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RESUMO

A producao de espécies reativas, particularmente de oxigénio e nitrogénio,
durante o desenvolvimento embrionario e fetal tem sido bastante demonstrada nos
Ultimos anos. Dentre essas espécies, destacam-se o0 anion radical superoxido, o
peroxido de hidrogénio e o radical 6xido nitrico produzidos enzimaticamente. O
controle bem regulado da producdo destas espécies garante as concentragdes
adequadas necessérias para o processo. Além disso, o sistema antioxidante conta
com biomoléculas redutoras e enzimas, sendo aquelas pertencentes a
superfamilia da tiorredoxina essenciais para a manutencdo do estado redox
dependente do equilibrio tiol-dissulfeto. De fato, a delecdo dos genes das
tiorredoxinas 1 e 2 mostrou-se letal para embrides murinos. A quiescina sulfidril
oxidase (QSOX) é uma tiol oxidase cuja funcéo ndo esta ainda definida e que
catalisa a formacdo de pontes dissulfetos e de perdxido de hidrogénio. Sua
expressdo tem sido reportada em alguns tecidos embrionarios e fetais. Neste
trabalho, investigamos sua presenca e atividade sulfidril oxidase em soros fetal e
pbés-natal, em modelo bovino. Foi observada uma quantidade expressiva da
proteina no soro fetal bovino e quantidades pds-natal decrescentes em soros de
bezerros. A identificacdo da QSOX foi inequivocamente caracterizada por Western
blotting. A atividade sulfidril oxidase, determinada pela producédo de perdxido de
hidrogénio, correlacionou-se com os niveis de expressao. Estes dados sugerem
um possivel papel redox dependente da QSOX na modulacdo do processo de
desenvolvimento.
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ABSTRACT

Production of reactive oxygen and nitrogen species during embryonic and
fetal development has been demonstrated in the last few years. Among these
species, superoxide radical anion, hydrogen peroxide and nitric oxide radical,
enzymatically produced, have been considered. Their tightly controlled production
provides the adequate concentrations necessary for the developmental process. In
addition, the antioxidant system consists of reducing biomolecules and enzymes,
particularly those belonging to the thioredoxin superfamily, which are essential to
the thiol-disulfide equilibriumdependent redox state. Indeed, knockout of the
thioredoxins-1 and -2 genes are lethal for murine embryos. Quiescin sulfhydryl
oxidase (QSOX) is a thiol oxidase, whose function has not been established, that
catalyzes disulfide bridges and hydrogen peroxide formation. Its expression in
some fetal and embryonic tissues has been reported. In this project, we analyzed
QSOX presence and activity in bovine fetal and neonatal sera. A high level of
QSOX was found in fetal serum, which decreases with age. QSOX identity was
unequivocally characterized by Western blotting. Sulfhydryl oxidase activity,
determined by hydrogen peroxide production rate, correlated with its expression
levels. These data suggest a possible QSOX-dependent redox role in the
modulation of developmental programs.
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1 JNTRODUCAO /EXCIuido:ﬂ ]

E bem conhecido que muitos processos celulares, incluindo as transicdes
do ciclo celular, séo influenciados pelo ambiente redox™?. De um modo geral,
considera-se que este ambiente seja determinado pelo potencial redox do par
GSSG/2GSH, por ser bastante abundante intracelularmente®. De fato, os
potenciais redox do par GSSG/2GSH podem ser indicadores dos estagios do ciclo
celular, pois mostram que os ambientes redox de células em proliferacéo rapida,
proliferacdo lenta, diferenciacdo e apoptose apresentam-se crescentemente mais
oxidantes'™, com respectivos potenciais de reducéo na faixa de -260 a -235 mV,
-220mV, -200 a -185 mV e -170 a -160 mV®. O potencial redox do par
GSSG/2GSH envolve ndo apenas os niveis intracelulares do GSH e GSSG, mas
também equilibrios (di)tiol-dissulfeto com grupos sulfidrila de proteinas, P-SH ou
P-(SH)2, representados pelas reacgdes de tiolagdo/destiolagéo (eq.1).

PSH + GSSG ? PS-SG + GSH eql

Como as variagdes dos niveis de GSH e GSSG sao geralmente muito
pequenas nas condi¢cBes fisiolégicas para controlarem de forma efetiva a
regulacéo e a sinalizacéo celular® e como a concentracéo de grupos P-SH/P(SH),
(oxidados e reduzidos) em células e tecidos é muito maior do que a de GSH®,
parece evidente a importancia de grupos sulfidrilas criticos, ndo protéicos e
também protéicos, na manutencéo e controle da regulacéo redox?.
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1.1 PAPEL DOS PROCESSOS REDOX NO DESENVOLVIMENTO FETAL

O estado redox € modulado por uma complexa hteracdo entre moléculas
oxidantes e redutoras. Para que ocorra um desenvolvimento fetal e organogénese
adequados, a manutencdo de um estado mais oxidante é necesséaria®. Por
exemplo, o oxigénio molecular é necessario para a conversdo de ADP em ATP na
fosforilagdo oxidativa que ocorre na mitocondria. A utilizacdo do oxigénio
molecular para a obtencdo de energia, por sua vez, favorece a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), particularmente o radical superéxido e o
perdxido de hidrogénio. Em altas concentra¢des, as ROS tornam-se lesivas ao
embrido ou feto, como ocorre no organismo maduro®. Mas em concentracdes
fisiologicas, as espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e de enxofre
desempenham papel essencial em diversas etapas do desenvolvimento
embrinario e fetal.

As ROS colaboram para a sinalizacdo celular redox, co-modulando a
expressdo génica através da ativacéo de fatores de transcricdo redox*®. Estes
fatores incluem o fator induzido por hipéxia (HIF-1), o fator nuclear kB (NF-kB),
proteina ativadora 1 (AP-1) e o p53. O fator de transcricdo HIF-1 é ativado em
situacfes de hipoxia, resultando no aumento da transcricdo de varios genes
envolvidos no desenvolvimento vascular, como o fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF); o NF-kB é um importante regulador da expressao de citocinas e
genes anti-apoptéticos. Sua expressdo aumentada pode ocasionar uma
diminuicdo na taxa de apoptose e um aumento no estado pré-inflamatorio; AP-1 é
altamente sensivel ao estresse oxidativo, modulando a expressédo de diversas
enzimas antioxidantes. A modulacdo de AP-1 pode modificar o estado redox
celular e assim, alterar o desenvolvimento embrionario. Ainda neste contexto, a
capacidade de producdo de ROS dependente de NADH pelo trofoblasto sugere
um papel ativo destas espécies no processo de implantacéo embrionaria®.

Espécies reativas de nitrogénio, particularmente o 6xido nitrico, tém sido

descrito por participar do desenvolvimento normal, principalmente nos estagios de
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pré-implantacédo de embrides murinos®®. Nestes estudos, foi demonstrado que
concentracdes criticas de 6xido nitrico e cGMP s&o necessarias para 0 processo,
e alteracbes nessas concentracdes levam a um atraso no desenvolvimento e/ou
apoptose do embrido.

O estado redox dependente de grupos tidis também tem recebido bastante
atencédo na literatura. Por exemplo, a glutationa modula importantes aspectos da
oogénese, fertilizacdo e desenvolvimento!®: a oxidacdo de grupos sulfidrilas de
zigotos murinos por diamida leva a morte celular, por meio de um processo
revertido por ditiotreitol *©; a delecdo dos genes da tiorredoxinal®? e tiorredoxina
212 ocasiona letalidade precoce em embrides murinos; a proteina dissulfeto
isomerase (PDI), outra tiol-oxidoredutase, participa do estabelecimento da simetria
em embrides de zebrafish®®.

Assim, por sua larga distribuicdo, as tiol-oxidoredutases, representadas
principalmente pelo sistema da tiorredoxina parecem ser importantes moduladoras

dos grupos tidis celulares criticos para o desenvolvimento embrionario.

1.2 SULFIDRIL OXIDASES

Sulfidril oxidades compreendem uma classe de enzimas que catalisam a
geracgédo de pontes dissulfeto as custas do oxigénio molecular, conforme a reagéo

abaixo:

2 P-SH + 02 ® P-S-S-P + H202

Estas enzimas foram primeiramente estudadas ha cerca de 30 anos, como
participantes do enovelamento oxidativo de proteinas em vertebrados®®. Naquela
época, estas enzimas de vertebrados ndo despertaram muito interesse, e foram

eventualmente obscurecidas pelo estudo do enovelamento oxidativo protéico em
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Escherichia coli e em leveduras*®!®). Entretanto, a descoberta de uma nova
classe de sulfidril oxidades dependentes de FAD (QSOX) em clara de ovo de
galinha e a observacéo de que as enzimas de galinha’”'® e de vesicula seminal
de ratos®” eram membros da mesma familia de proteinas amplamente

distribuidas, levou a um renovado interesse nestes catalisadores redox.

1.2.1 DESCOBERTA E ESTRUTURA DOS DOMINIOS DA FAMILIA DE
ENZIMAS QSOX

Quiescina/sulfidril oxidases (QSOX) sao proteinas que utilizam um dominio
tiorredoxina (TRX)/proteina dissulfeto isomerase (PDI) N-terminal, € um pequeno
dominio (préximo a regido C-terminal) homélogo a proteina ERV1p de leveduras,
0 qual se liga a FAD, para oxidar grupos sulfidrila a dissulfetos com reducao do
oxigénio a peréxido de hidrogénio®®. Este arranjo de dominios foi inicialmente
reconhecido na proteina QSOX, cuja expressdo encontrava-se aumentada quando
fibroblastos humanos entravam em quiescéncia®®. Posteriormente, descobriu-se
que a Quiescina Q6 possufa atividade sulfidril oxidase®”.

O arranjo tipico de dominios e aspectos estruturais encontrados nas
enzimas QSOX esta demonstrado na Figura 1®Y. A numeracdo provém da QSOX
de clara de ovo - atualmente a enzima mais estudada desta familia de sulfidril
oxidases. As sequéncias QSOX iniciam-se com uma seqiéncia sinal, consistente
com a localizagcdo no interior do reticulo endoplasmatico (ER). Em seguida,
aparece o dominio tiorredoxina contendo o motivo redox-ativo CXXC. A Figura 1
mostra ainda um segundo dominio tiorredoxina (TRX2), sem o motivo CXXC. Apds
uma regido espacgadora de aproximadamente 270 aminodcidos, iniciase o
dominio ERV1/ALR, o qual é responséavel pela catalise nas enzimas QSOX.
Seguindo o dominio ERV1/ALR inicia-se a regiao C-terminal altamente variavel de

aproximadamente 200 aminoacidos, que termina com uma regido transmembrana.
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Alternativamente, formas truncadas de QSOX podem ser formadas pela remocéo

proteolitica desta regido transmembrana.

Signal Tt Trx2 Spacer ERVIALR Transmembrane
N —x S — B . —q — . C
CxxC CxxC CxxC
; i I
100 200 300 400 G500 600 700 residue

Figura 1: Esquema ilustrativo dos dominios da proteina QSOX de clara de ovo de galinha. Os
dominios estdo desenhados aproximadamente em escala. As linhas verticais em negrito
representam os trés motivos redox-ativos CXXC. A caixa solida a direita representa a regiao
transmembrana com a regido Gterminal voltada para o citoplasma. (Fonte: Coppock & Thorpe,
2005).

Em humanos, dois mRNA codificam proteinas QSOX distintas (604 e 747
aminoacidos), com um sitio de splicing alternativo no exon 12. A forma mais longa
retém a segunda regido espagadora e a regido C-terminal transmembrana. Ainda
nado é conhecido se uma determinada classe celular produz ambas as proteinas.
Entretanto, é importante notar que na maioria dos tecidos, os niveis de QSOX séo

consideravelmente mais abundantes que os de QSOXN®9),

1.2.2 PAPEL DOS DOMINIOS NA CATALISE DA FORMAGAO DAS PONTES
DISSULFETO

Estudos de protedlise parcial com quimotripsina demonstraram que esta
protease corta a enzima QSOX de clara de ovo em 2 porgdes: (a) a por¢cdo N
terminal contendo ambos dominios TRX e ndo apresentando atividade sulfidril
oxidase, e (b) a por¢do C-terminal contendo o dominio ERV1/ALR, e retendo FAD
ligada, e mostrando atividade sulfidril oxidase muito fraca com o reagente artificial
ditiotreitol (DTT). Este fragmento ndo mostra atividade detectavel com RNAse
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reduzida. Importantemente, o dominio contendo TRX reduzida quimicamente € um
substrato para o fragmento ERV1/ALR. Estes dados demonstram a vantagem
catalitica que as enzimas QSOX exploram com a fusdo de um dominio

tiorredoxina/PDI com um médulo ERV1/ALR oxidase®?.
1.2.3 LOCALlZAQAO E ABUNDANCIA DAS ENZIMAS QSOX NOS TECIDOS

O gene das enzimas QSOX é amplamente distribuido em eucariotos e
genes similares foram encontrados em protistas (Trypanosoma brucei), plantas
(Arabidopsis thaliana e Oryza sativa) e metazoarios (vertebrados, Drosophilae
Caenorhabditis elegans). Estas enzimas ndo foram encontradas em fungos
(incluindo  Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e
Neurospora).

As funcgBes especificas das enzimas QSOX na fisiologia celular e dos
organismos, embora ainda desconhecidas, poderdo ser definidas pelos seus
substratos in vivo. Apesar do fato desses substratos ainda ndo terem sido
identificados, existem indicios importantes a partir da distribuicdo das enzimas
QSOX e da abundancia de seu mMRNA, os quais ja foram encontrados em uma
grande variedade de tecidos em muitas espécies™.

Dados de imunohistoquimica mostraram uma expressao generalizada de
QSOX em humanos, mas com expressao especifica de localizagdo
impressionante. Por exemplo, nas glandulas apdcrinas da pele a enzima QSOX
esta fortemente expressa nas células epiteliais, particularmente nas suas
superficies secretérias luminais, e exibem coloragdo perinuclear intensa
consistente com o envolvimento do complexo de Golgi. Em geral, a coloracdo para
QSOX estd concentrada e € mais intensa nos sitios celulares que estédo
envolvidos com secrecdo apdécrina. Um padrao similar de coloracgao foi observado
também no endométrio, alguns tumores de mama, na mama normal e na préstata.
A coloracdo altamente localizada foi também encontrada nas células epiteliais
secretérias do ducto das glandulas parétidas, as quais secretam mucinas e

defensinas e nas ilhotas de Langerhans, as quais produzem insulina e

/ Formatado: Direita: 18 pt }

6




somatostatina. Em varios insulinomas humanos foram encontrados altos niveis de
expressao da QSOX, dados consistentes com a hip6tese de que a QSOX esteja

envolvida na sintese da insulina®®.

Um grande ndmero de outras indicagbes dos niveis de expressdo das
enzimas QSOX em linhagens celulares e tecidos esta disponivel na Internet. Um
dos sites mais interessantes demonstra a distribuicdo de QSOX1 em 60 linhagens
de células tumorais'®®).

As enzimas QSOX também foram encontradas por imunolocalizagdo em um
grande numero de estruturas em cérebro de rato e cobaia. Neurdnios que
produzem neuropeptideos contendo pontes dissulfeto expressam QSOX
fortemente. Estas enzimas podem estar envolvidas no direcionamento, fixacdo e
maturacdo reuronais. Ainda,foi localizado QSOX em adenohipdfise de rato e
demonstraram que os niveis destas enzimas eram reguladas por estradiol®?.

Em ratos e camundongos, QSOX foi encontrada em niveis muito altos no
sistema reprodutor masculino®®.

Todas estas diservacdes sugerem que os altos niveis de QSOX1 sédo
induzidos somente naqueles tecidos onde existe uma alta demanda de peptideos

e proteinas secretadas contendo pontes dissulfeto.
1.2.4 LOCALIZACAO INTRA E EXTRACELULAR DAS ENZIMAS QSOX

Os primeiros estudos relacionados com as enzimas QSOX mostraram que
estas proteinas podem ser encontradas extracelularmente, como por exemplo, no

5(18.25)

fluido seminal de rato , clara de ovo de galinha’”?® e sobrenadante de

fibroblastos quiescentes®”

. Entretanto, as enzimas QSOX também ja foram
encontradas intracelularmente, no reticulo endoplasmaticd'®??, complexo de
Golgi 12428 granulos secretérios®?®, e nos granulos densos centrais da
glandula pituitaria®. A imunoreatividade da sulfidril oxidase ja foi reportada
também em mitocondria ou na matriz mitocondrial durante o desenvolvimento de

células testiculares de mamiferos®®?® . Finalmente, estudos demonstraram que a
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plasmatica®®. Desta maneira, pode-se observar que as enzimas QSOX mostram-
se estar presentes em uma grande variedade de locais na célula, refletindo talvez

suas multiplas funcdes intra e extracelulares em diversos tipos celulares e tecidos.
1.2.5 FUNCOES FISIOLOGICAS DAS ENZIMAS QSOX

A facilidade com que a enzima QSOX introduz pontes dissulfetos em
peptideos e proteinas e o achado de que a enzima de clara de ovo de galinha
coopera com PDI in vitro para, rapidamente, gerar os pares dissulfetos corretos
em RNAse reduzida, induz ao conceito de que a principal fun¢do das enzimas
QSOX seja a de gerar pontes dissulfeto in vivo. Entretanto, varias precaucgdes
devem ser tomadas. Primeiro, o Unico estudo detalhado da especificidade
enzimatica até o momento foi feito utilizando-se a QSOX de clara de ovo de
galinha. Segundo, ndo existem estudos de knock-out para QSOX de vertebrados,
nem alguma mutacdo que tenha levado ao aparecimento de doencas. Terceiro, as
vias para a interconversdo de tidis e dissulfetos sdo marcadas por uma
multiplicidade de catalisadores e processos com especificidades que se
sobrepdem®. Assim, varias estudos sugerem possiveis funcdes para as enzimas
da familia QSOX:

(a) Matriz extracelular

Uma correlacdo da funcdo da QSOX provém de uma observacao de dados
de microarranjo de uma linhagem celular do tumor NCI 60. Uma andlise para os
genes cuja expressao correlacionava-se mais proximamente com a expressao de
QSOX1 mostrou que as proteinas mais altamente envolvidas eram o colageno tipo
IVal e lisil oxidase, proteinas com papéis chaves na formacdo da matriz
extracelular. Esta observacdo reforca as sugestdes anteriores®?) de que a
QSOX é importante na formacdo/remodelamento da matriz extracelular. Na
verdade, QSOX foi originalmente identificada como produto de um gene que foi
induzido quando fibroblastos humanos alcancavam a quiescéncia proliferativa com

a elaboracdo da matriz extracelular®®??. Desta maneira, QSOX pode ser
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secretada, ou estar ligada a membrana plasmatica via sua regido C-terminal
transmembrana, atuando como um catalisador oxidativo para a elaborac¢éo das

estruturas extracelulares que néo poderiam ser completadas intracelularmente®®.

(b) Geracao de peroxido de hidrogénio

Outra fungdo proposta para as enzimas QSOX esta relacionada com a
producéo de peroxido de hidrogénio. Por exemplo, tem-se sugerido a secregao de
sulfidril oxidase como um contribuinte para acéo antimicrobiana®”’), apesar desta
sugestdo ainda néo ter sido explorada experimentalmente. Talvez, a QSOX
extracelular ou de membrana, acoplada com a secrecdo de GSH®®? pela
superficie apical das células, possa contribuir para a geragdo de peroxido de
hidrogénio fora da superficie da membrana plasmatica. O peréxido de hidrogénio,
em conjunto com peroxidases extracelulares, poderia apresentar acao
antimicrobiana. A reabsorcdo dos fragmentos de glutationa oxidada®® poderia
entdo manter um ciclo para a geracdo continua de peréxido de hidrogénio nas
regides extracelulares luminais. Um possivel envolvimento antimicrobiano,
sugeriram que as enzimas QSOX poderiam estar envolvidas na formacédo de

peréxido de hidrogénio no cérebro e desta maneira, na transducéo de sinais®®.

(c) Estresse oxidativo

Acredita-se que o0 estresse oxidativo possa ser um fator significante na
morte eventual das células beta durante a progresséo do diabetes tipo 113334,
Grande énfase tem sido dada ao papel das espécies reativas de oxigénio, geradas
pelos altos niveis de glicose, na morte das células beta. Entretanto, existe uma
fonte adicional, ainda muito negligenciada, de espécies reativas de oxigénio nas
células beta: o peroxido de hidrogénio que é um produto imediato da formacgéo das
pontes dissulfeto da insulina promovidas pelas sulfidril oxidases flavina-
dependentel?®%3) Os niveis elevados de peréxido de hidrogénio poderiam ser
consequéncia direta da hiperinsulinemia: as trés pontes dissulfeto de cada

molécula de insulina madura poderia levar a liberagcdo de 3 moléculas de perdxido
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de hidrogénio. Em termos de expressao protéica, dados de imunochistoquimica
mostraram que as ilhotas de Langerhans coram-se fortemente para QSOX1 e que
esta expresséo esta fortemente aumentada na hipersecrecgdo de insulina
associada com insulinomas. Ainda ndo se sabe se os niveis de sulfidril oxidades

encontram-se aumentados durante a progressao do diabetes tipo 1119,

(d) Apoptose

Em um importante estudo, Schwab et al. recentemente identificaram uma
QSOX (SOXN, QSOXN) em neuroblastoma humano. Foi demonstrado neste
estudo um papel pro-apoptotico para a QSOX, uma vez que ela aumenta a
susceptibilidade das células do neuroblastoma a apoptose induzida por interferon-
g(IFNG©?,
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2 OBJETIVOS

Considerando o importante  papel de tiol-oxidoredutases no
desenvolvimento embrionario e fetal, e considerando a reacdo catalisada pela
nova tiol-oxidoredutase QSOX, o objetivo deste trabalho foi investigar a presenca

e atividade desta proteina no soro fetal e pés-nato, em modelo bovino.
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3.1 ABSTRACT

The patrticipation of thiol-oxidoreductases such as thioredoxin during implantation,
embryogenesis and fetal development has been extensively studied. Here, we
analyzed the expression of the thioredoxin superfamily enzyme quiescin
Q6/sulthydryl oxidase (QSOX) during development. Our results show that QSOX is
present in fetal bovine serum (4 months-gestation), but its levels decrease with
time after birth (from P1 to P60). We also demonstrate that a sulfhydryl oxidase
activity correlates with QSOX expression in such sera, suggesting a putative role in

the redox modulation of developmental programs.

Keywords: thiol-disulfide oxidoreductase, fetal development, sulfhydryl oxidase,

bovine fetal serum, QSOX

Footnotes
Abbreviations: QSOX, quiescin Q6/sulfhydryl oxidase; Trx, thioredoxin; PDI,
protein disulfide isomerase; DTT, dithiothreitol; HRP, horseradish

peroxidase; EST, expressed sequence tag.
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3.2INTRODUCTION

The role of redox processes during implantation, embryonic and fetal
development has been evidenced for more than a decade'® Superoxide,
hydrogen peroxide*® and nitric oxide”® are some species produced during
development, which in appropriate localization and concentrations, seem to

underlie important aspects of cellular phenotypes, such as proliferation, migration,

911

differentiation? and particularly the apoptosis requred for embryonic

morphogenesis'2. Several lines of evidence have suggested that redox modulation
of critical protein thiol groups of is a key event in those processes 2 * 2 In this
context, the importance of thiol-oxidoreductases such as the antioxidant proteins
thioredoxin (Trx), thioredoxin reductase and peroxiredoxins becomes evident *“.
Recently, a novel family of thiol-oxidoreductases has reemerged®.
Sulfhydryl oxidases are enzymes that catalyze disulfide formation by oxygen

reduction to hydrogen peroxide. The quiescin Q6/sulfhydryl oxidases (QSOX)

comprise a family of FAD-dependent sulfhydryl oxidases, which contain an N-
terminal protein disulfide isomerase (PDI)-type Trx domain and a C-terminal FAD-

containing ERV1 domaint®?4, QSOX enzymes have been described in male

18, 19

reproductive tract 17, fetal lung fibroblasts'® *°, egg white?®, endometrial cells?,

23, 24

epidermis??, nervous system , and secretory tissues'®. They are found both in

16, 17, 19, 20

the extracellular milieu and intracellularly’® ?2. Regarding functions,

QSOX members have been suggested to be involved in the oxidative folding

15,17 ;
, |

pathway of secreted proteins, and possibly in extracellular matrix modeling n
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cell cycle control and cell adhesion'® and in guiding migrating cells during neuronal
maturation®”.

In this paper, we show the expression and regulation of a QSOX member in bovine
fetal and newborn sera and a correlating sulfhydryl oxidase activity in these
samples. These data support the concept that QSOX activity may have an

extracellular role during fetal development.
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3.3 MATERIALS AND METHODS

Samples. Several batches of fetal bovine sera (4 months gestation) were
purchased from Cultilab (Campinas, Brazil). They were collected in the same way
as those used for cell culture, except for the 0.22 mm-filtration. Filtering did not
affect the results, as observed for Invitrogen (Carlbad, CA) fetal serum (result not
shown). Sera from newborn calves (P1-P60, post natal) or preghant (4-5 months
gestational age) and non-pregnant cows were obtained aseptically from jugular

vein blood.

2D-PAGE. 2D-gels were run as previously described?® with some modifications.
Briefly, fetal bovine serum (10 L or 1 mg) was dissolved in re-hydratation buffer (7
M urea, 2M thiourea, 2% w/v CHAPS, 0,5% v/v IPG buffer). Samples were applied
directly to Immobiline DryStrip gel, pH range 4-7 L (GE Biosciences, Piscataway,
NJ) and run at 55.000V.h. Second dimension was carried out using an 818%
gradient gel. Proteins from two identical gels were either transferred onto

nitrocellulose membrane or stained with Coomassie Brilliant Blue.

Immunoblotting. Proteins were separated in a 10% SDS-PAGE, immobilized onto a
nitrocellulose membrane, which was then blocked with 10% skim milk, incubated
with goat antibody against synthetic QSOX peptide EDPQFPKVQWPPRE % (Bethy!
Co., Montgomery, TX), 1/1000, and with anti-goat-HRP 1/2000. Western blotting

signals were detected with SuperSignal West Pico (Pierce, Rockford, IL).
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Enzymatic activity. Sulfhydryl oxidase activity was determined by the homovanillic
acid/HPR method using 50pL of diluted bovine semen (156 pg of total protein) or
sera (5 mg of total protein), in a final volume of 500uL, as described previously?.
The  fluorescence was monitored with a RF-5301PC  Shimadzu

spectrofluorophotometer.
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3.4 RESULTS AND DISCUSSION

Development requires cellular proliferation, migration, adhesion,
differentiation and programmed death. Such events are closely associated with the
environmental redox state, and particularly with thiol-disulfide exchange reactions?
1 In the developmental context, a few reports have demonstrated the role of thiol-
oxidoreductases. Recently, the requirement of PDI, a potential QSOX

substrate®

, for determining left/right asymmetries in zebrafish embryos was
shown?’. Also, thioredoxin is believed to prevent oxidative stress mainly during
implantation and embryogenesis, when protein thiol oxidation may block embryo
development * > ! |ts importance is evidenced by early lethality caused by
targeted disruption of mouse thioredoxin-1 and -2 genes®® 2. QSOX, which is a
fusion protein of the PDI/Trx with the Ervl families®, is an oxidant enzyme, since it
produces disulfide and hydrogen peroxide'®?*. Although discrete shifts from
reducing to a more oxidant environments are associated with the transition
proliferation/differentiation® !, the possible involvement of QSOX during embryonic
and fetal development has not yet been considered. However, several evidences
support the idea that QSOX may be relevant for fetal development. For instance,
ESTs from E10-E12 mouse embryos (Genbank AK 012943 and AK083938) have
been characterized as QSOX; the human QSOX mRNA was first described when

fetal lung fibroblasts enter a reversible quiescence® °

, and a recent report
demonstrated a differential distribution of QSOX in rat brain from E12 to P30%*.

Finally, a transmembrane QSOX has been identified in human neuroblastoma cell
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some fetal tissues than in the corresponding adult tissues, such as lung, liver and
kidney>!. These studies and the fact that QSOX is a secreted protein prompted us
to investigate QSOX in fetal and neonatal sera.

The results show that fetal bovine serum has a high level of QSOX, as
judged by western blotting assays using antibody against QSOX peptide (Fig.1A).
Interestingly, the level decreases with age in early newborn (P1 to P10) sera, until
complete disappearance in P30 and P60 calf sera. (Fig.1A). The surprisingly high
level of QSOX in fetal serum led us to examine the antibody specificity. It had been
previously demonstrated that the antibody anti-EDPQFPKVQWPPRE (anti-QSOX
peptide) recognizes bovine semen QSOX?®. The recognition of bovine semen
QSOX by such antibody was confirmed under our experimental conditions (Fig.
1B). Antibody specificity was tested by incubating membranes containing bovine
semen or fetal and neonatal (P3) sera with goat anti-QSOX peptide and antigoat-
HRP or anti-goat-HRP antibodies. QSOX in either serum or semen was not

detected in the absence of primary antibody, while a 50kDa band present in calf

serum is a result of a nonspecific reaction of the secondary antibody (Fig. 1B). In
addition, anti-QSOX peptide reactivity against both recombinant and fetal QSOX
was blocked by pre-incubating the polyclonal antibody with purified recombinant
protein (data not shown).

Albumin has an apparent molecular mass of ca. 66 kDa and is present in

high concentrations in serum. Then, to exclude cross-reactivity between QSOX
and albumin, we performed a 2D-electrophoresis and western blotting. Figure 2
shows that anti-QSOX peptide does not recognize albumin. The presence of

several spots recognized by the antibody (Fig. 2B) may indicate post-translational
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modifications. It is known that rat, human and mouse QSOX contain 2 sites of N-
glycosylation*” %, A similar pattern of spots in the 2dimensional protein gel has
been shown for adiponectin purified from bovine fetal serum, indicating multiple
glycosylated isoforms*2. The results altogether (Figs 1 and 2) indicate that bovine
fetal and newborn calf (by day 10) sera present a high level of QSOX and its
presence decreases with age after birth.

To ensure that the observed QSOX had not been transferred from the
maternal blood to the fetal serum, we analyzed the sera of pregnant and non-
pregnant cows (Fig. 3). Immunoblots of these samples demonstrated that cow sera
does not contain QSOX in detectable levels, as it is probably absent in adult sera.
These results suggest that the QSOX observed in fetal and newborn calf sera is
produced by fetal tissues and/or circulating cells. The contribution of the placenta,
however, cannot be disregarded, since QSOX expression has been described in
this tissue, particularly in the syncyciotrophoblasts'®. We are unable to ascertain
the secreting tissue at this moment.

We also determined a sulfhydryl oxidase activity in semen and serum
samples, employing the fluorescent method of homovanillic acid and HRP?. Using
DTT as substrate, we showed that bovine semen has detectable sulfhydryl oxidase
activity, producing hydrogen peroxide at a rate of 0.22 nmol/min/mg total protein

(Fig. 4). Fetal bovine serum also exhibited such activity, with hydrogen peroxide

production in the order of 4.2 pmol/min/mg total protein. In agreement with the
QSOX level (Fig.1), the activity of the 6-day newborn serum is lower (in the order

of 2.6 pmol/min/mg total protein) than that of fetal serum, and no activity was found

in 60-day calf serum or in reactions without serum (Fig. 4). The hydrogen peroxide/(pormatadm Direita: 16 pt )



production rates measured here are in the range for those reported for other
tissues and secretions®®. These data demonstrate that the expression of QSOX in
fetal, newborn and calf sera correlates with the determined sulfhydryl oxidase
activity. Although the activity detected in serum likely corresponds to QSOX, we
cannot fully exclude that other sulfhydryl oxidase(s) may have contributed to those
signals.

The amount of QSOX in semen, as measured by the immunoblots (Fig. 1),
is much lower than those in sera samples, but the semen sulfhydryl oxidase activity
is approximately 1000-fold higher, suggesting that bovine serum QSOX is partially
inactivated or has distinct substrate specificity or affinity. It is known, for example,
that although being a versatile enzyme, the chicken egg white QSOX preferentially
oxidizes reduced peptide and proteins than small monothiol compounds®.

The remarkable role of the extracellular matrix during developmental
processes involving proliferation, migration and differentiation supports the

hypothesis that QSOX may be essential in elaborating or modeling the extracellular

matrix. In fact, extracellular thiol-disulfide redox environment may affect the
functionality of several cell surface and extracellular molecules®?.

In conclusion, our work shows that QSOX is present in fetal serum, and that
its levels, as well as the sulfhydryl oxidase activity determined, decrease after birth.

Although QSOX physiological substrates and functions remain unclear, its possible

role in the redox modulation of developmental programs is further suggested.
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3.11 FIGURE LEGENDS

Figure 1. QSOX levels in fetal and newborn sera. Diluted samples (corresponding
to 40 ng of total serum protein or 125 ng of total semen protein) of fetal (F) and
newborn 1 (P1), 3 (P3), 6 (P6), 10 (P10), 30 (P30) and 60 (P60) days after birth
sera were analyzed for the presence of QSOX (66 kDa) (A), or for antibody
specificity (B). Bovine semen (S), as a positive control, and fetal (F) and neonatal 3
days after birth (P3) sera were analyzed using anti-goat-HRP only, or anti-QSOX

peptide and anti-goat-HRP antibodies.

Figure 2. 2D-PAGE-Western blotting analysis of bovine fetal serum. (A)
Coomassie blue-stained proteins. The prominent spot (arrow head) with pl ranging
from 5.5 to 6.5 represents albumin. (B) Immunoblotting of an identical gel reacted
with anti-QSOX peptide and developed using HRP-labeled antrgoat Ig. Cross-
reactivity with albumin is excluded once a series of spots is recognized by anti-

QSOX peptide antibody at acidic region of 2D-gel map.

Figure 3. Pregnant cow sera do not present detectable levels of QSOX protein.
Diluted samples (corresponding to 40 ny of total serum protein or 125 ng of total
semen protein) of bovine semen (S) and fetal (F), newborn P30, pregnant cows (P)
and non-pregnant cow (NP) sera were analyzed for the presence of QSOX (66 kDa

band).
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Figure 4. Sulfhydryl oxidase activity in bovine sera samples. Sulfhydryl oxidase
activity was determined in bovine semen (a) and fetal (b), P6 (c) and P60 (d) sera
by a continuous fluorescence assay, as described?®®. Negative control (e) was

performed in the absence of serum in the reaction mixture.
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4 CONSIDERAGCOESFINAIS

A presenca e atividade da QSOX em soros fetal e pds-nato mostradas

neste trabalho evidenciam a importancia desta enzima no contexto do
desenvolvimento embrionéario, fetal e pds-natal, embora ainda sem fungéo
definida. Estes fatos estdo de acordo com dados do Genbank, que nostram a
presenca de EST da QSOX em embribes de camundongos em E10-E12 (nUmeros
de acesso AK 012943 e AK 083938). Além disso, a caracterizacdo da QSOXN do
cromossomo 9 humano mostrou que ela é expressa abundantemente em tecidos
embrionarios e sensibiliza &lulas neuroblastoma a apoptose®?. Apesar de se
tratar de outra proteina, os dominios funcionais da QSOXN sao similares a QSOX
do cromossomo 1, e portanto poderiam compartilhar fungdes, como proteinas pro-
apoptoticas. A apoptose, um tipo de morte celular programada é um componente
necessario ndo somente para manter a homeostase celular e resposta imune na
vida adulta, como também durante o desenvolvimento embrionario®®. Seu papel
durante a embriogénese é classicamente evidenciado na morfogénese tecidual,
como a formagé&o dos dedos dos vertebrados superiores, onde a apoptose elimina
as células entre os dedos em formacgéo. Caso a apoptose seja inibida, a formacéo
correta dos dedos é bloqueada®. O processo apoptético, assim como outros
estados fenotipicos celulares sédo altamente influenciados pelo estado redox, como

evidenciado pelos crescentes potenciais de redu¢do que acompanham a transicao

das células dos fenétipos proliferativos rapido (-260 a -235 mV), lento (-220 mV),
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diferenciacéo (-200 a -185 mV) e apoptético (-170 a =160 mV)®. A QSOX, sendo
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uma proteina oxidante, poderia ser coresponsavel pela apoptose na

embriogénese e no desenvolvimento fetal.
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CONCLUSOES

O presente trabalho mostra que:

. A QSOX estéa presente no soro fetal bovino, em niveis elevados

. Os niveis da QSOX, bem como a atividade sulfidril oxidase determinada,
diminui apds o nascimento.

. O soro de vacas, prenhes e ndo prenhes, ndo apresentam niveis detectaveis

por Western blotting de QSOX.
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