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Resumo

0Os mecanismos moleculares que controlam as fungdes proteicas tém sido um campo de ampla pesquisa e novos conheci-
mentos. Sabe-se ja que hd mecanismos de controle pela oxirreducdo de aminodcidos especificos em sitios proteicos sen-
siveis a tal modificacdo. A insercao de ligacoes dissulfeto, inter e/ou intracadeia, estd entre essas modificages que podem
ser responsaveis pelo controle funcional de diversas proteinas, como a insulina. As reacdes oxirredutases sao catalisadas,
principalmente, por membros da familia PDI. A QSOX, uma quiescina/sulfidril oxidase, realiza a insercdo de pontes dis-
sulfeto em proteinas maduras e nascentes, por meio da reducdo do oxigénio molecular a perdxido de hidrogénio. O papel
bioldgico dessa enzima permanece obscuro, contudo a literatura propde a atuacao em ambientes intra e extracelular, par-
ticipando, por exemplo, do dobramento de moléculas da matriz extracelular, e possivelmente ativando vias de sinalizagdo
responsaveis pela sobrevivéncia celular. Nosso grupo de pesquisa tem como intuito desvendar alguns possiveis substratos
e mecanismos bioldgicos dessa proteina in vitro.
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Abstract

The molecular mechanisms that control protein functions have been a field of extensive research and new knowledge. It is
known that there are control mechanisms for the oxyreduction of specific amino acids in protein-sensitive sites such modi-
fication. The introduction of disulfide bonds, inter- and/or intrachain, is between these modifications may be responsible
for the functional control of various proteins, e.g. insulin. Oxyreductases reactions are catalyzed mainly by family members
PDI, are crucial to the performance of these reactions of oxyreduction. The QSOX, quiescin sulfhydryl oxidase, performs the
insertion of disulfide bonds in nascent and mature proteins through the reduction of molecular oxygen to hydrogen per-
oxide. The biological role of this enzyme remains unclear, however the literature suggests a role in intra- and extracellular
environments, participating, for example, the folding of extracellular matrix molecules, and possibly by activating signaling
pathways responsible for cell survival. Our research group intends to understand some possible biological substrates and
mechanisms of this protein in vitro.
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Bioprocessos redox

Vérios mecanismos de sobrevivéncia celular sdo
regulados por processos redox, que envolvem a oxi-
dacdo/reducdo de diversas proteinas-chave, as quais,
por sua vez, podem ter suas fung¢des reguladas, e
sdo por isso chamadas de tidis, proteinas passiveis
de regulacdo redox (Ghezzi, 2005; Trachootham,
Ogasawara, Del Valle & Huang, 2008). Estudos atuais
buscam incessantemente o entendimento de como o
distirbio na homeostase redox pode afetar a morte
celular e contribuir para o desenvolvimento de doen-
¢as como as degenerativas e o cancer. Os mecanismos
de regulacdo redox envolvidos sdo exclusivos de pro-
teinas reversivelmente sensiveis a oxirredugao intra-
celular e/ou extracelular, as quais possuem residuos
de aminodacidos, ou cofatores, suscetiveis a oxirre-
dugao, sendo os residuos de aminoacidos metionina,
triptofano, fenilalanina, tirosina e cisteina os mais fa-
cilmente oxidaveis (Chiarugi & Fiaschi, 2007; Lahay,
et al. 2002). Tais proteinas caracterizam-se como ele-
mentos-chave em processos de sinalizagdo e comuni-
cagdo celular, pois suportam uma regulacdo dindmica
de sua estrutura e func¢do (Clavreul, Adachi, Pimental,
Ido, Schoneich & Cohen, 2006; Jones & Go, 2010).

Dentre os mecanismos redox capazes de controlar
funcdes proteicas estdo a S-nitrosacdo/de-nitrosagao,
glutationilacdo e ligacdes dissulfetos (Broillet, 1999;
Bulleid & Ellgaard, 2011; Ghezzi, 2005; Silva, Netto,
Discola, Piassa-Filho, Pimenta, Barcena, et al. 2008).
Em processos de nitrosa¢io ha a ligagdo enzimatica-
mente catalisada de um grupo 6xido nitrico (NO) aum
metal ou tiolato em residuos de cisteina de peptideos
e proteinas, mecanismo que, por exemplo, regula a
atividade catalitica da proteina caspase 3 citosdlica
(Benhar, Forrester, Hess & Stamler, 2008) e da pro-
tefna dissulfeto isomerase (PDI) (Uehara Nakamura,
Yao, Shi, Gu, Ma, et al. 2006). Ja a formagdo de dissul-
fetos envolve a oxidagdo de cisteinas a acido sulfénico
ou outras formas mais oxidadas por ligacoes intra ou
intermoleculares ou, ainda, a dissulfetos mistos em
que o outro componente geralmente é a GSH. Esse
mecanismo, assim como os descritos anteriormente,
podem ser reversivelmente reduzidos, o que propicia
uma regulacdo redox do tipo “liga/desliga” (Bulleid &
Ellgaard, 2011; Sevier & Kaiser, 2006).

A importancia de ligacdes dissulfeto tem sido
discutida ha pelo menos trés décadas, especialmen-
te pelo desenvolvimento de técnicas para detec-
¢do e mensuracgdo de tiois e enzimas envolvidas em

diversos processos metabolicos, como em estudos
sobre o metabolismo de hormdnios polipeptideos,
especificamente as vias de degradacido da insulina
(Freedman, 1978; Noiva, 1999; Ziegler, 1985). Nos
dias atuais, sabe-se que a catdlise direta ou indire-
ta de dissulfetos é crucial para a conformacio tridi-
mensional e papel bioldgico de varios polipeptideos.
Dentre as moléculas passiveis de modificacdes redox,
estdo anticorpos, canais e receptores de membrana
plasmatica, assim como proteinas da matriz extrace-
lular (Bulleid & Ellgaard, 2011; Hogg, 2003). Esse ar-
ranjo estrutural e conformacao final sdo dados desde
o elongamento da estrutura primdria e secundéaria
da cadeia polipeptidica até as modificagdes pos-tra-
dicionais, que podem envolver formacao de dissulfe-
tos intra e/ou intercadeias, em regides intra ou ex-
tracelulares (Wedemeier, Welker, Narayan, Scheraga,
2000). Dissulfetos oferecem varias vantagens impor-
tantes, por exemplo, o fato de serem modificacdes
localizadas, mudancas estruturais bem definidas, se-
rem estaveis e reversiveis, todas implicando em alte-
ragdes funcionais significantes, intervindo em outras
interacdes moleculares (Bulleid & Ellgaard, 2011;
Giles, Watts, Giles, Fry, Littlechild & Jacob, 2003).

A rota de biossintese dos dissulfetos ocorre em
meio intra e/ou extracelular, sendo que na via in-
tracelular a organela responsavel por acomodar a
oxirreducdo de grupos tidis a dissulfeto é no limen
do reticulo endoplasmatico (RE) e espaco intermem-
brana na mitocondria em eucariotos, e no espaco
periplasmético de procariotos (Bulleid & Ellgaard,
2011; Herrmann & Riemer, 2012; Kadokura, Katzen
& Beckwith, 2003; Sevier & Kaiser, 2006). Em sua
grande maioria, as proteinas endoplasmic reticulum
oxidoreductin 1 (Erol) e essencial for respiration and
viability 2 (Erv2) (flavoproteinas associadas a mem-
brana) geram pontes dissulfeto pela transferéncia a
proteinas PDI, responsaveis pela direta introducio
de dissulfetos em proteinas nascentes, a custa da
reducdo do oxigénio molecular (Bulleid & Ellgaard,
2011). Outras vias menos caracterizadas envolvem
outras proteinas, como as peroxidases dissulfeto iso-
merases do RE e a quiescina/sulfidril oxidase difusa-
mente localizada.

As quiescina/sulfidril oxidases (QSOX) foram
revisitadas em 1979 por Ostrowski e colaborado-
res por meio do estudo de proteinas secretadas no
liquido seminal de rato, os quais visavam encontrar
potencias marcadores endégenos com a¢do androge-
na, a que subsequentemente identificaram-na como
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sulfidril oxidase (Ostrowski, Kistler & Kistler, 1979a).
No ano seguinte a essa descoberta, constatou-se que
estas sulfidril oxidases eram flavoproteinas, as quais
detinham intensa atividade oxidase no liquido semi-
nal (Ostrowski, Kistler & Williams-Ashman, 1979b;
Ostrowski & Kistler, 1980).

Diante dos recentes dados da literatura, sabe-se
que a quiescina/sulfidril oxidase (QSOX) sdo tiol oxi-
dases dependentes de flavina adenina dinucleotideo
(FAD) que catalisam, por uma série de reacgdes de tro-
ca tiol-dissulfeto, a oxidacdo de di(tidis) a dissulfeto
com a redugdo concomitante de oxigénio molecular
a perdxido de hidrogénio (reagdo 1) principalmen-
te encontradas no reticulo endoplasmatico granular
(Alon, HecKler, Thorpe & Fass, 2010; Kodali & Thorpe,
2010; Heckler, Rancy, Kodali & Thorpe, 2008; Raje &
Thorpe, 2003; Thorpe, Hoober, Raje, Glynn, Burnside,
Turi, et al. 2002).

Em mamiferos, existem dois genes para QSOX, os
quais originam a forma QSOX1 (mais abundante), e a
forma QSOX2 ou QSOXN, caracterizada inicialmente
em células de neuroblastoma (Wittke, et al. 2003).
Estruturalmente, a proteina QSOX é composta por
um dominio tiorredoxina (Trx) na por¢ao N-terminal,
seguido de um dominio espagador caracteristico de
QSOX, e um dominio Erv/ augmenter of liver rege-
neration (Alr) na por¢do C-terminal, sendo este ulti-
mo dominio o que contém o sitio de ligagdo a FAD, e
especula-se que essa proteina, assim como Erv, tem
uma estrutura de pseudodimero de cadeia simples,
e que pode ter origens comuns com proteinas pri-
mordiais ligantes de metal. Entretanto, sabe-se que
ha uma significativa diferenga entre o dominio ligan-
te de FAD da QSOX e determinadas Erv, sendo o sitio
catalitico da QSOX estericamente mais acessivel que
o da Erv (Alon, etal. 2010).

0 gene QSOX1 pode sofrer processamento alter-
nativo do RNA mensageiro (RNAm), levando a for-
macdo de duas isoformas de QSOX1, uma isoforma
longa, com um dominio transmembranico na porg¢ao
C-terminal (Chakravarthi, Jessop, Willer, Stirling,
Bulleid, 2007), e uma isoforma curta, soltvel e produ-
zida pela perda do dominio transmembrana (Radom,
et al. 2006). A isoforma longa da QSOX1 localiza-se
no complexo de Golgi e RE, provavelmente partici-
pando do dobramento oxidativo intracelular de pro-
tefnas (Chakravarti, et al. 2007). A segunda forma do
gene QSOX, QSOXN ou QSOX2 foi caracterizada em
células de neuroblastoma humano, em que parece
ser associada a um fenoétipo pré-apoptotico (Wittke,

et al. 2003). A expressao da QSOXN demonstra ser
bem menor do que a de QSOX1 na maioria dos teci-
dos (Coppock & Thorpe, 2006).

A expressdo de QSOX1 ja foi demonstrada em di-
versos ambientes, como trato reprodutor masculino
(Benayoun, et al. 2001; Ostrowski & Kestler, 1980),
fibroblastos de pulméao (Coppock, et al. 1993), tecido
uterino (Musard, et al. 2001), ilhotas de Langerhans,
glandula pardtida, glandulas apdcrinas da pele, cé-
lulas no intestino que secretam peptideos e protei-
nas (Coppock & Thorpe, 2006), cérebro, epiderme
(Matsuba, et al. 2002), glandula sebacea, placenta
(Thorpe & Coppock, 2007) e leite bovino (Jaje, et al.
2007). Nosso grupo demonstrou que a QSOX1 esta
presente em soro fetal bovino (Zanata Luvizon,
Batista, Ikegami, Pedrosa, Souza, et al. 2005), assim
como em tecidos fetais derivados dos folhetos me-
sodérmico e ectodérmico (Portes et al., 2008). Nesse
trabalho (Portes, et al. 2008), mostramos, ainda, que
a expressdo dessa enzima em tecidos epiteliais au-
menta durante o desenvolvimento fetal, indicando
um papel regulatério na programacdo embriogénica.

Apesar de existirem muitos dados sobre a expres-
sdo e localizagdo da QSOX, seus papéis bioldgicos
ainda nao foram estabelecidos. Contudo, é conheci-
da a associagdo entre expressao de QSOX1 e inibicdo
da proliferacdo de diversas células (Hellebrekers, et
al. 2007; Musard, et al. 2001). Enquanto QSOX2 foi
descrita como pré-apoptotica (Wittke, Wedemeyer,
Pillmann, Savelyeva, Westermann & Schwab, 2003),
a QSOX1 foi recentemente descrita tanto como anti-
-apoptoética e antigiogénica (Andrade, Stolf, Debbas,
Rosa, Kalil, Coelho, et al. 2011; Morel Adami, Musard,
Duval, Radom & Jouvenot, 2007), quanto pr6-apoptd-
tica pela ativacdo das metaloproteases de matriz ex-
tracelular (MMP) -2 e -9 (Katchman, Antwi, Hostetter,
Demeure, Watanabe, Decker, et al. 2011). De fato, ba-
seado na reacgdo catalitica e na sua localiza¢do intra-
-(RE e Golgi) e extracelular, é bem aceito que a QSOX1
esteja envolvida no dobramento oxidativo de protei-
nas nascentes (QSOX1 intracelular) e na organiza¢do
e/ou reorganizacdo da matriz extracelular (QSOX1
extracelular), atuando possivelmente em processos
de sinalizacdo intra e extracelular.

A isoforma mais abundante da QSOX1 é a secreta-
da (isoforma curta) (Hoober, Joneja, White & Thorpe,
1996; Ostrowski & Kistler, 1980; Zanata, et al. 2005).
Para esse ambiente, a literatura propde fun¢des an-
timicrobianas, ao produzir per6xido de hidrogé-
nio, e funcgdes relacionadas a geragdo de estruturas
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proteicas ligadas/estabilizadas por pontes dissulfeto.
Entre elas, estruturas que sejam muito grandes para
serem montadas intracelularmente ou, ainda, dobra-
mentos oxidativos proteicos que sejam finalizados no
meio extracelular (Heckler, et al. 2008). Sabe-se que
a expressao de QSOX1 acompanha a expressao de va-
rias proteinas de matriz extracelular, como subuni-
dades de colageno, decorina (Coppock, et al. 1993) e
lisil oxidase (Heckler, et al. 2008).
Interessantemente, foi sugerido que a montagem
de particulas da lipoproteina (a) seja mediada por
um tiol oxidase extracelular que nido a PDI (proteina
dissulfeto isomerase) (Becker, Nesheim & Koschinsky,
2006). Além disso, diversas proteinas de superficie
celular sdo reguladas pelo estado de oxidagao de seus
tidis voltados para o lado extracelular (Gelderman,
Hultqvist, Holmberg, Olofsson, & Holmdahl, 2006;
Jiang Fitzgerald, Grant & Hogg, 1999; Laragione,
Bonetto, Casoni, Massignan, Bianchi, Gianazza, et al.
2003; Sahaf, Heydari & Herzenberg, 2005). Embora
ainda ndo seja bem conhecido, é possivel que tal es-
tado seja controlado pelo ambiente ou por proteinas
extracelulares (Sahaf, et al. 2005), particularmente os
tidis participantes de dissulfetos alostéricos (Chen &
Hogg, 2006), encontrados em integrinas e outras pro-
teinas de superficie celular (Jordan & Gibbins, 2006).
O arranjo estrutural da MEC por meio da remode-
lagdo e neossintese de moléculas pré-existentes pode
determinar o comprometimento celular em diversas
situacoes fisioldgicas e patolégicas, como o crescimen-
to e a progressdo tumoral (Kaspar, Zardi & Neri, 2006).
Sabe-se, também, que em linhagem celular de neuro-
blastoma o arranjo estrutural do colageno tipo IV, que
possibilita a modulagdo na expressao de integrinas, é
um importante ligante para a metaloprotease 2 (Tzinia
Kitsiou, Talamagas, Georgopoulos & Tsilibary, 2002).
Sendo assim, nosso grupo investiga os possiveis pa-
péis bioldgicos da QSOX1 (isoforma curta) sobre pro-
cessos de proliferacdo e diferenciacdo celular, envol-
vendo ou ndo componentes da MEC, visto que, dentre
o0s possiveis papéis levantados pela literatura para a
QSOX, esta a sua participagdo no dobramento final de
diversas proteinas em meios intra e extracelular.
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