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A migracao de células musculares lisas (VSMC) da camada média do vaso
para a intima é essencial para vasculogénese e contribui para o processo de
aterosclerose e estenose apOs lesdo por cateter-baldo, caracterizando-se
como um importante alvo terapéutico. Diversos trabalhos ja demonstraram
que fatores de crescimento (como PDGF e FGF) estimulam a migracédo de
VSMC, inclusive, muitos desses fatores de crescimento induzem sinalizacédo
redox associadas a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (ex.
Nox1l NADPH oxidase). Nosso grupo ja descreveu interagOes fisicas e
regulacédo funcional da NADPH oxidase por uma chaperona redox do reticulo
endoplasmético, a Dissulfeto Isomerase Protéica (PDI). Contudo, tanto a
relevancia fisiolbgica como os mecanismos desta interacdo ainda nédo estao
claros. O objetivo geral do presente trabalho é investigar por meio de
experimentos de perda e ganho de funcdo da PDI, a importancia da PDI na
migracdo celular associada a ativacdo do complexo NADPH oxidase, bem
como possiveis mecanismos envolvidos na interacdo entre a PDI e esse
complexo enzimatico durante a migracdo celular. Os objetivos especificos

sao: i) avaliar o efeito do silenciamento da PDI, bem como da expresséo

forcada de PDI “wild type” na migracdo de VSMC in vitro; ii) analisar o




efeito da transfeccdo de siRNA da PDI atividade e expressdo de distintas
isoformas da NADPH oxidase vascular e producdo de ROS induzida por
PDGF; iii) investigar o envolvimento de RhoGTPases na regulacdo do
complexo NADPH oxidase pela PDI. No presente trabalho, mostramos que o
PDGF induz redistribuicio da PDI e aumento da producdo de ROS. O
silenciamento da PDI inibe a producdo de ROS e a expressdao do mRNA da
Nox1l, sem alterar a expressdéo do mMmRNA da Nox4. Mais ainda, o
silenciamento da PDI reduz a migracdo celular induzida por PDGF, em
diferentes modelos de migracdo, enquanto a super-expressédo da PDI induz
aumento espontaneo da migracdo na condicdo basal. Analise utilizando
métodos de Biologia de Sistemas de redes de interacdo fisica proteina-
proteina em bancos de dados e técnicas de analise de centralidade,
topologia e ontologia génica indicou forte convergéncia entre PDI e
proteinas da familia das pequenas RhoGTPases e seus reguladores. Em
VSMC com silenciamento da PDI, a presenca do PDGF induziu uma reducéo
na atividade de Racl e RhoA, sem alterar a expressdo total destas
proteinas. Estudos mostraram que a PDI colocaliza com Racl na regiao
perinuclear e co imunoprecipita com Racl e RhoA, tanto na presenca como
na auséncia de PDGF. Além disso, ocorreu a interacdo entre PDI e o
regulador de GTPases RhoGDI (inibidor da dissociagdo da guanina) na
condicdo basal (por microscopia confocal e co-imunoprecipitacdo),
diminuida ap6s estimulo com PDGF. O silenciamento da PDI induziu ainda
alteracbes em estrutura de citoesqueleto: desorganizacdo das fibras de
estresse, e reducdo no nimero e tamanho de adesdes focais e vesiculas de
adesdo marcadas por RhoGDI e Racl. Assim, os dados apresentados no
presente trabalho sugerem que a PDI sustenta a migracdo de VSMC
dependente de sinalizacdo redox e RhoGTPases. Além disso, RhoGTPases
podem ser um alvo proximal importante mediando a convergéncia entre PDI

e o complexo NADPH oxidase.
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