhante ao CXXC como da TRX dos eucariotos e
procariotos. A conservagdo deste dominio ¢ essencial para a manutencdo do

dobramento, estabilidade e estrutura da proteina ¢ essencial (BENHAM et al., 2000).

2.2.3 QSOX

As sulfidril oxidases sdo enzimas que catalisam a formacdo de ligacdes
dissulfeto através da reducdo de O,, com a formagao paralela de H,O, (THORPE, 2005)
(eql):

2 R-SH + O, -> RS-SR + H,0,

Foram descritas duas classes de sulfidril oxidases: as metaloproteinas, de Cu ou
Fe (JANOLINO,1975; CLARE, 1988; TAKAMORI, 1980) ¢ as dependentes de flavina
adenina dinucleotideo (FAD) (OSTROVIWSKI, 1980; DE LA MOTTE, 1987;
HOOBER, 1996; 1999a; 1999b; 1999c¢; 1999d). As metaloenzimas sulfidril oxidases
foram primeiramente purificadas e estudadas em 70 por Swaisgood e seus colegas. Duas

familias de sulfidril oxidases ligada a FAD foram descrita até agora: a familia QSOX



(quiescina sulfidril oxidase) (HOOBER et al., 1999; THORPE et al., 2002) ¢ a da
ERV/ALR (essencial para respiragdo e o crescimento vegetativo/augmenter of liver
regeneration) (LEE et al., 2002; LISOWSKY et al., 2001). As dependentes de FAD ja
foram descritas no trato genital masculino (OSTROVIWSKI, 1980; BENAYOUN,
2001), fungos (DE LA MOTTE, 1987), clara de ovo de galinha (HOOBER, 1996),
endométrio de cobaia (MUSARD, 2001), epiderme de camundongos (MATSUBA,
2002) e cérebro de ratos (MAIRET-COELLO, 2002).

A primeira flavoproteina sulfidril oxidase foi purificada de vesicula seminal de
rato em 1970, e mostrou oxidar tanto a glutationa reduzida como RNase reduzida
(THORPE, 2002; THORPE E COPPOCK, 2007).

Estas sulfidril oxidases (abreviadas QSOX depois de quiescina Q6/sulfidril
oxidase) contém dois dominios reconheciveis (Fig. 1): um N-terminal tiorredoxina/PDI
e um dominio préoximo ao C-terminal que ¢ homdlogo a Ervlp. Os membros da familia
Erv/Alr, t€m uma notavel lista de fungdes — desde a elaboragdo da matriz extracelular a
maturacao de poxvirus e desde fatores de crescimento em um tecido em regeneragao ao
envolvimento na montagem dos centros Fe/S citoplasmaticos (THORPE e COPPOCK,
2007).

Signal Trx1 Trx2 Spacer ERV/ALR Transmembrane
NC— T 1 ] [ I | Il |
CxxC CxxC CxxC
| | \ | | | |
100 200 300 400 500 600 700 residue

Figura 1: Estrutura dos dominios da QSOX de ave. As barras na vertical em preto
mostram os trés sitios redox ativos da enzima e o dominio transmembrana C-terminal.

Acredita-se que as proteinas Quiescina sulfidril oxidase QSOX estdo envolvidas
em fungdes celulares essenciais como no dobramento de proteinas (THORPE et al.,
2002; THORPE e COPPOCK, 2007), elabora¢ao da matriz extracelular, regulagdo do
estado redox e o controle do ciclo celular (COPPOCK et al., 1999, 2000; MUSARD et
al., 2001).

Recentemente, em humanos, um gene pardlogo para QSOX (originalmente
Qscn6 e localizado no locus 1g24; THORPE et al. 2002) foi identificado no locus 9q34
em células de neuroblastoma e foi nomeado QSOXN ou Qscn6LI (WITTEKE et al.



2003). A proteina QSOXN ¢ altamente homologa a membros da familia QSOX e esta
relacionada com a sinalizagdo apoptotica (WITTKE, 2003).

A cinética enzimatica da sulfidril oxidase da clara de ovo tem sido bastante
estudada como modelo para outras QSOX. Diversos sdo os substratos da QSOX de
galinha, sendo o principal o DTT. Esta enzima catalisa a formagdo de pontes de
dissulfeto dentro de um grande nimero de proteinas reduzidas incluindo peptideos
(insulina A e B), lisozima, ovoalbumina, proteina ligadora de riboflavina e RNase. O pl
e o peso molecular de seus substratos sdo de pouca importancia para a atividade da
enzima. Mesmo cisteinas de proteinas citoplasmaticas desnaturadas sdo eficientemente
oxidadas (THORPE, 2002; THORPE e COPPOCK, 2007). A QSOX ¢ uma proteina
secretada e também encontrada no reticulo endoplasmatico, apesar de ndo conter uma
seqiiéncia sinal para que seja enderecada a este compartimento celular. Sua expressao ¢é
demonstrada em fibroblastos de pulmdo de embrides humanos em quiescéncia
reversivel (COPPOCK, 1993; 2000). As enzimas de rato ¢ boi parecem ter peso
molecular de aproximadamente 65 kDa, e a enzima humana parece ter
aproximadamente 90kDa (THORPE, 2002)

Assim, se a especificidade da QSOX for como a proteina da clara de ovo, a
QSOX pode contribuir na formagdo de ligagdes dissulfeto em uma variedade de
proteinas de membrana incluindo receptores e outras proteinas secretadas (HOOBER,
1999a; 1999b).

Altos niveis de expressdo da QSOX de rato foram detectados por RT-PCR e
Northern blot na vesicula seminal e no epididimo, com niveis mais baixos em outros
orgdos periféricos (BENAYOUN et al. 2001; MAIRET-COELLO et al. 2002). A
rQSOX também ¢ bem distribuida no cérebro. Dois transcritos de 2.8kb e 3.6kb que
surgem do splicing alternativo, foram encontrados no cérebro, enquanto somente um
mRNA de 2.8 Kb foi detectado em 6rgaos periféricos (MAIRET-COELLO et al. 2002) .
O mapeamento da proteina no cérebro de rato adulto por imunohistoquimica mostrou
que ela ¢ expressa especificamente por neurdnios e diferentemente distribuida através
do sistema nervoso central (MAIRET-COELLO et al. 2004). Particularmente, altos
niveis de rQSOX foi encontrado em populagdes de neurdnios que secretam peptideos
que contém ligagdes dissulfeto como os neurdnios do hipotdlamo, que produzem

ocitocina e vasopressina. Também ¢ expressa em diversas populacdes celulares na

adeno-hipofise (TURY et al. 2004).



O gene da QSOX ¢ expresso em eucariotos e genes relacionados foram
encontrados em protistas (Tripanosoma brucei), plantas (Arabidopsis thaliana e Oryza
sativa), e metazoarios (vertebrados Drosophila, Caenorhabiditis elegans) (THORPE,
2002). A presenca de seu mRNA foi detectada em outros tecidos humanos, como
placenta, figado, coracdo, musculo esquelético, e também em células endoteliais de veia
de cordao umbilical humano (HUVEC) (COPPOCK, 2000).

A presenga dos dominios PDI/Trx e Ervl/Alr nas SOX dependentes de FAD
fornece-lhes atributos interessantes, uma vez que PDI, Trx, Ervl, Alr e QSOX parecem
estar estrutural e talvez funcionalmente relacionadas. Recentemente, a Ervl foi descrita
por ligar-se a FAD e possuir atividade sulfidril oxidase (LEE, 2000; THORPE et al.,
2002; THORPE e COPPOCK, 2007). A proteina homologa Ervl em humanos ¢ a Alrl,
que parece ser secretada dos hepatdcitos na forma ativa em resposta a danos no figado
(GANDHI, 1999) e também ¢ uma FAD-sulfidril oxidase (LISOWNSKI, 2001).
Interessantemente, a cooperagdo entre PDI purificada e a QSOX de clara de ovo foi
recentemente demonstrada e mostrou-se importante para a oxidacado de RNase reduzida
e obten¢do de seu dobramento correto in vitro (HOOBER,1999a).

Assim, uma possivel fungdo da QSOX seria participar na regulagcdo do equilibrio
tiol/dissulfeto na superficie celular e em proteinas de membrana com dominios

extracelulares.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho ¢é produzir e purificar a QSOX recombinante

cataliticamente ativa.

2.2 Objetivos Especificos

e Expressar a proteina QSOXm e QSOXh em sistema heterdlogo
recombinante de E.coli.

e Purificar a proteina QSOX através de cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (IMAC).

e Analisar sua atividade enzimatica frente a alguns substratos como o DTT,

cisteina, glutationa.



3 MATERIAL E METODOS

Os reagentes DTT, DTNB, GSH, GSSG, cisteina foram obtidos da Sigma Co
(St. Louis, MO); os vetores do sistema pET foram comprados da Novagen e as cepas
bacterianas de E. coli foram doadas pelo IBMP (Instituto de Biologia Molecular do

Parand).

3.1 Preparacio de E. coli Rosetta Blue (DE3) quimiocompetentes

E. coli Rosetta Blue quimiocompetentes foram preparadas segundo o protocolo
descrito por Sambrook et al. (2001) que consistiu nas seguintes etapas: uma colonia de
E. coli foi inoculada em 0,5ml de meio LB (10g/l1 NaCl, 5g/1 de extrato de levedura e
10g/l de peptona de carne) e cultivada por 16h a 37°C com agitacdo constante (pré-
cultura). Os 0,5ml desta pré-cultura foram adicionados a 50ml de meio LB (cultura). A
cultura foi incubada a 37°C sob agitacdo constante até atingir a absorbancia 0,6 a
600nm. Apos esse periodo a cultura foi resfriada no gelo por 10-15 minutos, e as células
foram coletadas por centrifugagdo a 6.500 x g por 7 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em 25ml de CaCl, 100mM em tampao
HEPES 10mM gelado e estéril. As células foram colocadas no gelo durante 20 minutos
e foram novamente coletadas por centrifugacdo a 6.500 x g por 7 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em Iml de CaCl2 100mM;
HEPES 10mM; glicerol 10% gelado e armazenadas a -70°C em aliquotas de 100ul em

microtubos.

3.2 Transformacio das cepas de E. coli Rosetta Blue (DE3) quimiocompetentes

As células competentes (100ul) foram retiradas de freezer -70°C e descongeladas
em gelo. Apos o descongelamento, foi adicionado 1ul (aproximadamente 25ng) do
plasmidio de interesse (pET28a-QSOXh), e as células foram incubadas no gelo por 30
minutos, e depois por 1 minuto a 42°C, para a introdu¢do do DNA na célula. Apds o
choque térmico, foram adicionados as células 1000l de meio LB sem antibiotico e esta
cultura foi incubada a 37°C durante 1h para recuperagdo das células. Apos este periodo
as células foram plaqueadas em meio sélido (LB-Agar, 17g/L Agar) contendo 34pg/ml

de cloranfenicol (resisténcia da Rosetta Blue (DE3)) e 40pg/ml de canamicina (o



plasmideo pET28a possui um gene que codifica resisténcia a canamicina) e incubadas

em estufa a 37°C durante a noite.

3.3 Purificacio e obtencdo do plasmideo pET28a-QSOXh pela técnica de

minipreparacio de plasmideo por lise alcalina

Os plasmideos foram purificados de acordo com o procedimento descrito por
Sambrook et al. (2001). Uma colénia (DH5a) de uma placa de meio LB Agar, contendo
o plasmideo de interesse foi cultivada em 2ml de meio LB contendo o antibidtico
apropriado (LB/canamicina/cloranfenicol) a 37°C por 16h com agitagdo. A cultura
(1,5ml) foi coletada por centrifugagcdo (13000rpm, 2 minutos) em uma microcentrifuga
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado ao sedimento
bacteriano 100pul da Solucdo I de miniprep (50mM Glicose, 25mM Tris-HCI, 10mM
EDTA, pH 8,0), em seguida foram adicionados 200ul da solucdo II (0,2M NaOH, 1%
SDS) que foram homogeneizados por inversao, 150ul da Solugdo III (Acetato de
Potassio 3M, pH 4.8) foi adicionado e misturado por inversdao por aproximadamente 15
segundos. O material foi centrifugado por 5 minutos a 12000 x g a temperatura
ambiente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o DNA foi extraido com
um volume de fenol-cloroférmio 1:1 e precipitado com dois volumes de etanol absoluto
gelado. O DNA foi coletado por centrifugacdo a 12000 x g por 10 minutos, levado com
etanol 70%, seco e ressuspendido em agua deionizada autoclavada e livre de Dnases.

Amostras dos clones foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.3.1 Eletroforese em gel de agarose 0,8%

As amostras de DNA obtidas foram aplicadas em gel de agarose 0,8%
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Para aplicar as amostras no gel foram misturado
2uL de DNA; 2puL de Tampao 10X glicerol; 6uL de H20 milliQ. Foram usado 3puL do
marcador de peso molecular AHind. A separagdo no gel foi realizada em sistema
HOEFER HE 33 — Mini Horizontal (Pharmacia Biotech), com corrida de 40 minutos,
100v e 80mA.

3.4 Clonagem do gene QSOX



Os vetores pET28a e pET32a (Novagen) e o fragmento do gene para a proteina
QSOX (obtida de cDNA de cultura de células musculares lisas humanas e cerebelo de
camundongo), foram digeridos com as enzimas de restrigdo BamHI e Hindlll para
pET28a e HindlIll e Kpnl para pET32a com o objetivo de criar extremidades coesivas
que na presenca de DNA ligase fossem capazes de se ligarem dando origem ao vetor
contendo o gene para a proteina QSOX (as construgdes foram feitas por ZANATA, S.
M e NAKAO, L. S, dados ndo publicados). O vetor pET possui o promotor do fago T7,
confere resisténcia aos antibioticos ampicilina (pET32) e canamicina (pET28), e origina
proteinas de fusdo contendo etiqueta de 6 histidinas. Esta ultima caracteristica permite a
purificacao da proteina de fusdo por cromatografia de afinidade a metal imobilizado
(descrever sistema). O plasmideo recombinante deve ser amplificado em uma linhagem
de E. coli que contém a RNA polimerase de fago T7 para prevenir o escape de
expressao da proteina recombinante e com baixa taxa de recombinagdo e endonucleases.
Para realizacdo de minipreparagdes das construgdes pET32aQSOXm e pET 28aQSOXh
usou-se a cepa DHS5a. A expressao dos fragmentos da QSOX foi feita em uma linhagem
que contém RNA polimerase do fago T7 sobre controle de um promotor indutivel, tal
como Lac UV-5, que ¢ induzido na  presenca de IPTG.
As cepas utilizadas para a expressao foram BL21(DE3) para QSOXm e Rosetta Blue
(DE3) para QSOXh.

3.4.1 Digestao do vetor pET28a contendo o inserto QSOXh

O vetor pET28a contendo o inserto do gene da QSOXh foi digerido com
enzimas de restri¢do BamHI e HindlIlI. Foi preparado um tubo de microcentrifuga para a
digestdao do vetor contendo 2ul do DNA; 6pul de agua MilliQ e 1ul de tampao (NEB
Buffer para BamHI); 0,5ul da enzima BamHI e 0,5ul da enzima HindIIl. A digestdo
ocorreu por 2h a 37°C em banho maria. A amostra foi submetida a eletroforese em gel

de agarose 0,8%.

3.4.2 Eletroforese em gel de agarose 0,8%

As amostras digeridas foram aplicadas em gel de agarose 0,8% (SAMBROOK

& RUSSEL, 2001). Para aplicar as amostras no gel foi misturado mais 2pL de Tampao
10X glicerol ao produto da digestdo (10uL). Foi usado 3uL do marcador de peso



molecular AHind. A separagdo no gel foi realizada em sistema HOEFER HE 33 — Mini

Horizontal (Pharmacia Biotech), com corrida de 40 minutos, 100v e 80mA.

3.5 Mini-expressao da proteina

A mini-expressao foi realizada para identificar as colonias com expressao
protéica mais eficiente. Colonias recombinantes provenientes do plaqueamento (item
2.2) foram inoculadas em 2ml de meio LB/Canamicina/Cloranfenicol e cultivadas sob
agitacao durante 16h a 37°C (pré-indculo). Hum ml do pré-inoculo foram inoculados em
tubos contendo 10ml de meio LB/canamicina/Cloranfenicol. As culturas foram
incubadas a 37°C sob agitagdo até a absorbancia de 0,4 — 0,6 a 600nm a 37°C. Ap0s esse
periodo foi adicionado IPTG na concentragdo final de 0,4mM. As culturas foram
incubadas a 37°C por mais quatro horas. As bactérias foram coletadas (1ml) por
centrifugagdo a 12000 x g por 5 minutos entdo ressuspendidas em tampao de amostra
2,5 vezes concentrado (90mM Tris-HCI pH 6.8, 20% glicerol. 0,02% azul de
bromofenol e 20ul/ml P-mercaptoetanol), submetidas a 10% SDS-PAGE e o gel foi
corado com azul de Comassie. Para confirmacdo da expressao da proteina foi feito um
imunoensaio de Western Blot com anticorpo anti-5HisTag (Invitrogen, Co); anti-PEP14
comercial oa-peptideo 14 (antiPEP14). Este anticorpo reconhece a seqiiéncia de
aminoacidos da QSOX humana — residuos 494-507 — EDPQFPKVQWPPRE e anti-
QSOX mouse (produzido no laboratério). Resumidamente, coelhos foram imunizados
com 130ug de proteina QSOX purificada presentes em uma emulsdo e 100ug separados
por eletroforese em gel de poliacrilamida, que foi macerado em PBS. As imunizagdes
foram feitas em intervalos de 4 a 6 semanas. Amostras de soro foram coletadas através
de puncdo cardiaca, 14 dias apds a ultima imunizacdo. Apds a obten¢do do soro
hiperimune contra QSOX em coelho, purificou-se IgG por cromatografia de afinidade a
proteina A-sepharose (proteina A sepharose CL-4b — Pharmacia Biotech Amersham). O
volume restante da cultura foi coletado em tnico tubo de microcentrifuga através de

sucessivas centrifugacdes.

3.5.1 Teste de Solubilidade

Ao pellet obtido da mini-expressdo da proteina (item 2.5), foi acrescentado Iml

de tampao (Tris HCl 50mM; NaCl 500mM). Em seguida foram feitos 5 ciclos de 10



segundos em um sonicador de probe. Este lisado foi centrifugado a 10000 rpm a 4°C
durante 20 minutos. O sobrenadante foi separado do pellet em outro tubo de
microcentrifuga. Uma aliquota de 75ul deste sobrenadante mais 25ul de tampao de
amostra 4X concentrado foram misturados. Volumes de 5ul, 10ul e 15ul foram
aplicados em gel 10%. Ao pellet foram acrescentados 1ml de tampao (Tris HCl 50mM;
NaCl 500mM) e ressuspendeu-se com pipeta. Uma aliquota de 75ul deste pellet
ressuspendido mais 25ul de tampao de amostra 4X concentrado foram misturados.

Foram aplicados 3l desta amostra em gel 10% SDS-PAGE.

3.6 Mini-Purificacio da proteina sob condicdes nativas

Esta mini-purificacdo foi realiza em tubos de microcentrifuga sendo este
protocolo utilizado como um teste inicial. Para purificar a proteina proveniente da mini-
expressdo, Iml do sobrenadante do lisado bacteriano e 60ul de resina Ni-NTA agarose
foram misturados e homogeneizados por inversdo do tubo durante 15 segundos. Este
tubo foi colocado durante 30 minutos em um agitador. Apds este periodo o tubo foi
centrifugado 1000 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado. Foram feitos 3
ciclos de lavagem com 200ul de tampao de lavagem (Tris HCl 50mM pH 8.0; NaCl
500mM; 20mM imidazol) e 3 ciclos de eluicdo com 100ul de tampao de eluicao (Tris
HC1 50mM pH 8.0; NaCl 500mM; 300mM imidazol). Amostras da purificagdo foram
aplicadas em gel SDS-PAGE 10%.

3.7 Expressao e purificacdo da proteina 6HIS-QSOXh em larga escala

Clones com alta taxa de expressdo da proteina foram expandidos em 500ml de
meio de cultura liquido LB, com agitacdo, a 37°C. Quando as culturas atingiram a
absorbancia de 0,6 a 600nm, a expressdo da proteina recombinante foi induzida com
0,4mM de IPTG, deixando-se entdo as células crescerem por mais quatro horas. Apos
este periodo, a suspensdo celular foi centrifugada e as células utilizadas para a
purificacao.

As células foram ressuspendidas em solucdo de lise desnaturante (8M uréia,
100mM de NaH,PO4 e 10mM de Tris pH 8,0) e foram submetidas a pressao fisica em

prensa de French, lisando a parede celular e membrana plasmatica e dissociando os



corpos de inclusdo. O extrato bacteriano obtido foi clareado por centrifugacao (12000 x
g por 20 minutos) e entdo submetido a cromatografia de afinidade a metal imobilizado
(IMAC). As proteinas contendo a etiqueta de 6 histidinas ligaram a fase estacionaria
NTA-Ni-Agarose (Qiagen GmbH, Alemanha) através de ligacdo de coordenacdo do
cation Ni*" imobilizado e das histidinas presentes na quimera protéica 6HIS-QSOXh. A
resina foi transferida a uma coluna e lavada com tampao de lise desnaturante contendo
10mM de imidazol, para que proteinas fracamente ligadas se desligassem da coluna. As
proteinas foram entdo eluidas com 250mM de imidazol em tampdo de lise e
armazenadas em aliquotas a -20°C. A concentracdo de proteinas foi dosada em cada

aliquota de acordo com o método de Bradford.

3.8 Expressao e purificacdo da proteina 6HIS-QSOXm em larga escala

Para a producdo de QSOXm foi utilizado uma aliquota de cepas de E. coli BL21
(DE3) ja transformadas com o vetor de expressao pET32a com resisténcia a ampicilina,
contendo o inserto da QSOXm (Ikegami, 2005). Essas aliquotas estavam estocadas em
freezer -80°C. Para isto, 10uL da aliquota de bactérias transformadas foi adicionada a
20mL de meio LB liquido contendo 100ug/mL de ampicilina. Este pré-indculo foi
crescido a 37°C durante 16h. O indculo maior foi preparado com 500mL de meio LB +
100pg/mL de ampicilina + 10mL do pré-indculo. Este inoculo cresceu a 37°C, com
agitacdo constante de 220rpm até atingir a densidade Optica em 600nm igual a 0,7
usando como branco o meio LB. Quando a cultura atingiu a absorbancia de 0,7 a
600nm, foi induzida a expressdo utilizando 0,4mM de IPTG, deixando-se entdo as
células crescerem por mais seis horas. O meio de cultura foi centrifugado a 10000rpm
durante 15 min a 4°C e as células utilizadas para a purificacao.

As células foram ressuspendidas em solugdo de lise desnaturante (6M uréia,
500mM de NaCl e 20mM de Tris pH 8,0, glicerol 10%) e foram submetidas a pressao
fisica em prensa de French, lisando a parede celular e membrana plasmadtica e
dissociando os corpos de inclusdo. O extrato bacteriano obtido foi clareado por
centrifugacdo (6500rpm por 15 minutos, a 4°C), filtrado em 0.80um e entdo submetido
a cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC) (Coluna HiTrap Chelating
HP, Amersham). A coluna Hi Trap foi lavada com H,0 millig 10mL e em seguida foi
carregada com Ni*" (solugdo de NiSO4 0,1M, 5ml) ¢ novamente lavada com 10ml de

tampao de lise para equilibrar a resina. O extrato de bactérias (4ml) foi passado na



coluna para que as proteinas contendo a etiqueta de 6 histidinas ligassem a fase
estacionaria NTA-Ni-Agarose através de ligacdo de coordenagdo do cation Ni*"
imobilizado e das histidinas presentes na quimera protéica 6HIS-QSOXm. A coluna foi
lavada com 6ml de tampao de ligacdo (20mM Tris HCI, 500mM NaCl, 6M uréia pH8.0)
contendo 5, 30, 60, 125mM de imidazol, para que proteinas fracamente ligadas, por
possuirem histidinas seqiiénciais, se desligassem da coluna e diminuissem a
contaminagdo da proteina de interesse. As proteinas foram entdo eluidas com 500mM

de imidazol em tampao de ligagdo pH5.9 e armazenadas em aliquotas a -20°C.

3.9 Analise da purificacdo

Amostras da proteina purificada foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante e redutor (SDS-PAGE), transferidas para membrana de
nitrocelulose e submetidas a reagao de imunoblot com anticorpo anti-5SHis (Invitrogen,

Co.).

3.10 Dialise da proteina purificada em uréia

A proteina purificada estava em tampao contendo 8M de uréia sendo necessaria
a remocdo do agente caotrdpico por didlise. Foram feitas trés trocas de dois litros (seis
litros no total) de tampao PBS pH 7,4 (137mM NaCl; 2,07mM KCIl; 10mM Na,POy;
1,8mM KH,PO4) a 4°C, com duragdo de 2h, 16h e mais 2h. O tampao de didlise foi
mantido em agitagdo magnética durante o periodo de renaturacao das proteinas. A

concentragdo da proteina apos a diélise foi dosada pelo método de Bradford (1976).

3.11 Separacio eletroforética por SDS-PAGE

A proteina recombinante purificada foi submetida & eletroforese SDS-PAGE
10% (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). A proteina utilizada no experimento foi diluida
em tampao de amostra redutor na propor¢do de 3:1, sendo que esta mistura
amostra/tampao foi fervida durante cinco minutos. A separagdo eletroforética foi
realizada em sistema Mini Protean3 (Bio Rad) com corrente de 10mA até a entrada da
proteina no gel de separacdo, e em seguida a corrente foi elevada para 25mA, sendo que

essa corrente permanecera constante até a saida da frente de migracao do gel.



3.12 Imunoensaio de Western Blotting

As amostras separadas por SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (0,45um — Amersham Biosciences, USA) durante 16h sob voltagem
constante de 25V. As membranas foram bloqueadas durante duas horas com TBST
(129mM de NaCl, 20mM de Tris e 0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite
desnatado liofilizado (Molico, Nestlé¢). A deteccdo da proteina recombinante foi feita
com anticorpos primario (anti-5His 1:5000, anti-pepl14 1:2000, anti-QSOXm 1:2000)
diluidos em tampao de bloqueio. As membranas ficaram incubando com o anticorpo
primario durante 16h a 4°C. Apds este tempo, foi feita a lavagem da membrana em
ciclos de cinco vezes por cinco minutos com TBST e em seguida, foram adicionados
anticorpos secunddrios (anti-imunoglobulina de camundogo na dilui¢cdo de 1:10000, de
cabra e de coelho) conjugados a peroxidase durante uma hora a temperatura ambiente.
A membrana foi submetida a um novo ciclo de lavagem, e entdo incubada com o
substrato adequado para a reagdo quimioluminescente (Amersham Pharmacia). Um
auto-radiograma (Kodak) foi exposto a membrana em diversos tempos até a

visualizacao adequada do antigeno.

3.13 Preparacio de liquido seminal de rato para obtengciao de QSOX

O liquido seminal coletado a partir da vesicula seminal de um rato adulto foi
homogenizado em tampao de lise gelado (50mM Tris HCI pH 7,4; 0,2% de deoxicolato;
0,5% de Triton X-100; 0,5% de NP-40 com inibidores de proteases Roche). O extrato,
com aspecto floculado foi centrifugado a 12000 x g por 30s e o sobrenadante
recuperado teve a concentracao protéica dosada por Bradford (1976) e armazenado a -

20°C (BENAYOUN et al., 2001).

3.14 Preparacio de extrato de clara de ovo para obtencao de QSOX

A clara de um ovo de galinha foi diluida com 2 volumes de tampdo fosfato
50mM, 0,3mM EDTA, pH 7.5 a 4°C e com o auxilio de um potter a mistura foi
homogeneizada (HOOBER et al. 1996). Apds, foi centrifugado a 9000 x g durante 10

minutos a 4°C, para separar o material suspenso. O sobrenadante foi aliquotado em



tubos de microcentrifuga e estocado em freezer -20°C. Uma aliquota foi utilizada para a

dosagem de proteinas pelo método de Bradford.

3.15 Medida da atividade enzimatica

3.15.1 Método do Acido Homovanilico

A determinagdo da atividade enzimatica da QSOX foi monitorada pela formagao
do perdxido de hidrogénio através de uma reacdo acoplada, onde o peroxido de
hidrogénio e a peroxidase de raiz forte (HRP) oxidam o &cido homovanilico a um
produto fluorescente (RAJE, 2002). Para isso, o experimento foi realizado em tampado
de fosfato de potassio S0mM, pH 7,5 contendo EDTA 0,3mM, acido homovanilico
(1mM), peroxidase de raiz forte (1,4uM) e o DTT (300uM) foi inicialmente utilizado

como substrato. O fluorimetro foi utilizado com 2cx 320nm € 2o, 420nm.

3.15.2 Método do DTNB

A determinacdo da atividade enzimatica da QSOX foi monitorada pela oxidacao
de 2mM de DTT em tampao Tris-HCI pH 8.0 100mM. Para isto, um tubo de reagao foi
preparado contendo 2mM DTT em tampao Tris-HCI 100mM pH 8.0. A este tubo, foram
adicionados 0,006pg/uL da proteina QSOX recombinante. Em tempos estabelecidos (1,
5, 10, 15 e 30 min), foram retiradas aliquotas de 10uL da reag¢do, em cada tempo, e
reagidos com ImL de solugdo 0,5mM de DTNB em Tris-HCI pH8.0 100mM,
homogenizados e a absorbancia medida em 412nm contra branco de solugdo de DTNB

0,5mM (BENAYOUN, 2001).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os estudos realizados com QSOXh, fez-se necessario a constru¢do de um
vetor contendo o inserto do gene que codifica a proteina de interesse. O vetor obtido
com o fragmento clonado da proteina QSOXh, foi construido através da clonagem do
gene de células musculares lisas humanas,. Da cultura primaria destas células foi
isolado o RNA total para que fosse feita a reacdo para producdo do cDNA. Para isto, foi
clonado o gene da QSOX praticamente inteiro (nt 268 a nt 1704, accession number NM
002826.2), utilizando primers com sitios de restri¢do para as enzimas BamHI e HindlIIl.
O fragmento amplificado de 1437bp, foi ligado em um vetor de expressdo vetor
pET28a+ (Novagen Co) nos sitios apropriados. Apos ligagdo, o vetor com o inserto foi
seqiienciado para verificar a identidade do fragmento clonado.

Para a produgdo de QSOXm, foi empregado o plasmideo pET32a (Novagen)
contendo o inserto de QSOX (nt +123 a +1646 da seqii€éncia NM_023268 obtida de
cerebelo de camundongo), e portanto possui 1533bp. As constru¢des que continham o
inserto foram seqiienciadas com o uso dos mesmos primers para amplificar o cDNA de
QSOXm.

A partir destes vetores contendo os insertos da QSOXh e QSOXm, foi entdo
possivel produzir, purificar e estudar algumas caracteristicas bioquimicas de QSOX de

mamifero.

4.1 Eletroforese em gel de agarose do vetor pET28a-QSOXh

Amostras das minipreps foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
0,8% para averiguacdo de suas massas moleculares. As amostras foram preparadas de
acordo com os seguintes volumes: 2ul do vetor; 2ul de tampao 10X glicerol; 6ul de agua
MilliQ. Os 10ul totais foram aplicados em gel de agarose e analisados. As amostras 1 e
2 preparadas com a técnica da lise alcalina mostram uma banda de RNA, pois as
mesmas ndo foram tratadas com RNase. A banda superior a do vetor mais o inserto
(6806bp) representa o plasmideo super-enovelado (supercoiled). Diferentemente as
preparagdes realizadas com kit mostram somente uma banda tnica do vetor pET28a

(5369bp) com o inserto QSOXh (1437bp).
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Figura 1: Vetor pET28a-QSOXh. Os clones das minipreparagdes obtidas pela técnica
da lise alcalina e através do KIT QIAPREP da QIAGEN foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8% para separacdo e purificagdo dos mesmos. As
canaletas 1 e 2, amostras de minipreparagdes pela técnica da lise alcalina. Canaleta 3,
amostras de uma minipreparagdo pelo Kit QIAPREP. M — marcador molecular
MHindIII.

4.2.1 Digestao do vetor pET28a contendo o inserto QSOXh

O vetor pET28a contendo o inserto da QSOXh foi submetido a digestdo com as
enzimas de restricdo BamHI e Hindlll. O produto da digestdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8%. Conforme mostra a figura 2, a minipreparagao
purificada com kit da Qiagen ndo continha niveis detectaveis do inserto (canaletal),
assim como uma das minipreparacdes com a técnica de lise alcalina (canaleta 2). Na
outra miniprepara¢do (canaleta 3), duas bandas sdo evidenciadas, uma do vetor
linearizado (aberto) e outra do inserto. Neste caso podemos observar maior rendimento
na minipreparacdo in house, apesar desta conter mais impurezas (banda de RNA),
quando comparamos com a técnica do kit Qiagen.

As construgdes foram confirmadas através da reagdo de seqiienciamento

automatico e comparagdo com o programa BLAST (www.ncbi.nih.gov/BLAST/).
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Figura 2: Digestao do vetor pET28a-QSOXh. O produto da digestao do vetor pET28a-
QSOXh com BamHI e HindlIII foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%. M
— marcador molecular A/HindIll. Canaleta 1, digestdo da minipreparacdo com Kit
QIAPREP; canaleta 2 e 3, digestdo das minipreparagdes pela técnica da lise alcalina.
Com base nos resultados apresentados pode-se concluir que a digestdo dos
vetores foi eficiente liberando o fragmento de DNA correspondente a massa molecular
esperada para a seqiiéncia de QSOXh obtida de ¢cDNA de células musculares lisas

humanas. A partir desta confirmagao foi possivel testar o protocolo para a expressdo e

purificag@o da proteina recombinante ¢His-QSOXh.

4.3 Expressao do cDNA QSOXh em Rosetta Blue (DE3)

O DNA codificado para a QSOXh (accession number: gi 13325074 ref.
NM_002826.2; Homo sapiens quiescin Q6 (QSCN6) mRNA) foi inserido no sitio de
policlonagem do vetor de expressdo pET28a+. Este vetor de expressdo possibilita a
adicdo de uma cauda de 6 residuos de histidina a proteina de interesse. Isto facilita a
analise da expressdo, juntamente com a purificagdo da proteina. Este plasmideo
recombinante pET28a-6HisQSOXh foi usado para transformar células de E. coli
Rosetta Blue (DE3). Outros tipos de células foram usados, como por exemplo BL21
(DE3), BL21 (DE3) P Lys S, XL1 Blue, com as quais ndo conseguimos obter o0 mesmo
sucesso na expressdo. Um aumento significante do nivel de expressdao de uma proteina
com 55kDa foi observado 4 horas depois da adicdo de 0,4mM de IPTG na cultura de

células transformadas com o vetor de expressao pET28aQSOXh com crescimento em



meio LB, como indicado no gel SDS-PAGE 10% (Fig.3). Nao foi detectado nivel de
expressdo desta proteina em extrato da cultura ndo induzida com IPTG (Fig.3). A
proteina humana, considerando o sitio de policlonagem e o tamanho do inserto, tem
aproximadamente um tamanho de 55kDa. Aliquotas do cultivo bacteriano nao induzido
e induzido que aparecem na figura 3 confirmam o padrio de bandas da expressdo de
QSOX recombinante humana.

Para diferenciar a localizagdo e a solubilidade da proteina expressa pelas células
de E. coli, um extrato total da cultura de 10ml foi analisado. Depois da lise celular com
tampao especifico, foi demonstrado que a proteina superexpressa estd presente tanto em
corpos de inclusdo (insoluvel) como no citoplasma das células (solavel) de E. coli

Rosetta Blue (DE3) (Fig.3).
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Figura 3: SDS-PAGE da expressao da QSOXh. A QSOXh-6HIS foi expressa em E.
coli Rosetta Blue (DE3) como descrito nos materiais ¢ métodos. Amostras foram
submetidas a SDS-PAGE 10% (p/v) poliacrilamida gel e foram visualizadas por corante
Coomassie-Blue. Canaleta 1 foi aplicado 5ul do marcador de peso molecular (MW). As
canaletas 2 e 3 demonstram a diferenca de expressao na cultura nao induzida (NI) e
induzida (I) com 0,4mM de IPTG concentracao final. Nas canaletas 4, 5 e 6 diferentes
volumes do sobrenadante do extrato celular (SN) 5, 10 e 15ul respectivamente, foram
aplicados no gel, mostrando a proteina presente no citoplasma celular (fracao solavel).
Na canaleta 7 foi aplicado 3ul do pellet (P), proteina presente em corpos de inclusao
(fragdo insoluvel).



4.4 Purificacdo da proteina QSOXh-6HIS

No vetor de expressdao pET28a, a fusdo do gene QSOX humano com uma cauda
de 6 residuos de histidina permite que processos de purificagdo sejam otimizados. Na
purificagdo da proteina, foi utilizada uma resina de Ni-NTA Agarose (QIAGEN). A
cauda hexa-histidina que esta fusionada com a proteina QSOX humana se liga ao niquel
que consequentemente estd ligado a resina. Este experimento foi realizado sob
condi¢des nativas. Outros protocolos incluem purificagdes em condi¢des desnaturantes
sendo necessario um refolding posterior da proteina. Nosso objetivo era apenas testar
um dos métodos de purificacdo, neste caso em condi¢cdes nativas para avaliar a
eficiéncia da expressdo e se poderiamos realizar expressoes e purificagdes em larga
escala em experimentos futuros. Para este experimento foi utilizado o sobrenadante do
lisado celular, descrito no item 3.3, onde estavam presentes as proteinas soluveis
demonstrado na figura 3. A proteina recombinante QSOXh-6His foi purificada das
células de E. coli Rosetta Blue (DE3) por ligacao a resina Ni-NTA Agarose durante 30
minutos. As proteinas que ndo se ligaram a resina durante este periodo sdo
demonstradas no gel (VOID, Fig. 4). As lavagens sdo realizadas com baixas
concentragdes de imidazol no tampao para prevenir a ligagdo de contaminantes a resina
(background). A possibilidade das proteinas nao marcadas com a cauda de 6 histidinas
interagirem com a resina de Ni-NTA ¢ geralmente maior em condi¢des nativas do que
em condi¢des desnaturantes. Isto se reflete na alta concentragdo de proteinas que
aparecem nas amostras das lavagens (canaletas 5, 6 e 7, fig. 4). Para a elui¢dao da
proteina a concentracdao de imidazol foi aumentada para 300mM fazendo com que as 6
histidinas se desliguem dos sitios de ligacdo na resina de Ni-NTA. A proteina purificada
corresponde em tamanho ao seu peso molecular previsto em SDS-PAGE 10%, de
55kDa (Fig. 2). Este experimento foi realizado para testar a possibilidade da purificagao

da proteina expressa. Sendo assim, ndo foi considerado o rendimento desta purificagdo.
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Figura 4: SDS-PAGE da purificagdo da QSOXh. A QSOXh-6HIS foi purificada em
resina Ni-NTA Agarose. Amostras foram submetidas a SDS-PAGE 10% (p/v)
poliacrilamida gel e foram visualizadas por corante Coomassie-Blue. Na canaleta 1 foi
aplicado 5Sul do marcador de peso molecular (MW). Na canaleta 2, 20ul de amostra da
cultura induzida (I). Na canaleta 3 (SN), 20ul sobrenadante do lisado contendo
proteinas soluveis. Na canaleta 4, 20ul de proteinas que ndo se ligaram a resina durante
os 30 minutos de incubagdo (Void). Nas canaletas 5, 6 e 7, 20ul amostras das lavagens
com 30mM imidazol (Wash). Nas canaletas 8 ¢ 9, 20 uL. das amostras das elui¢cdes da
proteina com 300mM imidazol.

4.5 Ensaios de Western Blot

Para uma identificagdo inequivoca da proteina recombinante QSOX
superexpressa, ensaios de western blot foram realizados usando diferentes anticorpos.
As figuras 5, 6 ¢ 7 mostram reagdes com anticorpo monoclonal anti SHIS-Tag (figura
5), que deixa claro se tratar da proteina recombinante j4 que o anticorpo monoclonal
utilizado ndo reconhece proteina de E. coli,. Também confirmam a presenga da QSOX
os ensaios feitos com anti-pepl4 (Fig 6) e anti QSOX recombinante de camundongo

(Ikegami, 2005), (Fig. 7) realizados na mesma membrana apds sucessivos processos de

stripping.
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Figura 5: Analise por western blot da QSOXh recombinante usando anticorpo contra
SHisTag. Canaleta 1, cultura n3o induzida (NI). Canaleta 2 cultura induzida (I).
Canaleta 3, sobrenadante do lisado celular (SN). Canaleta 4, pellet (P). Canaleta 5, void
(V). Canaleta 6, lavado 1 da purificagdo (W1). Canaleta 7, eluido 1 (E1). Canaleta 8 ¢ 9,
cultura ndo induzida e induzida de uma expressdo em larga escala (NI) e (I),
respectivamente.
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Figura 6: Analise por western blot da QSOXh recombinante usando anticorpo contra
PEP14 (peptideo humano). Canaleta 1, cultura ndo induzida (NI). Canaleta 2, cultura
induzida. Canaleta 3, sobrenadante do lisado celular. Canaleta 4, pellet. Canaleta 5,
void. Canaleta 6, lavado 1 da purificacdo. Canaleta 7, eluido 1. Canaleta 8 ¢ 9, cultura
nao induzida e induzida de uma expressao em larga escala, respectivamente.
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Figura 7: Expressao e purificagdo da QSOXh recombinante. Analise por western blot
da QSOXh recombinante usando anticorpo contra QSOXm produzido no laboratorio.
Canaleta 1, cultura ndao induzida (NI). Canaleta 2, cultura induzida. Canaleta 3,
sobrenadante do lisado celular. Canaleta 4, pellet. Canaleta 5, void. Canaleta 6, lavado 1
da purificagdo. Canaleta 7, eluido 1. Canaleta 8 e 9, cultura ndo induzida e induzida de
uma expressao em larga escala, respectivamente.

Os resultados de western blot confirmam a presenga da proteina QSOX nos
diferentes processos de sua producdo. Em todas as reacdes foi utilizado anticorpo
secundario acoplado a HRP e revelado com kit de quimiluminescéncia (Pierce). Os
anticorpos primarios usados para estes ensaios foram selecionados através das
caracteristicas usadas no processo de expressdo e da propria proteina. O anticorpo
comercial anti-5His-Tag reconhece a cauda de 6 residuos de Histidina codificada no
vetor de expressdo pET28a. Essa cauda ¢ fusionada a proteina durante o processo de
transcri¢do, pela RNA polimerase da bactéria, do gene inserido no vetor. O anticorpo
comercial o-peptideo 14 (anti-pepl4). Este anticorpo reconhece a seqiiéncia de
aminoacidos da QSOXh - residuos 494-507 — EDPQFPKVQWPPRE (HOOBER,
1999). O anticorpo produzido em nosso laboratério contra proteina QSOX
recombinante de camundongo (QSOXm), também reconhece a proteina de humano. O
padrdo de bandas obtidas apds a incubagdo com este anticorpo ¢ o mesmo para o
anticorpo AntiPEP14. Também visualizam-se véarias bandas (Figs. 5, 6 e 7), as quais
podem ser devido: (i) a degradacdo protéica ou a formacdo de complexos protéicos,
provavelmente devido ao processo de purificagdo, ja que as células foram submetidas a
pressdo mecanica. Pode ter ocorrido possivel associag@o entre a proteina recombinante e

outras proteinas do extrato celular que estariam migrando junto com a ¢His-QSOXh; (i1)



a interagdes quimicas entre aminoacidos da propria proteina ¢His-QSOXh com proteinas
bacterianas, aumentando assim sua massa molecular, (iii) e finalmente a processamento
por alguma endonuclease bacteriana levando a clivagem da proteina em duas
subunidades de massas moleculares diferentes, uma com aproximadamente 55kDa e
outra com peso superior. Outra hipotese seria a presenca de stop coédons presentes no
inserto. As bandas mais evidentes nas canaletas 8 e 9 (cultura ndo induzida e induzida)
mostram que ocorreu vazamento na expressao, mesmo antes da adi¢do de IPTG no meio
de cultura, fato este bem documentado na literatura (JOB et al., 2002; HAN et al.,
2000). Sendo assim, mesmo em condigdes adequadas de trabalho, temperatura,
reagentes refrigerados, uso de agentes inibidores de proteases, ¢ quase que inevitavel a

presenca de degradagdo da proteina.

4.6 Transformacio da cepa BL21 com a construcio pET32a-QSOXm, expressiao e

purificacdo da proteina recombinante

De forma semelhante ao descrito para QSOXh (item 3.3), a proteina QSOX de
camundongo foi expressa na cepa bacteriana BL21. Aliquotas do cultivo bacteriano nao
induzido e induzido foram submetidas a eletroforese em gel 10% SDS-PAGE, e o
padrao de bandas obtido confirmou a expressdo de QSOX recombinante murina.
Diferentemente da proteina humana que apresenta tamanho de aproximadamente

55kDa, a proteina murina apresenta tamanho de 65kDa, considerando que o inserto ¢

maior (1533pb).
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Figura 8: Amostras do cultivo bacteriano Roseta Blue (QSOXh) e BL21 (QSOXm),
submetidas a eletroforese em gel 10% SDS-PAGE e coradas com o corante Azul de
Comassie. Pode-se observar o aparecimento de uma banda intensa de 65KDa (canaleta
5) correspondente a 20ul de amostra do cultivo induzido, confirmando a expressdo de



QSOXm recombinante. Canaleta 1 peso molecular Sul; canaleta 2 cultivo ndo induzido
de QSOXh 20ul, canaleta 3 cultivo induzido de QSOXh 20ul, canaleta 4 cultivo ndo
induzido de QSOXm 20ul.

Na purificagdo da QSOXm utilizamos uma coluna ja empacotada de 1ml (Hi-

Trap Chelating HP — Amersham). A purificagdo foi realizada em condigdes
desnaturantes (6M uréia), ja que a proteina murina também se encontra em corpos de
inclusdo (resultado ndo mostrado). Semelhante a purificagdo de QSOXh (item 3.4), a
resina foi equilibrada com tampao de lise e o extrato bacteriano foi passado através da
coluna diversas vezes. Em seguida, a coluna foi lavada e as proteinas ligadas a resina
foram eluidas aumentando-se a concentragdo de imidazol no tampao para 500 mM (ver
item 2.8 material ¢ métodos). Foram separadas aliquotas das diferentes etapas de

purificagdo e submetidas a eletroforese em gel 10% SDS-PAGE (Fig. 9).
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Figura 9: SDS-PAGE da purificacdo da QSOXm. A QSOXm-6HIS foi purificada em
resina Ni-NTA Agarose (Amersham). Amostras foram submetidas a SDS-PAGE 10%
(p/v) poliacrilamida gel e foram visualizadas por corante Coomassie-Blue. Na canaleta
1 foi aplicado Sul do marcador de peso molecular (MW). Na canaleta 2, 20ul de
amostra da cultura induzida (I). Na canaleta 3 (FT), 20ul do flow through. Nas canaletas
4 ¢ 5, 20ul amostras das lavagens com 30mM imidazol. Nas canaletas 6, 7 ¢ 8, 20 uLL
das amostras das elui¢des da proteina com 500mM imidazol.

Amostras da proteina purificada foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE
e imobilizadas em membrana de nitrocelulose. Incubando-se a membrana com anticorpo
anti-5SHIS-Tag e revelando com substrato adequado, observa-se o aparecimento de

bandas iguais a 65KDa da QSOXm recombinante (Fig. 10).
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Figura 10. Padrao de bandas obtido para a proteina QSOXm recombinante purificada.
Fragdes oriundas da purificagcdo de QSOXm foram submetidas a SDS-PAGE 10%. Parte
do gel foi corada com azul de Coomasie (a) e parte foi transferido para membrana de
nitrocelulose (b) e esta foi reagida com anticorpo comercial anti SHis-Tag. I - 20ul da
cultura induzida; E2 - 20ul da segunda aliquota eluida; E3 - 20ul da terceira aliquota
eluida; MW - 5 ul do padrao de massa molecular.

a) b)

Como para a proteina humana, a reacdo com o anticorpo anti-SHIS-TAG para
proteina de camundongo, confirma que a proteina purificada é uma proteina com
etiqueta de histidinas. O gel corado com azul de Coomasie mostra que parece nao
ocorrer a purificacdo de proteinas contaminantes juntamente a QSOXm recombinante.
Em contrapartida, a reacdo de western blot com o anticorpo especifico para a cauda de
histidinas (anti-SHIS), mostra a presenca de uma banda com massa inferior a 65KDa.
Essa banda inferior pode ser produto de degradacdo protéica durante o processo de

purificacdo como discutido anteriormente para proteina humana.

4.6 Ensaios de Atividade Enzimatica

Estes experimentos foram realizados com a inten¢do de verificar se a enzima
QSOX recombinante de camundongo apresentava atividade sulfidril oxidase. Para isto,

foram usados dois modelos experimentais descritos no item 2.15 material e métodos.

4.6.1 Medida da atividade enzimatica da QSOXrec pelo método do acido

homovanilico

Para verificar se a atividade enzimatica da QSOXrec produzida e purificada foi
realizado um ensaio que monitora continuamente a formacao de peroxido de hidrogénio

formado pela sulfidril oxidase, usando HRP como mediador para formag¢do de um



composto fluorescente (RAJE et al., 2002). A HRP catalisa a reacdo de oxidagdo do
acido homovanilico pelo perdxido de hidrogénio. O produto desta reacdo ¢ a formacgao

de um dimero do 4cido homovanilico fluorescente (Esquema 1).

OH CIH CH
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Esquema 1: reacdo de oxidagdo do acido homovanilico por HRP/H,O, usada para
detectar a formacdo do H,0,. A HRP ativada pelo H,O,, por sua vez gerado pela
sulfidril oxidase, reage com o HVA gerando um composto fluorégeno (RAJE et al.,
2002).

Primeiramente foi feita uma curva padrdo com diferentes concentragoes de
peroxido de hidrogénio para padronizagdo das medidas de fluorescéncia obtidas no

espectrofluorimetro Fig. 11A e 11B.
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Figura 11A: Grafico mostrando os diferentes valores de fluorescéncia para diferentes
concentragdes de peroxido de hidrogénio. Cada reacdo continha HVA 1mM; HRP
1,4uM; DTT 150uM; Tampao Pi 50mM, 0,3mM EDTA pH 7,5 gsp 500uL. As
concentragdes de H,O, estdo indicadas na legenda.

As atividades enzimaticas foram calculadas utilizando-se a curva de calibragao

(fig. 11B).
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Figura 11B: Curva de calibragdo obtida a partir da incubagdo de H,O, auténtico com
150uM DTT; 1,4uM HRP; 1mM HVA em Tampao Pi 50mM, pH 7.5, 0.3mM EDTA.
As concentragdes de H,O, foram 0,0; 0,2; 0,4; 0,8uM, respectivamente. Equacdo da
reta: Y =24 +202.85 X.

A figura 12 mostra um controle positivo para o ensaio. Nesta reacao foi utilizada
uma amostra de vesicula seminal de rato (ver item 3.13 material e métodos), que contém
sulfidril oxidase (BENAYON et al. 2001). A presenca da sulfidril oxidase dependente
de FAD de rato foi demonstrada em diversos tecidos (TURY et al.,, 2006). O
seqlienciamento da QSOX de rato parcial mostrou que esta possui homologia a
seqiiéncia da quiescina humana Q6. A clonagem do cDNA da QSOX de vesicula
seminal de rato e sua expressdao em células epiteliais ovarianas de hamester chineses foi
mostrada (BENAYOUN et al. 2001), e analises de Northern blot ¢ PCR mostram que
existem pequenas quantidades da enzima em tecidos como testiculos, prostata, pulmao,
coragdo, rins, pancreas e figado e que ha alta taxa de expressdo do gene na vesicula

seminal e epididimo (TURY et al., 2006; THORPE, 2002; MATSUBA et al., 2002).
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Figura 12: Formagdo de perdxido de hidrogénio a partir de uma incubacao de extrato
total de vesicula seminal de rato (16ug/ul), usando DTT como substrato. Na reagdo
150uM de DTT; 1,4uM de HRP; ImM de HVA; 50uL de extrato total de vesicula
seminal de rato e Tampao Pi 50mM qsp 500uL foram misturados.

Virios trabalhos demonstram a habilidade das enzimas QSOX atuarem na
formag¢do de pontes dissulfeto em outras proteinas (HOOBER et al., 1999). Em
contraste pouco se conhece sobre seus possiveis substratos fisiologicos. A QSOXI ¢
uma proteina secretada ou presente no citoplasma celular em vesiculas, em cisternas ou
granulos densos que brotam a partir do complexo de Golgi (MAIRET-COELLO, et al.,
2004). Também foi demonstrado pelo grupo de Buleid, que a QSOX1 humana ¢ capaz
de complementar a fun¢do da proteina Erol em levedura, podendo esta também ser
substituida pela enzima (QSOX1) (CHAKRAVARTHI, et al., 2007). Thorpe (2002)
também demonstra a presenga da QSOX em diversas localidades celulares entre elas o
reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi. A figura 13 mostra a atividade da
QSOXrec produzida em nosso laboratério, usando como substrato o DTT. Para isto foi
realizado um ensaio, em que a proteina QSOXrec foi adicionada na reacdo, para
comprovagao da producao de perdxido de hidrogénio como produto final da reacdo das

sulfudril oxidases que atuam sobre seus substratos.
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Figura 13: Atividade sulfidril oxidase da QSOXrec. Atividade da QSOXrec Sul
(0.4pg/ul), incubada com 150uM DTT; 1,4uM HRP; 1mM HVA em Tampao Pi 50mM,
pH 7.5, 0.3mM EDTA.

As medidas de atividade para a sulfidril oxidase enddgena de vesicula seminal e
liquido seminal de rato (grafico ndo mostrado) foram observadas pela elevagdo da
fluorescéncia que ocorre pelo aumento da produgao de H,O, pela enzima (Fig. 12 e 13).
Estas reagoes utilizaram o DTT como substrato. O DTT mostrou-se um bom substrato,
tanto para sulfidril oxidase de ave como de mamiferos (OSTROWSKI et al., 1980;
HOOBER et al., 1996). O grupo de Thorpe, que desenvolveu um método para medida
de atividade, o qual, foi usado neste trabalho, mostra um ensaio correspondente a
fluorescéncia do HVA com enzima purificada de galinha usando DTT e RNase como
substrato (RAJE et al.,, 2002). O trabalho também mostra a atividade de sulfidril
oxidases de diferentes tecidos além da enzima de clara de ovo de galinha, entre eles,
vesicula seminal de boi, figado de porco, gordura do leite e até mesmo lagrimas
humanas, sugerindo que a atividade da sulfidril oxidase ¢ bem distribuida na natureza
(HOOBER, et al., 1996; BENAYOUN et al., 2002; COPPOCK et al., 1998; COPPOCK
et al., 2000). A presenga de QSOX em diferentes secrecdes sugere que esta enzima
participa no dobramento oxidativo de proteinas secretadas, e possivelmente no
modelamento da matriz extracelular, no controle do ciclo e na adesdo celular (THORPE
et al., 2002). A QSOX recombinante produzida em nosso laboratério também
demonstra atividade usando DTT como substrato (Fig. 13). Utilizamos também outros

substratos além do DTT, entre eles, glutationa oxidada (GSSG), glutationa reduzida



(GSH) e cisteina. Substratos com alto valor de Km, como a glutationa (20mM) e cisteina
(10.9mM) (HOOBER et al., 1996) utilizada nos experimentos, ndo parecem ser ideais
para medida de atividade por este método (HOOBER et al., 1996; RAJE et al., 2000),
devido a alta concentracdo do substrato na reacdo. Embora estes valores elevados de
Km, foi possivel sua utilizacdo, também como foi observado no trabalho de Raje, 2000.
O GSSG, que nao possui grupos tidis livre, e sim oxidados, funciona como um controle
negativo da reagdo, ndo sendo possivel a interagdo da enzima com esse substrato
(resultado ndo mostrado) e a cisteina possui um grupamento sulfidrila livre, o qual ¢é

passivel de oxidagdo pela QSOX recombinante.

Tabela 1 — Atividade da QSOX recombinante frente a diferentes substratos

Quantidade de H202 produzido:

Tipo de Substrato nmol.mint.mg™ de proteina
QSOX recombinante
GSSG Auséncia de atividade
GSH 68.58
Cisteina 17.50
DTT 18.70

4.6.2 Medida da atividade enzimatica da QSOXrec pelo método do DTNB

A oxidagdo do DTT pela sulfidril oxidase endogena e a enzima recombinante, de
acordo com o tempo de reagdo, ¢ mostrada na figura 14. Para este experimento foram
feitos quatro tubos de reagdo: um controle negativo (2mM DTT; 100mM Tris pH 8.0),
um controle positivo com liquido seminal de rato 2mM DTT; 100mM Tris pH 8.0;
30ug/ul LSR) e uma reagdo com a QSOXrec (2mM DTT; 100mM Tris pH 8.0;
30ug/ul. QSOXrec) e um branco (Tris 100mM pH 8.0). Nos determinados tempos, 1
min, 5 min, 10 min, 20 min ¢ 30 min uma aliquota de 10uL da reacdo era retirada e
reagida com 0.5mM DTNB em Tris-HCI pH 8.0 100mM e a absorbancia medida em
espectrofotometro em 412nm. O consumo do substrato DTT pela sulfidril oxidase faz
com que os ti6is reduzidos do DTT se tornem oxidados, com isso diminuindo os valores

de absorbancia.
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Figura 14: Efeito sulfidril oxidase usando DTT como substrato. CT -, controle negativo
(DTT 2mM em Tris-HCI 100mM pH 8.0); LSR, 30ug de liquido seminal de rato, 2mM
DTT em 100mM Tris-HCl pH 8.0, usado como controle positivo no experimento;
QS0OX3, 0,006pug de sulfidril oxidase recombinante de camundongo, DTT 2mM. Em
tempos determinados, aliquotas de 10uL das trés reagdes foram reagidas com DTNB
0,5mM. Absorbancia foi medida em 412nm.

Nas duas metodologias utilizadas conseguimos verificar a oxidagdo do substrato
DTT quando incubado com a proteina recombinante produzida. Isso mostra que a
QSOX recombinante produzida, possui atividade especifica para este substrato,
diferentemente dos resultados obtidos pelo grupo de Suga (MATSUBA et al., 2002), no
qual, a proteina recombinante QSOX clonada de epiderme de camundongo ¢ expressa
em células HEK e Pt-K2 ndo obteve atividade enzimatica. A enzima isolada de
epiderme de camundongo também foi testada com possiveis substratos tidis. Entre eles,
cisteina, DTT e glutationa. O trabalho mostra que ndo foi observada atividade
enzimatica da QSOX isolada de camundongo. Em nossos resultados (Tabela 1),
praticamente nao houve diferenca entre os substratos DTT e cisteina, com valores de
atividade de 18.70 e 17.50nmol.min™.mg”, respectivamente. Entretanto, a GSH
apresentou um valor 3.5 vezes maior, sugerindo que a enzima tem preferéncia pela
glutationa. Nosso grupo ainda mostra que a QSOX estd presente no soro fetal bovino,
mas apresenta niveis diminuidos apos o nascimento (ZANATA et al., 2005). Além da
presenca da QSOX no soro fetal bovino, foi determinada a atividade sulfidril oxidase no
sémen e em amostras de soro, empregando-se o método de fluorescéncia do acido

homovanilico e HRP descrito por Raje (2002). Os valores de atividade sulfidril oxidase,



pela producao de peroxido de hidrogénio encontrados no s€émen bovino foram de 0.22
nmol.min".mg™" de proteina total. O soro fetal bovino também apresentou atividade com

produgdo de peroxido de 4.2 pmol.min".mg™" de proteina total.
4.7 Efeito do pH na atividade da QSOXrec produzida

Quase todos os processos bioldgicos sdo dependentes do pH, uma pequena
varia¢ao no pH produz uma grande variacdo na velocidade do processo. As enzimas tém
um intervalo de pH no qual a sua atividade ¢ maxima. Em um pH maior ou menor, a
atividade diminui. A Fig.15 mostra o efeito do pH na oxida¢ao do DTT por diferentes
sulfidril oxidases. Para este experimento, todas as amostras foram utilizadas com
tampao Pi 50mM, 0.3mM EDTA, pH 6.5 — 8.0. A atividade da enzima parece ser
dependente do pH no qual ocorre a reacdo. Hoober em 1996, mostrou a influéncia do
pH na atividade da sulfidril oxidase de clara de ovo de galinha. Este trabalho evidencia
que as sulfidril oxidases atuam em faixas de pH entre 5.0 ¢ 11.0 (HOOBER et al.,
1996), tendo como valores ideais entre 6.5 e 8.5. As enzimas de clara de ovo de galinha,
liquido seminal de rato e vesicula seminal também demonstraram atividade na faixa de
pH entre 6.0 e 8.5. Porém, maiores valores de fluorescéncia foram obtidos em reagdes

com pH 8.0, como mostra a Fig. 15
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Figura 16. Dependéncia do pH na atividade de diferentes sulfidril oxidases frente ao
DTT. A atividade sulfidril oxidase das enzimas de vesicula seminal, clara de ovo de
galinha e liquido seminal foram medidas pelo método do acido homovanilico usando
150uM de DTT. Vesicula seminal (1), clara de ovo (2) e liquido seminal (3) em pH 8.0;
liquido seminal (4), clara de ovo (5) e vesicula seminal (6) em pH 6.5.



Como os resultados obtidos pelo grupo de Thorpe, que relata a purificacao da
SOX endogena e a medida de sua atividade (HOOBER et al. 1996; HOOBER et al.,
1999), a Tabela 2 mostra os valores de atividade encontrados com diferentes valores de
pH 6.5 — 8.0 nas reagdes com QSOX recombinante de camundongo produzida,

comparando com enzimas de tecidos diferentes.

Tabela 2. Atividade Sulfidril Oxidase em pH diferente usando DTT

Quantidade de H202 produzido: nmol.
min.mg™ de proteina

AMOSTRA

pH
6.5 7.5 8.0
Clara de ovo 0.40 1.68 3.50
Vesicula Seminal 1.90 5.05 31.60
Liquido Seminal 7.30 14.72 41.83
QSOX rec 4,29 18.70 35.42

Em pH 6.5 as amostras apresentam diminui¢do na atividade enzimatica quando
comparado com os valores encontrados em pH 7.5 e 8.0, em que as amostras
apresentam aumento de atividade. O efeito do pH na atividade da sulfidril oxidase,
também foi mostrado pelo grupo de Lo Gorton, um aumento significativo entre pH 6.5 e
8.0, e diminui¢do da atividade em valores de pH maiores que 8.2 (TIMUR et al., 2007).
Os resultados aqui encontrados mostram que ocorreu a producdo e a purificagdo da
QSOX recombinante humana e de camundongo, embora nao foi possivel a obtencao da
proteina humana ativa (dados ndo mostrados). Este fato sugere a troca do sistema de
expressdo com seis histidinas por outros mais eficientes, como por exemplo, o sistema
GST (glutationa S-transferase — Amersham), que trazem como vantagens o aumento da
solubilidade da proteina, e a possibilidade de realizar lise nativa entre outras. Tal
hipdtese ja estd sendo estudada. No momento apenas a proteina de camundongo possui
atividade, e esta se altera conforme o pH da reacdo (TIMUR et al., 2007; HOOBER et
al., 1996; HOOBER et al., 1999). Sendo assim, a proteina recombinante produzida em
nosso laboratério dara suporte para os proximos experimentos na tentativa de encontrar

possiveis fungdes da QSOX.



5 CONCLUSOES

e As proteinas recombinantes 6HIS-QSOXm e 6HIS-SOXh foram expressas em

sistema heterologo de E. coli;

e Ambas foram purificadas em coluna de Ni-NTA;

e A enzima O6HIS-QSOXm produzida apresenta atividade enzimatica com

substratos conhecidos como o DTT, GSH e cisteina;

¢ A atividade enzimatica da QSOX recombinante murina se altera em valores de

pH diferentes (6.5 — 8.0).
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