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Resumo 
 
Pescatore LA, Papel da dissulfeto isomerase proteica (PDI) na migração de células 
musculares lisas vasculares: possível envolvimento de Nox1 NADPH oxidase e RhoGTPases 
[Tese]. São Paulo. Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, 2011. 89p. 
 
A migração de células musculares lisas (VSMC) da camada média do vaso para a íntima é 
essencial para vasculogênese e contribui para o processo de aterosclerose e estenose após 
lesão por cateter-balão, caracterizando-se como um importante alvo terapêutico. Diversos 
trabalhos já demonstraram que fatores de crescimento (como PDGF e FGF) estimulam a 
migração de VSMC, inclusive, muitos desses fatores de crescimento induzem sinalização 
redox associadas à geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) (ex. Nox1 NADPH 
oxidase). Nosso grupo já descreveu interações físicas e regulação funcional da NADPH 
oxidase por uma chaperona redox do retículo endoplasmático, a Dissulfeto Isomerase Protéica 
(PDI). Contudo, tanto a relevância fisiológica como os mecanismos desta interação ainda não 
estão claros. O objetivo geral do presente trabalho é investigar por meio de experimentos de 
perda e ganho de função da PDI, a importância da PDI na migração celular associada à 
ativação do complexo NADPH oxidase, bem como possíveis mecanismos envolvidos na 
interação entre a PDI e esse complexo enzimático durante a migração celular. Os objetivos 
específicos são: i) avaliar o efeito do silenciamento da PDI, bem como da expressão forçada 
de PDI “wild type” na migração de VSMC in vitro; ii) analisar o efeito da transfecção de 
siRNA da PDI atividade e expressão de distintas isoformas da NADPH oxidase vascular e 
produção de ROS induzida por  PDGF; iii) investigar o envolvimento de RhoGTPases na 
regulação do complexo NADPH oxidase pela PDI. No presente trabalho, mostramos que o 
PDGF induz redistribuição da PDI e aumento da produção de ROS. O silenciamento da PDI 
inibe a produção de ROS e a expressão do mRNA da Nox1, sem alterar a expressão do 
mRNA da Nox4. Mais ainda, o silenciamento da PDI reduz a migração celular induzida por 
PDGF, em diferentes modelos de migração, enquanto a super-expressão da PDI induz 
aumento espontâneo da migração na condição basal. Análise utilizando métodos de Biologia 
de Sistemas de redes de interação física proteína-proteína em bancos de dados e técnicas de 
análise de centralidade, topologia e ontologia gênica indicou forte convergência entre PDI e 
proteínas da família das pequenas RhoGTPases e seus reguladores. Em VSMC com 
silenciamento da PDI, a presença do PDGF induziu uma redução na atividade de Rac1 e 
RhoA, sem alterar a expressão total destas proteínas. Estudos mostraram que a PDI co-
localiza com Rac1 na região perinuclear e co-imunoprecipita com Rac1 e RhoA, tanto na 
presença como na ausência de PDGF. Além disso, ocorreu a interação entre PDI e o regulador 
de GTPases RhoGDI (inibidor da dissociação da guanina) na condição basal (por microscopia 
confocal e co-imunoprecipitação), diminuída após estimulo com PDGF.  O silenciamento da 
PDI induziu ainda alterações em estrutura de citoesqueleto: desorganização das fibras de 
estresse, e redução no número e tamanho de adesões focais e vesículas de adesão marcadas 
por RhoGDI e Rac1. Assim, os dados apresentados no presente trabalho sugerem que a PDI 
sustenta a migração de VSMC dependente de sinalização redox e RhoGTPases. Além disso, 
RhoGTPases podem ser um alvo proximal importante mediando a convergência entre PDI e o 
complexo NADPH oxidase. 

 
 
Descritores: 1.Isomerase de dissulfetos de proteínas  2.NADPH oxidase 3.Proteínas rho de 
ligação ao GTP  4.Movimento celular  5.Fator de crescimento derivado de plaquetas  
6.Retículo endoplasmático  7.Espécies de oxigênio reativas  8.Superóxidos  9.Peróxido de 
hidrogênio   



 

 

Summary 
 
Pescatore LA, The role of protein disulfide isomerase (PDI) in vascular smooth muscle cell 
migration: possible interaction with Nox1 NADPH oxidase and RhoGTPases [Thesis]. São 
Paulo. School of Medicine, University of São Paulo, 2011. 89p. 
 
    Vascular Smooth Muscle Cell (VSMC) migration into vessel neointima is a therapeutic 
target for atherosclerosis and post-injury restenosis. NADPH oxidase-derived oxidants 
synergize with growth factors to support VSMC migration. We described interaction between 
NADPH oxidases and the endoplasmic reticulum redox chaperone Protein Disulfide 
Isomerase (PDI) in many cell types. However, physiological implications as well as 
mechanisms of such association are yet unclear. The aim of the present work was to 
investigate, througth experiments of gain or loss of PDI function,   the importance of PDI in 
VSMC migration associated to NADPH oxidase. The specific aims were: i) to evaluate effects 
of PDI silencing or PDI overexpression in VSMC migration in vitro; ii)  to evaluate effects of 
PDI silencing on PDGF-induced NADPH oxidase isoform expression and ROS production; 
iii) to evaluate the involvement of RhoGTPases on NADPH oxidase regulation by PDI. We 
show here that PDGF promoted subcellular redistribution of PDI concomitant to ROS 
production and that siRNA-mediated PDI silencing inhibited such ROS production, while 
near-totally suppressing the increase in Nox1 expression, with no change in Nox4. 
Furthermore, PDI silencing inhibited PDGF-induced VSMC migration assessed by distinct 
methods, while PDI overexpression increased spontaneous basal VSMC migration. To 
address possible mechanisms of PDI effects, we searched for PDI interactome by PPPI 
networks, which indicated convergence with small GTPases and their regulator RhoGDI. PDI 
silencing decreased PDGF-induced Rac1 and RhoA activities, without change in their 
expression. PDI displayed small detectable points of perinuclear co-localization with Rac1 
and co-immunoprecipitated with Rac1 and RhoA in a PDGF-independent way. Moreover, 
there was PDI association with RhoGDI at baseline (confocal and co-immunoprecipitation), 
decreased after PDGF. Of note, PDI silencing promoted strong cytoskeletal changes: 
branched stress fiber disorganization, markedly decreased number of focal adhesions and 
reduced number of RhoGDI-containing vesicular recycling adhesion structures. Overall, these 
data suggest that  PDI is required to support redox and GTPase-dependent VSMC migration. 
Moreover, RhoGTPases are a potential upstream target mediating the convergence between 
PDI and NADPH oxidase.         
 
 
Descriptors: 1.Protein dissulfide isomerase  2.NADPH oxidase 3. rho GTP-binding proteins  
4.Cell moviment  5.Platelet-derived growth factos  6. Endoplasmic reticulum 7.Reactive 
oxygen species 8.Superoxides  9. Hydrogen  peroxide 
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rocessos de sinalização mediados por vias redox estão envolvidos na gênese de diversas 

doenças vasculares, incluindo aterosclerose, reestenose pós-angioplastia, hipertensão e 

diabetes. Esta influência decorre do papel de processos redox na regulação de eventos 

celulares relevantes à patogênese dessas doenças, incluindo proliferação, migração e 

diferenciação, além de apoptose e sobrevivência. Entretanto, os mecanismos celulares do 

equilíbrio redox são complexos e incompletamente conhecidos. Várias evidências obtidas ao 

longo da última década indicam que o estresse oxidativo é mais complexo do que um simples 

desbalanço entre oxidantes e antioxidantes (Jones, 2006). De fato, o estresse oxidativo modula 

a sinalização de diversas condições patológicas não somente causando danos diretos a 

biomoléculas por radicais livres, mas principalmente por induzir desequilíbrio da ativação 

e/ou expressão de proteínas-alvo como resultado de uma geração excessiva, descompensada 

ou descompartimentalizada de espécies reativas de oxigênio (ROS - Jones, 2006). Em células 

vasculares há numerosas fontes de ROS, incluindo NADPH oxidase, cadeia respiratória 

mitocondrial, xantina oxidase, lipoxigenase e óxido nítrico sintase (Clempus et al, 2006). Um 

requisito do conceito de sinalização redox é o fato de que a geração de ROS é um processo 

enzimático controlado. 

  

Assim, para um entendimento adequado dos mecanismos de sinalização redox, é 

essencial compreender em detalhes os mecanismos bioquímicos e celulares que regulam a 

geração enzimática de ROS. Muitas enzimas geradoras de ROS estão envolvidas na 

sinalização redox. Dentre várias fontes potenciais de ROS, isoformas vasculares do complexo 

NADPH oxidase de fagócitos parecem ser uma das principais vias de geração dessas espécies 

com finalidade de sinalização (Brandes & Kreuzer, 2005; Griendling et al, 2000; Lassegue & 

Clempus, 2003).  

 

NADPH oxidases: regulação funcional por aspectos estruturais  

 O complexo da NADPH oxidase vascular integra uma família de enzimas 

denominadas Nox (NADPH Oxidases), cuja função específica é a produção de ROS com 

finalidade de transdução de sinais, adaptação celular e defesa antimicrobiana, entre outras.  A 

arquitetura geral de Nox(s) implica em um domínio trans-membrana obrigatório contendo, 

com a porção ligante de NADPH voltada para o citosol e um sítio adicional de ligação a FAD.  

 

 

P 
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A transferência de elétrons ocorre no sentido NADPH → FAD  → heme →  oxigênio 

molecular, gerando  radical superóxido de acordo com a equação: 

NADPH + 2O2  → NADP+  + 2O2
-. + H+ 

 

O membro fundador da família Nox é a NADPH oxidase de fagócitos (gp91phox, 

também denominada Nox2). A família compreende as isoformas Nox1-Nox5 e Duox 1-2. As 

subunidades catalíticas dessas isoformas têm graus variados de homologia com a Nox2, 

embora a arquitetura geral do domínio transmembrana com 6 domínios seja semelhante.  

Além dessas diferenças, as distintas isoformas têm sua regulação governada por um conjunto 

de subunidades regulatórias peculiares a cada tipo, que provêem regulação estrita da ativação. 

Na Nox2 fagocítica, a ativação envolve a montagem de outras subunidades citosólicas 

(p47phox, p67 phox p40 phox e Rac) e não citosólicas (p22phox). A subunidade gp91phox possui na 

região N-terminal seis α-hélices transmembranas e na região C-terminal possui os domínios 

de ligação a FAD e NADPH. Esta subunidade é ainda responsável por complexar dois grupos 

hemes. A subunidade p22phox além de se heterodimerizar e estabilizar gp91phox, se liga a p47 

phox. Sob estímulo específico, p47 phox é fosforilada pela proteína quinase C (desativando 

domínio auto-inibitório da proteína) e migra para membrana com p67 phox. A subunidade Rac, 

se liga ao p67 phox  e modula a atividade da enzima (Babior, 1999; Griendling, 2004). A 

composição e estrutura das subunidades reguladoras variam conforme o tipo de isoforma. 

Uma importante diferença entre o fagócito e outros tipos celulares é que nestes a ativação 

enzimática é regulada essencialmente pela montagem das subunidades pré-existentes, 

enquanto em outras células a ativação de Nox(s) geralmente envolve um aumento de 

expressão de mRNA e proteína das várias subunidades (Làssegue et al, 2003).   

 

No caso específico do tecido vascular, estudos recentes mostraram que a composição 

estrutural da NADPH oxidase difere significativamente entre o endotélio, células musculares 

lisas e fibroblastos da camada adventícia (Griendling et al, 2000; Lassegue et al, 2003). Na 

célula muscular lisa vascular (VSMC), as duas isoformas principais são a Nox1 (que 

geralmente está envolvida em respostas de proliferação, crescimento, migração e 

sobrevivência) e a Nox4 (geralmente envolvida em respostas de diferenciação, estresse celular 

e apoptose – Tabela 1). As principais subunidades regulatórias da VSMC são: p22phox (que 

se associa com Nox1 ou Nox4) e NOXO1, NOXA1 e p47phox (que assistem a Nox1, porém 

não a Nox4 – Clempus et al, 2006; Ambasta et al, 2004). As duas subunidades catalíticas 

também diferem quanto à expressão e quanto a produção de ROS. A expressão constitutiva de 
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Nox1 é menor do que a de Nox 4 (Tabela 1).  É geralmente aceito que o produto primário de 

Nox(s) é o ânion radical superóxido (O2
.-) e o produto secundário é peróxido de hidrogênio 

(H2O2, derivado da dismutação do superóxido pela enzima superóxido dismutase).    

 

Obs.: os dados representam uma síntese de vários estudos (revisados por Lassègue et al, 
2003), portanto são estimativas aproximadas. O sinal “+” equivale a semi-quantificações 
relativas da expressão de mRNA das diferentes isoformas de Nox(s) e o sinal “-” representa 
presença indetectável. 
 

 

Entretanto, no caso da Nox4 (e naturalmente no caso das Duoxes, que não são aqui 

discutidas), particularmente com expressão induzida, o principal produto detectado é o 

peróxido de hidrogênio (Helmcke et al, 2009). Outra importante diferença entre as duas 

principais subunidades em VSMC é a localização subcelular, entretanto ainda controversa 

devido à baixa especificidade dos anticorpos disponíveis. Enquanto a Nox1 é detectada 

preferencialmente na membrana e em cavéolas e lipid rafts, a Nox4 pode ser detectada 

preferencialmente no retículo endoplasmático (RE), mas também no citoesqueleto e adesões 

focais, mitocôndrias (Block, Sadoshima) e núcleo. O tráfego subcelular de proteínas parece 

ser também importante para a ativação da oxidase. A ativação da oxidase no endotélio (Touyz 

et al, 2003), VSMC (Li & Shah, 2003) ou fagócito (Kobayashi et al, 1998), é simultânea ao 

deslocamento de subunidade(s) da região perinuclear para a membrana. Portanto, o nível 

básico de regulação do complexo NADPH oxidase é a constituição e expressão das 
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subunidades do complexo em si. Contudo, o alto grau de especificidade da sinalização da 

NADPH oxidase, não é suficientemente explicado apenas pela seleção de subunidades 

específicas (Brandes & Kreuzer, 2005). 

 
 

NADPH oxidase: regulação funcional por proteínas associadas e papel da PDI 

Os mecanismos coordenados a nível celular, que restringem a geração espacial e 

temporal de ROS para microambientes subcelulares específicos, ainda precisam ser melhor 

definidos. A especificidade da sinalização da NADPH oxidase pode ser promovida por 

diversos mediadores e proteínas associadas (Brandes & Kreuzer, 2005, Clempus & 

Griendling, 2006) que, embora não sendo membros canônicos do complexo NADPH oxidase, 

interagem com a ativação da oxidase ou por várias plataformas proteicas capazes de localizar 

a NADPH oxidase (Ushio-Fukai, 2006). Particularmente, existem evidências de que a 

NADPH oxidase é regulada por processos redox (Djordjevic  et al, 2005, Seshiah et al, 2002). 

  
Recentemente, investigações de nosso laboratório promoveram um avanço neste 

sentido, indicando que a NADPH oxidase sofre uma regulação funcional importante e se 

associa espacialmente à dissulfeto isomerase proteica (PDI), uma chaperona redox do retículo 

endoplasmático pertencente à superfamília da tiorredoxina (Janiszewski et al, 2005). Estes 

resultados mostraram que diversos antagonistas da PDI (bacitracina, “scrambled” RNAse, 

anticorpo anti PDI, DTNB), induzem redução de ~40-80% na atividade da NADPH oxidase 

induzida por agonistas como angiotensina II (AngII; Janiszewski et al, 2005). Além disso, 

uma evidência mais específica foi obtida por meio de oligonucleotideos antisenso contra a 

PDI, que induziram redução (~70%) na atividade da NADPH oxidase e na produção de ROS. 

Um efeito inibitório semelhante e ainda mais intenso foi documentado por meio de um RNA 

de interferência (siRNA) contra a PDI (Fernandes et al, 2009). Estes experimentos mostraram 

ainda que o silenciamento da PDI levou à inibição significativa, na condição basal e após 

AngII, da expressão do mRNA da isoforma Nox1, sem alterações na expressão da Nox4 

(Fernandes et al, 2009). Considerando que a inibição da atividade isomerase da PDI por 

bacitracina, anticorpo anti-PDI e DTNB envolvem tióis (Essex et al, 1995; Gallina et al, 2002; 

Mandel et al, 1993; Orlandi, 1997), estes resultados sugerem que a PDI contribui para 

atividade NADPH oxidase por um mecanismo dependente de tióis redox.   
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Apesar das conseqüências funcionais da interação entre PDI e NADPH oxidase não 

serem claras, o silenciamento da PDI com oligonucleotideos antisenso foi capaz de prevenir a 

fosforilação da Akt mediada pela AngII, um alvo fisiológico sabidamente mediado por ROS 

dependente da NADPH oxidase (Ushio-Fukai et al, 1999). Em homogenatos de fração de 

membrana, durante a ativação da oxidase por Angiotensina II, a atividade isomerase da PDI 

(pelo método da “scrambled” RNAse - Wilkinson et al, 2004) aumentou 5 vezes. Estudos de 

co-imunolocalização e co-imunoprecipitação sugeriram interação espacial entre PDI e pelo 

menos as subunidades p22phox, Nox1 e Nox4 da oxidase (Janiszewski et al, 2005). A 

associação da PDI com diversas subunidades da oxidase pode ter diversos significados, 

indicando potencialmente uma associação direta com cada isoforma de Nox, com uma 

subunidade reguladora comum (como p22phox) ou com um domínio quinase/fosfatase, ou 

ainda uma co-migração para um microdomínio específico. 

 

Em paralelo com os experimentos de perda de função da PDI descritos até o momento, 

estudos mais recentes em nosso laboratório examinaram os efeitos do ganho de função da PDI 

no complexo NADPH oxidase. A superexpressão da PDI (ca. 2,3 vezes) em VSMC levou a 

uma ativação basal espontânea, independente de estímulo farmacológico, da atividade do 

complexo NADPH oxidase, expressão da isoforma Nox1 e produção de ROS.  No entanto, a 

superexpressão da PDI mutada em seus 4 resíduos de cisteínas redox teve um efeito 

semelhante. Este fato indica que a PDI coopera com a NADPH oxidase também por meio de 

efeito independente de tióis (possivelmente um efeito chaperona, conforme comentado nas 

sessões subseqüentes).   É interessante que, após superexpressão de quaisquer desses tipos de 

PDI, o estímulo subseqüente com AngII foi ineficaz, i.e., não levou a aumento na produção de 

ROS, atividade NADPH oxidase e mRNA Nox1 (Fernandes, et al 2009). Estes dados são 

consistentes com a idéia que a superexpressão de PDI (tanto selvagem como mutada) é 

suficiente para aumentar a ativação de Nox1. 

 

Considerando que o complexo mais bem estudado da NADPH oxidase é o fagocítico, 

outros experimentos de nosso grupo abordaram a convergência entre a PDI e este tipo de 

complexo. Em macrófagos, a transfecção com plasmídeo PDI-senso aumenta fagocitose de 

Leishmania, enquanto o plasmídeo PDI-antisenso, siRNA contra PDI ou catalase reduzem a 

infecção (Santos, et al 2009).   Em neutrófilos humanos, a PDI associa-se a várias 

subunidades do complexo NADPH oxidase, particularmente p47phox, e modula 
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funcionalmente a ativação (de A Paes et al, 2010).  Em resumo, a interação e regulação da 

NADPH oxidase pela PDI não é um fenômeno específico de VSMC, mas ocorre em outros 

tipos celulares. 

 

Características estruturais e funcionais da PDI 

A superfamília da tiorredoxina é particularmente importante e reconhecidamente 

participa da sinalização celular (Arrigo, 1999; Clissold & Bicknell, 2003; Wilkinson et al, 

2004, Yamawaki et al, 2003). A principal característica da família da tiorredoxina é o motivo 

ditiol catalítico CXXC, no qual X representa diferentes resíduos de aminoácidos (CGHC, no 

caso da PDI). Dentre os diversos membros da superfamília da tiorredoxina, a PDI (55Kda) e 

seus análogos são os únicos a catalisarem reações de isomerização (rearranjos de pontes 

dissulfeto por repetidos ciclos de redução e oxidação - Clissold et al, 2003; Ellgaard et al, 

2005; Ferrari et al, 1999; Noiva, 1999, Wilkinson et al, 2004). 

 

A função clássica da PDI é a de promover o enovelamento redox de proteínas no 

retículo endoplasmático (RE; Gruber et al, 2006), que é a principal localização subcelular da 

PDI. Equivalentes oxidantes necessários para esta função da PDI são providos por uma 

flavoproteína denominada Ero-1 (“Endoplasmic reticulum oxidase-1”), a qual por sua vez é 

reoxidada pela transferência, via FAD, de elétrons para o oxigênio molecular, gerando H2O2 

(Gross et al, 2006; Tu et al, 2002; Wilkinson et al, 2004). No retículo, devido a condições 

relativamente oxidantes (GSH/GSSG ~2-3:1), a PDI exerce atividade isomerase/oxidase, 

enquanto fora do retículo (GSH/GSSG >30-100:1) a PDI atua principalmente como redutase 

(Noiva, 1999, Wilkinson et al, 2004). Esta versatilidade redox da PDI decorre de inúmeros 

fatores, incluindo baixo pKa (= 4,5) da cisteína próxima ao sítio ativo a N-terminal 

(Wilkinson et al, 2004) que torna esse tiol altamente reativo em pH fisiológico. 

 

Estruturalmente, a PDI tem cinco domínios organizados na sequência: a-b-b’-a’-c  

(Fig.1). Os domínios a e a’ da PDI são homólogos à tiorredoxina e apresentam sítios ativos 

independentes  (WCGHC), enquanto os domínios b e b´ não apresentam o motivo redox, mas 

têm enovelamento semelhante à tiorredoxina e estão possivelmente relacionados com o 

reconhecimente/interação da PDI com peptídeos (Ellgaard et al, 2005; Ferrari et al, 1999; 

Gruber et al, 2006; Noiva, 1999; Tian et al, 2006; Wilkinson et al, 2004). O domínio c é um 
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suposto sítio de ligação a Ca2+, e parece ser menos crítico em mamíferos do que em leveduras 

(Tian et al, 2006). As cisteínas redox-ativas dos domínios a e a’ podem estar na forma de 

ditióis reduzidos, intramoleculares ou dissulfetos mistos. Os domínios a e/ou a’ são 

suficientes para a atividade oxidase da PDI, enquanto para isomerizações mais complexas é 

necessário o envolvimento dos 4 domínios tiorredoxina (Wilkinson et al, 2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Laurindo et al, 2008) 

 
Fig.1. Estrutura de múltiplos domínios da PDI. A. Estrutura modular da PDI, com destaque para 
cisteínas presentes no sítio tiorredoxina e seqüência C-terminal KDEL de retenção no RE; B. Estrutura 
cristalográfica da PDI de levedura.  
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Rescentes estudos estruturais avançaram no entendimento dos mecanismos catalíticos 

da PDI. Estudos com diferentes temperaturas de cristalização indicam que a PDI pode assumir 

duas diferentes estruturas. A primeira, uma estrutura flexível em forma de “U” (Fig.1) na qual 

os 2 motivos CGHC têm cooperação mútua, um em cada ponta deste “U”, e a parte interna do 

“U” (domínio b e b’) é responsável pela ligação da proteína a peptídeos (Tian et al, 2006).  O 

domínio b’ parece ser o principal sítio de ligação a substratos e assim como o domínio b, é 

rico em resíduos hidrofóbicos. Em mamiferos um possível modelo é o de que após a oxidação 

das cisteínas do domínio a (pela Ero1), há uma mobilidade região adjacente da molécula (x-

linker region), deslocando os domínios a’ e b’, possibilitando maior exposição da região 

hidrofóbica de ligação a proteínas mal enoveladas, aumentando assim a atividade chaperona 

da enzima (Wang et al, 2010; Serve et al, 2010). Por outro lado, a redução dessas cisteínas induz 

um fechamento na estrutura deste “U”, reduzindo a exposição da região hidrofóbica a 

peptídeos (Wang et al, 2010). A segunda estrutura é em forma de “barco”, bem mais linear do 

que a primeira, induzida por uma drástica rotação do domínio a. A função desta última é 

ainda desconhecida, mas pode refletir uma forma inativa da proteína, ou ainda uma adaptação 

da desta a substratos ainda maiores (Tian et al, 2008).  

 

A superfície hidrofóbica e a flexibilitadade estrutural da PDI permitem a ligação desta 

proteína a substratos de diferentes tamanhos e com grupos dissulfeto em diferentes 

localizações (Gruber et al, 2006, Tian et al, 2006, Wilkinson et al, 2004). De fato, inúmeros 

estudos sugerem que o sítio de ligação da PDI a substratos é independente do sítio catalítico 

(tiol-redox ativo; Noiva et al, 1993), contudo, os motivos redox são necessários para a 

posterior estabilização desta ligação  (Klappa et al, 1997; Noiva et al, 1993). Mais ainda, a 

fosforilação e ligação ao Ca2+ podem potencialmente modular a ligação da PDI a proteínas 

(Guthapfel et al, 1996; Rao et al, 1993; Wilkinson et al, 2004).  Em sintonia com estes 

aspectos estruturais, a PDI possui ainda função chaperona, a qual parece ser independente dos 

domínios redox ativos (Tian et al, 2006).  

 

Estas várias atividades compõem um modelo pelo qual a PDI liga-se a substratos 

primeiramente por uma atividade chaperona, independente de seus tióis e posteriormente 

exerce atividade tiol oxidorredutase/isomerase sinérgica e complementar à atividade 

chaperona (Hatahed & Ruddock, 2009). Inúmeros (>17) análogos da PDI foram descritos, 
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indicando que a PDI faz parte de uma grande família com propriedade tiol-oxidorredutase, 

chaperona e isomerase (Clissold & Bicknell, 2003; Ellgaard et al, 2005; Ferrari et al, 1999).  

 

A PDI é uma proteína abundante, presente na ordem de mM no RE (Noiva R, 1999), 

importante ou mesmo essencial para sobrevivência celular, e a sua superexpressão forçada 

aumenta a resistência à apoptose após hipóxia em astrócitos ou células endoteliais (Graven et 

al, 2002; Sullivan et al, 2003; Tanaka et al, 2000). Tais efeitos fisiológicos são atribuídos ao 

importante papel da PDI no enovelamento de proteínas. A PDI é ainda capaz de formar 

agregados com outras proteínas, p.ex., com a oxidase Ero-1 (Otsu et al, 2006) ou com outras 

chaperonas no lúmen do RE (Meunier et al, 2002), ou ainda com várias oxi-redutases no lado 

citosólico do Sec61 (Stockton et al, 2003).  Um interessante trabalho descreveu a PDI como 

mediadora, por mecanismos redox,  da estabilização de sítios de ligação de peptídeos ao 

complexo MHC-1, permitindo a seleção do peptídeo ideal no contexto da apresentação de 

antígenos (Park et al, 2006).  É interessante notar que a PDI, assim como outras chaperonas 

do RE, são importantes antígenos em processos auto-imunes como doença reumática cardíaca 

(Faé et al, 2008).  

 

Apesar de a PDI conter a seqüência KDEL (lys-asp-glu-leu - Harter et al, 1996) de 

retenção no RE (presente na região C-terminal da proteína), evidências crescentes indicam 

possibilidade de localização fora do RE, podendo inclusive ser secretada. Neste contexto, a 

PDI pode se associar à membrana plasmática por interação eletrostática (Terada, 1995) e de 

fato tem sido detectada na superfície de uma variedade de células. Os mecanismos pelo qual a 

PDI sobre passa o receptor KDEL, apesar de manter esta seqüência de retenção, ainda não 

estão claros (Terada et al, 1995, Wilkinson et al, 2004). Na superfície celular, a PDI exerce 

predominantemente atividade redutase (Turano et al, 2002) e pode catalisar reações de trans-

nitrosação responsáveis pela internalização de óxido nítrico a partir de S-nitrotióis 

extracelulares (Ramachandran et al, 2001). Nesse local, a PDI está ainda envolvida na 

modificação de cisteínas de proteínas de membrana, podendo modular fortemente a adesão 

celular mediada por receptores de integrinas. O modelo mais estudado neste sentido é a 

adesão/agregação plaquetária. A agregação plaquetária é inibida por antagonistas da PDI, 

incluindo o anticorpo monoclonal neutralizante RL90 (Essex et al, 1995; Essex et al, 2001; 

Lahav et al, 2000; Lahav et al, 2002). De fato, é conhecido que a troca tiol-dissulfeto 

enzimática estabiliza a agregação plaquetária mediada pela integrina α2ß1 (Lahav et al, 2003). 
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Além disso, foi demonstrado por FRET que subunidades beta de integrinas interagem 

fisicamente com a PDI (Burgess et al, 2000). Além disso, certas integrinas (p.ex., α2ß3) têm 

um motivo tiorredoxina CXXC (Walsh et al, 2004) e podem ter atividade tiol isomerase 

endógena, embora a função desta atividade esteja ainda incerta.  Um efeito análogo da PDI no 

sistema de coagulação foi descrito recentemente. A PDI desabilita, de modo dependente de 

NO, a coagulação induzida pelo fator tecidual, desviando a sinalização para vias mediadas 

pelo fator VII (Ahamed et al, 2006), embora o mecanismo preciso deste efeito da PDI não 

esteja claro (Hatahet & Ruddock, 2009). A PDI de superfície tem ainda a propriedade de se 

ligar á galectina-9 na superfície de linfócitos T e, por mecanismos redox, dar suporte à 

migração celular e à infecção por HIV (Bi et al, 2011). Em células endoteliais, a função 

oxidoredutase da PDI de superfície celular contribui para manter a assimetria de fosfolípides 

de membrana, prevenindo a exposição da fosfatidil-serina na face externa da membrana 

plasmática via inibição de translocases de aminofosfolípides (responsáveis pela atividade 

flipase e/ou flopase trans-membrana) (Popescu et al, 2010).  Mais ainda, além de seus efeitos 

na superfície celular, a PDI tem importantes funções no tráfego e secreção de proteínas, p.ex., 

na ligação e exportação da tireoglobulina (Delom et al, 2001). 

 

 Em conjunto, a combinação de diversas propriedades redox da PDI, seu papel no 

tráfego e secreção de proteínas e seu envolvimento em cascatas de sinalização abrem 

perspectivas novas e amplas para o esclarecimento de mecanismos de regulação funcional da 

NADPH oxidase, e consequentemente estresse oxidativo, na fisiologia do sistema vascular.  

 

Modelos de interação entre PDI e o complexo NADPH oxidase 

Os dados discutidos até o momento indicam de modo claro que a PDI se associa  e 

regula funcionalmente o complexo NADPH oxidase. Os mecanismos pelos quais a PDI 

assiste o complexo NADPH oxidase não estão ainda elucidados. Possivelmente, múltiplas 

vias estejam envolvidas, refletindo as diversas atividades funcionais da PDI. Os resultados 

obtidos em homogenatos de membranas incubados com NADPH exógeno indicam ser pouco 

provável que mudanças no estado redox celular ou disponibilidade de NADPH sejam fatores 

primários explicando o efeito da PDI na oxidase. De fato, a PDI não tem características de um 

tampão redox, considerando suas propriedades redox peculiares e sua compartimentalização 

(Meusser et al, 2005 Tian et al, 2006). Outras hipóteses compreendem um efeito da PDI no 

tráfego ou na localização subcelular de subunidades específicas ou ainda um papel na 
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degradação proteolítica destas proteínas. Um efeito chaperona da PDI no complexo é sugerido 

pelos dados obtidos com a superexpressão da PDI, comentados anteriormente (Fernandes et 

al, 2009). 

 

Pelo menos dois modelos conceituais básicos podem ser propostos para o 

entendimento de como a PDI interage com o complexo NADPH oxidase. O modelo mais 

intuitivo pressupõe uma possível interação direta entre o motivo tiorredoxina da PDI e um 

motivo complementar semelhante em alguma subunidade da Nox ou proteína reguladora da 

oxidase. Entretanto, argumentos dando suporte a este modelo são questionáveis ou 

conflitantes. Primeiro, motivos tiorredoxina típicos estão ausentes em todas as subunidades 

catalíticas ou reguladoras conhecidas da oxidase, conforme buscas em bases de dados 

pertinentes. Por outro lado, foi previamente proposta a existência de um possível ditiol 

regulador na Nox2 (Cross, 1990), além de 4 cisteínas na molécula de p47phox (Gruber et al, 

2006). Particularmente, conforme discutido acima, a ligação da PDI a outros substratos 

proteicos, incluindo neste contexto possíveis subunidades da oxidase, usualmente não requer 

a ação de motivos tiorredoxina e ocorre principalmente por meio de interações hidrofóbicas 

no domínio b´ ou em sua proximidade (Mezghrani et al, 2001; Kaufmann et al, 2007, Meunier 

et al, 2002, Sekaki et al, 1984, Tian et al, 2006).  Mesmo com outras proteínas da família da 

PDI, como Erp57, a ligação com a PDI não envolve motivos tiorredoxina (Jones, 2006). Os 

motivos tiorredoxina, entretanto, são importantes para a estabilização subsequente da ligação 

à PDI.  

 

Estas considerações sugerem um modelo alternativo para a interação PDI-oxidase. 

Neste modelo, a PDI se ligaria a subunidades relacionadas à oxidase via domínios 

hidrofóbicos e as vias redox-sensíveis do efeito da PDI na oxidase seriam dependentes de uma 

troca tiol-dissulfeto com outros ditióis ainda não esclarecidos, pertencentes a proteínas 

reguladoras, estruturais ou da família da tiorredoxina. Desta forma, o domínio tiorredoxina da 

PDI, essencial à sua função isomerase, sinergiza com domínios hidrofóbicos de 

reconhecimento e ligação de substratos e atividade chaperona. 

 

Papel de processos redox em doenças vasculares 

Durante o processo de angiogênese, aterosclerose ou restenose pós-angioplastia, a 

migração vascular é essencial à reparação vascular. Nestes processos, a secreção local de 

fatores de crescimento promove um potente estímulo à proliferação e migração de VSMC. 
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Tais fatores incluem fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante-β e angiotensina II (AngII; 

Schwartz, 1997).  Particularmente in vivo, entretanto, existem crescentes evidências 

indicando que proliferação e migração são processos distintos, controlados por mecanismos 

paralelos, porém independentes. In vivo, o PDGF é liberado no ambiente da lesão por 

plaquetas (fonte predominante nas primeiras 24-48 horas após uma lesão mecânica), 

monócitos e células musculares lisas, induzindo, de modo autócrino, migração de VSMC da 

camada média através da lâmina elástica interna, formando uma camada íntima espessada. 

Este processo é essencial na formação da neoíntima após lesão (Schwartz, 1997).  

 

A geração de ROS durante aterosclerose e na reparação vascular após angioplastia é 

bem conhecida e foi claramente demonstrada, inclusive por trabalhos de nosso grupo (Sousa 

et al, 2000; Leite et al, 2003; Fernandes et al, 2007). A inibição da formação da neoíntima 

com a utilização de antioxidantes foi também extensamente investigada na literatura, com 

resultados ainda conflitantes, mas indicativos de um papel complexo de processos redox na 

formação da neoíntima (Azevedo et al, 2000). Especificamente, ocorre inibição da migração 

de VSMC induzida por PDGF na presença de inibidores de ROS intracelulares como catalase, 

NAC ou DPI (Sundaresan et al, 1995; Weber et al, 2004). Estes estudos sugerem assim que a 

migração de VSMC seja um processo pelo menos em parte dependente da geração de ROS 

(Weber et al, 2004). Estudos adicionais indicam que o mecanismo redox-sensível desta via é 

posterior à ligação do ligante ao receptor de PDGF (Weber et al, 2004). 

 

Neste sentido, estudos recentes com siRNA contra Nox1, em células musculares lisas 

induzidas por FGF, mostraram uma inibição da produção de ROS, migração e atenuação da 

secreção de metaloproteinases (necessária para migração por digerir matriz celular), sem 

alteração nas células transfectadas com siRNA contra Nox4 (Schröder et al, 2007). Em 

particular, siRNA Nox1 não foi capaz de reduzir a geração basal de ROS, mas sim a induzida 

por FGF, ao contrário do evidenciado com siRNA Nox4. Além disso, ocorreu inibição da 

migração celular em aortas de camundongos Nox1 y/- cultivadas na presença do agonista FGF 

e posterior recuperação da migração após restituição da Nox1 por meio de vetor viral 

(Schröder et al, 2007). Tais observações indicam importante papel da migração celular por 

mecanismmos redox-dependentes durante diferentes processos patogênicos. 
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Migração celular e RhoGTPases 

A migração celular é um mecanismo importante para a gênese de doenças vasculares. 

As GTPases da família Rho têm um papel central no controle da migração celular (van Nieuw 

Amerongen et al, 2001). RhoGTPases pertencem ao grupo de pequenas proteínas-G, que se 

constituem em interruptores de sinalização em praticamente todos os subcompartimentos 

celulares.  RhoGTPases transitam entre o citoplasma e a membrana celular. São encontradas 

em plantas, leveduras, invertebrados e vertebrados. Em vertebrados, a família da Rho 

GTPases consiste em pelo menos 22 proteínas agrupadas nas principais subfamílias Rho, Rac 

e Cdc42. Essas proteínas são responsáveis pela regulação do formato, polaridade e mobilidade 

celular e ainda estão envolvidas na regulação de enzimas e no controle transcricional de 

inúmeros genes. 

 

Como todas as pequenas proteínas G (small G-proteins), a transdução de sinal é 

estimulada por GEFs (guanine nucleotide exchange factors) que catalisam a troca do GDP por 

GTP; e inibida por GAPs (GTPase-activating proteins – Fig.2) que aumentam a hidrólise do 

GTP. Diferentes GEFs e GAPs podem atuar de modo especifico para determinadas 

RhoGTPases, como por exemplo p190RhoGAP, geralmente associada a reduções na atividade 

de RhoA.  Desta forma, GEFs e GAPs são essenciais à regulação da função de pequenas 

GTPases.  

 

A RhoGDI é outra proteína também importante no papel da regulação de 

RhoGTPases. O resíduo lipídico da GTPase inativa (GDP) está escondido por um complexo 

com uma GDI (GDP dissociation inhibitor) específica, que confere uma solubilidade em água 

pela GTPase e ainda inibe a troca GDP-GTP (Fig.2). Sob este ângulo, RhoGDI pode ser 

considerada uma chaperona dedicada a RhoGTPases e responsável pelo tráfego destas para 

membranas (Boulter et al, 2010). 

 

Inicialmente, a interação da RhoGDI com RhoGTPases foi descrita como limitante da de 

GTPases, ao estimular o efluxo dessas proteínas da membrana plasmática.  Por outro lado, 

outros estudos têm demonstrado um papel importante da RhoGDI não como inibidor simples, 

mas como organizador da ativação localizada de GTPases para a correta polarização celular. 

A regulação de RhoGTPases em plantas evidencia um importante papel de RhoGDI na 

coordenação do crescimento de  pêlos radiculares (tricoma de raízes, responsáveis pela 

aumento da superfície de absorção). 
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Fig.2. Ciclo de ativação e desativação de RhoGTPases. Papel de GEFs e GAPs na troca GTP/GDP e 
papel de RhoGDI em esconder o resíduo lipídico da GTPase inativa. 

 

  

 O silenciamento desta GDI de plantas gera um crescimento descoordenado do pelo 

em distintas direções, impossibilitando seu elongamento correto (Carol et al, 2005). A 

regulação de GTPases envolvendo ou não RhoGDI está fortemente associada à inserção de 

GTPases em membranas. Para ativação e seus efetores as RhoGTPases precisam se ligar à 

membrana plasmática. A ligação covalente de proteínas a resíduos lipídicos é necessária para 

sua ancoragem à membrana. No caso das RhoGTPases, após a síntese protéica no ribossomo, 

a proteína é reconhecida pelo motivo CAAX (região C-terminal- C=cys; A=resíduos alifáticos; 

X= ser, thr, met, leu, ala ou gln), por uma prenil-transferase (Pechlivanis et al, 2006). Prenil-

transferases modificam a cisteína do motivo CAAX adicionando um tio-éster ligado a farnesil 

(C15) ou geranilgeranil (C20). O resíduo X, do motivo CAAX, determina se a proteína será 

alvo de uma farnesil-transferase ou geranilgeranil- transferase (Moores et al, 1991). A maioria 

das proteínas da família da Rho se liga a geranilgeranil-transferases. Enquanto a prenilação 

ocorre no citoplasma, os demais processos pós prenilação ocorrem na superfície 

citoplasmática do retículo endoplasmático e no golgi (Wright & Philips, 2006). A prenilação 



Introdução  -  26 
 

 

da sequência CAAX torna a proteína alvo de uma endoprotease especifica (prenylil-CAAX-

specific – Rce1), presente essencialmente na endomembrana do retículo endoplasmático que 

cliva os três últimos aminoácidos da região CAAX (Boyartchuk et al, 1997). Ainda na 

superfície citosólica do retículo, uma metiltransferase (Icmt) é responsável pela 

carboximetilação da cisteína prenilada (Clarke et al, 1992). No entanto, apesar dessas 

modificações pós-traducional tornarem a região C-terminal hidrofóbica, isso não é suficiente 

para o endereçamento da proteína à membrana plasmática. Assim, no Golgi, ocorre a adição 

de um “segundo sinal”, que é a adição de um ácido palmítico (palmitoilação) à região C-

terminal da proteína. Algumas proteínas da família da Rho (como Rac2 e Cdc42) não 

possuem esse segundo sinal, responsável pelo endereçamento na membrana plasmática 

(Murphy et al, 2001). Assim, quando dissociadas de suas chaperonas citosólicas (RhoGDI), 

estas se localizam em endomembranas, dando suporte à idéia de que o processamento da 

sequência CAAX serve para o endereçamento de proteínas à superfície do retículo (Wright & 

Philips, 2006) e daí posteriormente, via RhoGDI, para a membrana plasmática, aonde são 

ativadas (Boulter et al, 2009). 

 

Na membrana plasmática, Rho GTPases ativam cascatas de sinalização localizada, 

com funções específicas na reorganização do citoesqueleto celular durante o movimento. Na 

célula estática, a actina está polimerizada. Antes de iniciar o movimento, é necessário nova 

polimerização de actina na frente de migração para o desenvolvimento de filipódios 

(dependente de Cdc42) e lamelipódios (dependente de Rac1) na direção que a célula pretende 

seguir. A retração destas protrusões é prevenida por Rac, que inibe a fosforilação da MLC 

(myosin light-chain – que, quando não fosforilada, inibe interação actina/miosina). Após 

formação dessas extensões na frente de migração, é necessária a formação de novas adesões 

focais ao substrato e degradação de adesões antigas na parte de trás da célula, possibilitando a 

contração do corpo celular, o que resulta no impulso da célula para frente. Adesão e contração 

são dependentes de RhoA, responsável pela indução de fibras de estresse e aumento da 

fosforilação da MLC (Gerthoffer et al, 2007).  

 

A sinalização de RhoA tem sido ainda descrita como via principal de regulação 

dinâmica de podosomos dependente de actomiosina. Podosomos são estruturas dinâmicas, de 

curta meia vida, que estabelecem contato entre célula e matriz extracelular e são capazes de 

degradar componentes de matriz extracelular. São essenciais tanto no processo fisiológico 

como patológico de invasão celular envolvendo diapedese transendotelial e inflamação em 
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situações como aterosclerose e metástase (Linder S et al, 2009). Estudos recentes mostraram 

que sob estímulo de Prostaglandina E2, há redução de podosomos e aumento de adesões 

focais em células dendríticas, de modo dependente de miosina II. Tais fenômenos são 

simultâneos ao aumento da atividade de RhoA e redução da atividade de Rac e Cdc42. É 

interessante que a inibição do efetor de RhoA (Rock) impede a desorganização do podosomo, 

sugerindo que a Prostaglandina E2 ativa a sinalização de RhoA-Rock, levando à contração via 

actomiosina, desorganização do podosomo e formação de adesão focal (Van Helden et al, 

2008). 

 

RhoGTPases são, desta forma, interruptores moleculares responsáveis por iniciar 

cascatas de sinalização celular. Assim, a regulação na localização subcelular e na 

ativação/desativação destas proteínas durante a migração celular é de extrema importância por 

possibilitar interações com outras proteínas efetoras, levando adiante e ramificando um sinal 

específico. 

  

Migração celular, NADPH oxidase e processos redox 

Conforme discutido acima, distintas GTPases têm papéis específicos no processo de 

migração celular. RhoA regula a ligação entre adesões focais e a formação das fibras de 

actina, enquanto Rac1 é necessária para o dobramento da membrana (Ridley et al, 1992).  

Desta forma, uma das principais moléculas sinalizadoras intracelulares da migração celular é 

a GTPase Rac, sendo que em VSMC a principal isoforma é a Rac1.  

 

 Apesar de a ativação de Rac não ser em si dependente de ROS, a incubação com 

dominante negativo de Rac, diminui significativamente a migração induzida por PDGF, 

sugerindo-o como um mediador proximal do complexo da oxidase (Weber et al, 2004). No 

contexto do seu papel na sinalização local do complexo de adesão focal, Rac1 está envolvido 

estreitamente com a produção de ROS via NADPH oxidase. Os mecanismos de interação 

entre Rac1 e NADPH oxidase são bastante discutidos e envolvem pelo menos 2 vias 

potenciais: 1) interação com p67phox (Ugolev et al, 2008), a qual, entretanto, é uma 

subunidade pouco expressa em VSMC (Lassegue & Clempus, 2003); 2) interação direta com 

subunidades catalíticas da Nox (Kao et al, 2008). Neste sentido, RhoGDI exerce papel 

fundamental no controle da associação da Rac ao complexo NADPH oxidase. No sistema 

livre de células em neutrófilos, o complexo entre RhoGDI e RacGDP (i.e., inativa) é 

praticamente tão eficiente quanto a RacGTP (i.e., ativa) em sustentar a ativação da NADPH 
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oxidase (Di-Poï et al, 2001). Em cardiomiócitos, há um requerimento essencial da RhoGDI 

para a produção de ROS dependente de Rac1 na hipertrofia cardíaca (Custodis et al, 2006). 

Este papel da RhoGDI está em sintonia com o efeito geral deste regulador de GTPases na 

polaridade celular, discutido acima para o caso de plantas (Carol et al, 2005), considerando 

que o silenciamento da RhoGDI induz neste modelo perda da produção localizada de ROS 

(Kost et al, 2005). De fato, a interação entre Rac e NADPH oxidase confere um caráter focal à 

produção de ROS na célula e é um importante mecanismo de compartimentalização da 

sinalização redox (Terada, 2006; Ushio-Fukai, 2006). De fato 

 

Sumário e Hipótese 

 

Em resumo, a PDI é uma proteína versátil com importante papel em processos que vão 

desde manutenção de funções fundamentais à homeostase celular à sinalização celular 

dependente de processos redox associados à NADPH oxidase. Contudo, apesar de inúmeros 

estudos demonstrando o efeito regulador da PDI no complexo NADPH oxidase, ainda não há 

evidência clara da relevância fisiológica desta interação. Mais ainda, os mecanismos 

específicos pelos quais a PDI converge com o complexo NADPH oxidase não são claros. 

Neste sentido, a hipótese geral de nosso estudo é que a PDI regula vias redox que governam a 

migração celular. Como ferramenta geradora de hipóteses para entender o mecanismo pelo 

qual a PDI regula a NADPH oxidase, foram analisadas redes de interação proteína-proteína, 

por métodos de Biologia de Sistemas, que identificaram possível convergência entre PDI e 

RhoGTPases e seu regulador RhoGDI. Desta forma, uma segunda hipótese de nosso estudo é 

que RhoGTPases são um possível mecanismo na regulação da NADPH oxidase e migração 

celular pela PDI.  

 

 
 
 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.Objetivos 
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2.1. Objetivo geral 

 

 Investigar, por meio de experimentos de perda e ganho de função, a importância da 

PDI na migração celular associada à ativação do complexo NADPH oxidase, bem como 

possíveis mecanismos envolvidos na interação entre a PDI e esse complexo enzimático 

durante a migração celular. 

 

 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1) Avaliar o efeito do silenciamento da PDI, bem como da expressão forçada de PDI 

“wild-type” na migração de VSMC in vitro. 

 

2) Analisar o efeito da transfecção de siRNA da PDI atividade e expressão de distintas 

isoformas da NADPH oxidase vascular e produção de ROS induzida por  PDGF.  

 

3) Investigar o envolvimento de Rho GTPases na regulação do complexo NADPH 

oxidase pela PDI. 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Métodos 
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3.1. Cultura de células 

 As células musculares lisas vasculares de coelhos (VSMC) pertencem a uma linhagem 

celular estabelecida e imortalizada por seleção pelo Prof. V. Buonassisi, da Universidade 

Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina e foram gentilmente disponibilizadas pela 

Profa. Helena B. Nader.  

 VSMC foram mantidas em frascos de cultura contendo meio completo F-12 Coon’s 

com penicilina/estreptomicina, suplementado com 10% (v/v) de SFB (Gibco BRL-Life 

Technologies Grand Island, NY, USA) e mantidos em estufa de 5% CO2. Para todos os 

experimentos as células foram carenciadas de 12-24h antes de adicionar o estímulo de Fator 

de Crescimento Derivado de Plaquetas-BB (PDGF). 

 O homogenato total foi obtido após raspagem das células em tampão de lise (50mM 

Tris, pH 7,4 contendo 0,1mM EDTA e EGTA e inibidores de protease - 1mM PMSF, 

10µg/ml leupeptina e aprotinina). Este homogenato foi sonicado (3x 10seg, 8W) e 

centrifugado a 12000 g, 4°C por 15 min, para a remoção de aglomerados celulares. Nos 

experimentos de imunoprecipitação, acrescentamos 1% Triton X-100 ao tampão de lise e as 

células foram deixadas por 30 min no gelo, seguida de centrifugação. Para os ensaios de pull- 

down com proteína de fusão, VSMC foram lisadas em tampão RIPA (50mM Tris pH 7,2, 

500mM NaCl, 10mM MgCl2, 1%Triton X-100, 0,1%SDS, 0,5% deoxicolato de sódio 

contendo inibidores de protease - descritos acima - e inibidores de fosfatase: 1mM 

ortovanadato e fluoreto de sódio). Após 10 min neste tampão, as células foram raspadas da 

placa e submetidas à centrifugação (12000 rpm, 15min). A dosagem de proteína foi realizada 

pelo método de Bradford (BioRad), utilizando-se uma curva de concentração com albumina 

bovina (BSA). 

 Em alguns casos, foi necessária a separação da fração de membrana. Resumidamente, 

para a obtenção da fração de membrana foram utilizados procedimentos já previamente 

validados, nos quais as células são raspadas em tampão de lise (descrito a cima), sonicadas 

(3x 10seg, 8W)  e centrifugadas (18.000 g por 15 min, 4OC), para a retirada de debris e 

células inteiras e o sobrenadante centrifugado a 100.000 g por 1h (Laurindo et al, 2002). A 

fração de membrana foi ressuspendida no mesmo tampão de lise inicial. 
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3.2. Transformação de bactérias e purificação do DNA plasmideal 

A transformação da E. coli (DH5α) com o plasmídeo específico foi realizada por 

choque térmico, como descrito por Sambrook & Russell (2001). Resumidamente, a bactéria 

competente foi incubada com o plasmídeo por 30 min em gelo, seguido de uma incubação por 

2 min 42°C e 1min no gelo. Após a adição de meio SOC as bactérias foram incubadas por 1h 

a 37°C para a posterior seleção das bactérias transformadas por plaqueamento em meio LB 

(Luria Bertani), Ágar (0,7%) e ampicilina (100 µg/ml). Algumas colônias foram selecionadas 

ao acaso para clonagem, extração e purificação do DNA plasmideal (Plasmid Mini Kit; 

Qiagen).  

 

3.3. Transfecção em VSMC 

3.3.1. Lipofectamina® 

 DNA plasmidial 

Para a transfecção de DNA plasmidial, 2. 105 cel/poço foram adicionadas em uma 

placa de 6 poços e carenciadas por 12-16h. Após 24h do plaqueamento 5 ug de DNA foram 

transfectadas, na presença de Lipofectamina® (5 µg/ml) em meio F12 na ausência de soro e 

antibióticos, por 8h.  Após 48h, algumas placas foram estimuladas com PDGF (100 ng/ml; 

indutor de migração celular). O vetor vazio (pcDNA3.1) foi utilizado como controle. A 

superexpressão da enzima foi confirmada por western blotting com anticorpo anti PDI. 

siRNA em VSMC 

Para a transfecção de siRNA, 1.105 células/poço foram adicionadas em uma placa de 6 

poços (ou 0,8. 106 em placa 100mm) e carenciadas por 12-16h. Após 24h do plaqueamento 

adicionamos 50 µM de siRNA contra PDI (sequencias # 1, 2 ou 3), ou sequencias de siRNA 

controle negativo (scrambled ou Stealth RNAi™ siRNA Negative Controls), 3 µl 

Lipofectamina® (ou 12,5 µl em placa 100mm) em meio F12 na ausência de soro e 

antibióticos, por 6h. Somente após 72h (com carênciamento prévio de soro por 12-16h) as 

células foram ou não estimuladas com PDGF (100 ng/ml).  
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3.3.2. Kit Nucleofactor Amaxa® 

Para a realização dos experimentos de single cell migration as células foram 

transfectadas utilizando-se aparelho e kit Amaxa®. Esses experimentos foram realizados na 

Université de la Mediterranée (Marseille).  

 As tranfecções com o Amaxa foram realizadas após tripsinização e contagem das 

células (4,8. 105células/tubo) foram centrifugadas e ressupendidas na solução do kit V 

(nucleofactor – Amaxa®) e eletroporadas pelo programa U-025. Após 48h (com 

carenciamento prévio de soro por 12-16h) as células foram incubadas ou com PDGF (100 

ng/ml). 

 

3.4. Atividade do complexo NADPH oxidase  

Após a transfecção ou não de VSMC com siRNA PDI, a atividade do complexo 

NADPH oxidase foi avaliado como descrito por Fernandes et al (2007). Para a análise da 

ativação do complexo da NADPH oxidase a fração de membrana foi preparada conforme 

procedimento padronizado em nosso grupo, descrito no item 3.1(Laurindo et al, 2002).  A 

atividade da NADPH oxidase foi medida em espectrofluorímetro conforme descrito por 

Fernandes et al (2007). A fração de membrana (15 µg) foi incubada com DHE (10 µM) em 

PBS (pH 7,4 contendo DTPA 100 µM) na presença de NADPH (50 µM); DNA (1,25 µg/mL) 

e DHE (10 µM) por 30 min a 37oC no escuro em placa de 96 poços (volume final de 120 µL). 

A fluorescência total foi medida usando-se filtro de rodamina (excitação 490 nm e emissão 

590 nm) em espectrofluorímetro de placa.  

 

3.5. Produção total de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

A produção de radical superóxido e ativação do complexo NADPH oxidase foram 

realizadas por métodos descritos por Fernandes (2007). A utilização do método da DHE para 

a detecção de espécies reativas de oxigênio em sistemas vasculares e para a medida da 

atividade da NADPH oxidase (recentemente validada em nosso laboratório) tem se mostrado 

eficiente e mais específica do que apenas a análise da fluorescência total. A DHE é permeável 

a membranas e sofre oxidação intracelular por espécies reativas de oxigênio, gerando dois 

produtos: 2-hidroxietídio (EOH, mais específico para superóxido) e etídio (E, relacionado a 
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vários outros oxidantes, como H2O2/peroxidases e grupos heme) (Papapostolou et al, 2004; 

Patsoukis et al, 2005). 

Para a análise da produção de radical superóxido, VSMC foram incubadas com DHE 

(50 µM) em PBS e DTPA 0,1mM por 30min e lisadas mecanicamente com acetonitrila 

(CH3CN). As amostras foram centrifugadas (12000rpm por 5min) e os sobrenadantes secos 

sob vácuo e os resíduos ressuspendidos em PBS e analisados por HPLC. A separação por 

HPLC foi realizada em coluna NovaPak C18, com gradiente linear de H2O: CH3CN (9:1v/v) 

+ TFA 0,1% para CH3CN (100%), com fluxo de 0,5 mL/min. DHE foi monitorada a 245 nm e 

EOH e E por detecção por fluorescência (excitação 510 nm e emissão 595 nm). A 

quantificação foi realizada pela integral das áreas dos picos correspondentes e comparação 

com as áreas obtidas de padrões autênticos submetidos às mesmas condições cromatográficas. 

A concentração dos padrões foi avaliada pela absortividade molar de cada composto e os 

picos foram separados com concentrações crescentes de CH3CN. Os dados são expressos pela 

taxa de oxidação de DHE em EOH e E, obtidos na mesma corrida cromatográfica. 

 

3.6. Migração Celular 

3.6.1. Câmara de Boyden 

 Os estudos de migração celular foram realizados em uma câmara de Boyden 

manufaturada pela Université de la Mediterranée (Marseille), cedida por coloboração com o 

Prof. Hervé Kovacic. Os ensaios foram realizados por método adaptado de Weber (2004). O 

estímulo para migração adicionado à parte de baixo da câmara foi o PDGF. Resumidamente, 

VSMC em confluência de 85% foram carenciadas por 12-16h, para minimização da 

proliferação celular.  Após tripsinização, VSMC (5.104 cels./poço; transfectadas ou não) 

foram transferidas para a parte superior da câmara, sobre a membrana de policarbonato 

(Whatman; 8 µm). Em experimentos com utilização de inibidor da produção de ROS (DPI), a 

adição deste foi realizada ao meio contendo as células antes de colocá-las na parte superior da 

câmera. Após o fechamento da Câmara, esta foi incubada no interior de uma caixa úmida, em 

estufa a 37ºC, por 4h. VSMC que não migraram foram removidas com cotonete e as demais, 

na parte inferior da membrana, foram fixadas com paraformaldeído (4%, por 30min). Após a 

fixação a membrana foi colocada sobre uma lâmina de vidro para microscopia em meio de 

montagem com glicerol (50%) e DAPI (1:100 – para coloração dos núcleos celulares), 

seguido da análise e quantificação em microscópio invertido (Axiovert 200, Zeiss). 
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3.6.2. Wound Healing 

 O ensaio de Wound Healing foi realizado conforme descrição por Taboubi et al 

(2007). Resumidamente, 2.105 células/poço foram passadas para placa de 12 poços (ou 7.104 

para lamínulas de vidro no caso de ensaios para imunofluorescência) e após ca.12h na placa, 

foram carenciadas por 24h, para minimização da proliferação celular. Foram realizadas duas 

escarificações lineares (em forma de risco) por poço com o auxílio de uma ponteira estéril. 

Após lavagem para retirada de células em suspensão, foram adicionadas 1 ml de meio sem 

soro na presença ou ausência de PDGF. Fotos de campos contendo as duas margens dos ricos 

foram tiradas no tempo 0 e 16h. A quantificação da migração foi realizada pela percentagem 

da área recoberta no tempo de 16h em relação ao tempo zero hora. Os dados foram expressos 

pela diferença entre a superfície recoberta em resposta ao PDGF e a condição basal (% 

superfície recoberta PDGF - superfície recoberta basal). 

 

3.6.3. Single cell Migration  

Todos os estudos de Single cell Migration foram padronizados e realizados na 

Université de la Mediterrranée (Marseille – Fr), segundo método descrito por Sadok, et al 

(2008). A matriz extracelular de colágeno I (10 µg/ml) foi adicionada à placa de 24 poços por 

1h, 37°C. Após esse período, a placa foi lavada 2vezes com PBS para retirada do excesso de 

matriz. VSMC foram soltas com tripsina e plaqueadas em baixa confluência (0,6.104 

cels/poço) na placa contendo matriz. Após o período de adesão (2h), as células foram ou não 

estimuladas com PDGF.  

A análise da migração foi realizada a 37°C em microscópio invertido (Leica DMIRB) 

em objetiva de x10. Com a uma vídeo câmera acoplada ao microscópio operada pelo 

Metamorph image analysis software (Princeton Instruments, Evry, France) foram 

fotografados 3 campos por poço, em um intervalo de 5min, por 16h. As imagens obtidas (em 

formato ND2) foram convertidas em AVI, utilizando o software ImageJ (time-lapse movies; 

manual traking pluging). As coordenadas (X, Y) obtidas do rastreamento de cada célula foram 

utilizadas para ao cálculo da distância total percorrida, distância do ponto de origem e 

persistência direcional da migração. A distância total percorrida representa a soma de todos os 

deslocamentos de cada célula durante o período de 16h. A distância do ponto de origem 

representa o deslocamento entre o ponto inicial e final. A persistência direcional da migração 

foi calculada utilizando-se a distância do ponto de origem (durante o período de 16h) dividido 
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pela distância total percorrida durante este período. Os experimentos foram realizados em 

duplicata e a quantificação foi feita com no mínimo 30 células por monoplicata.  

 

3.7. Atividade RhoA e Rac1 

 A análise da atividade de Rho e Rac foi realizada por ensaios de pull-down com 

proteína de fusão conforme descrito por Ren et al (1999). Os ensaios de pull-down com  

RBD-GST (Glutationa S-Transferase ligada a “Rhotekin Binding Domain”), para análise da 

atividade de Rho, foram realizados em colaboração com o Dr. Fábio Forti (Instituto de 

Química da Universidade de São Paulo). A proteína de fusão PBD-GST (Glutationa S-

Transferase ligada a “Pak1 Binding Domain”), utilizada para análise da atividade de Rac, foi 

gentilmente cedida pela Dra. Ulla Knaus (The Scripps Research Institute – California/USA). 

 

3.7.1. Preparação dos beads ligados à RBD-GST ou PBD-GST 

Após termo-transformação de bactérias BL21 com o plasmídeo contendo a proteína de 

fusão (conforme descrito no item 4.2), algumas colônias foram selecionadas ao acaso para 

incubação da pré-cultura. A cultura foi realizada em 3L de meio 2YT contendo 100 µg/ml de 

ampicilina, a 37°C até alcançar a OD600 = 0,6 (cerca de 2-3h) e adicionou-se 1 mM de IPTG 

incubando por mais 2h. A suspensão de bactérias foi centrifugada por 10 min a 8krpm a 4°C. 

O sedimento foi ressuspendido em 20 ml de tampão A (50mM Tris pH 7,5, 1%Triton X-100, 

150mM NaCl, 5mM MgCl2) contendo inibidores de protease e fosfatase (0,1µM aprotinina e 

leupeptina, 1mM PMSF, 1mM DTT, 1mM ortovanadato e fluoreto de sódio). As bactérias 

foram sonicadas em gelo por 10 ciclos de 1min (60W). A suspensão foi submetida a nova 

centrifugação (14000rpm, 30min, 4°) e posteriormente  ressuspendida em tampão A contendo 

10% de glicerol. Metade do sobrenadante foi aliquotado em ependorf e armazenado à -80°C. 

Para ligar a proteína de fusão em beads, adicionamos 0,5ml de resina (Glutationa Sepharose 

4B – Amersham Biosciences) à outra metade do sobrenadante e incubamos, sob agitação 

orbital, por 1h30min, 4°C. Após a incubação, os beads foram submetidas a novas 

centrifugações (3000rpm, 3min, 4°C) para as lavagens (6x) em tampão B (50mM Tris pH 7,5, 

0,5%Triton X-100, 150mM NaCl, 5mM MgCl2) contendo inibidores de protease e fosfatase. 

Após a última centrifugação os beads, ligados à proteína de fusão, foram ressuspendidos em 

tampão B com 10% glicerol.   
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3.7.2.  Pull-down com proteína de fusão 

Para este ensaio, após a lise celular (descrita no item 4.1), 0,5 mg de homogenato de 

VSMC foram adicionados à 20 µg de proteína de fusão (RBD-GST ou PBD-GST) em um 

ependorf por 1h30min, 4°C, sob agitação. Após esse período os beads foram lavados (4x) em 

tampão B (acrescido de inibidores de protease e fosfatase) sempre com centrifugações 

alternadas de 3min cada a 3000 rpm e a 4°C. Após a última centrifugação, os beads foram 

ressuspendidos em 20 µl de tampão de tampão de amostra e submetidos à análise western. 

 

3.8. Análise Western   

 Após os diferentes tratamentos, as células foram lisadas, a proteína dosada por método 

de Bradford (Bio Rad) e o extrato total (30µg proteína) submetido a SDS-Page em gel de 

poliacrilamida 12% ou 15% (no caso das RhoGTPases) e transferido para membrana de 

nitrocelulose. A membrana foi incubada por 1h em tampão de bloqueio contendo TBS (tween 

0,05%), pH 7,4. As proteínas foram identificadas utilizando anticorpo primário (1:1000) anti 

PDI de camundongo (Stressgen), anti Rac1 de camundongo (Abcam), anti RhoA de 

camundongo (Santa Cruz), anti RhoGDI de coelho (Abcam) ou anti β-actina de camundongo 

(1:10000; Sigma) incubados por 12-16h. O anticorpo secundário anti-IgG conjugado com 

HRP de camundongo ou coelho (Calbiochem), foi incubado por 1 hora e revelados por 

quimiluminescência (ECL; Amershan-Pharmacia), seguido por exposição a filmes 

radiográficos. 

 

3.9. Prospecção de potenciais interações da PDI por métodos de Biologia de Sistemas 

 Todos os dados obtidos por métodos de Biologia de Sistemas foram 

realizados/analisados em colaboração com a Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS) pelo Prof. Dr. Diego Bonatto.  

 

3.9.1 Desenho da rede de interação proteína-proteína (PPPI) e analise topológica global 

Os dados de interatoma obtidos a partir da PDI humana foram utilizados para obtenção 

de informações sobre o potencial de interações com outras proteínas no contexto de interações 

físicas proteína-proteína (PPPI) em Homo sapiens. Neste sentido, o desenho da rede principal 

(Fig. 14) foi realizado utilizando-se o software Cytoscape, version 2.6.3 (Shannon et al, 
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2003). Com este propósito utilizamos dados de PPPI disponíveis no banco STRING 9 

(http://string.embl.de), utilizando os seguintes parâmetros: número máximo de 50 interações; 

numero de confiança médio ou padrão (0.700 ou 0.400, respectivamente); e profundidade da 

rede igual a 1 com adição de novos nós até a saturação da rede. As redes obtidas com esta 

primeira seleção foram combinadas em uma única rede maior utilizando-se um plugin do 

software Cytoscape (Fig. 14). Esta rede principal foi analisada com outro pluging do software 

Cytoscape, Molecular Complex Detection (MCODE; http://www.cytoscape.org/plugins2.php) 

(Bader & Hogue, 2003), para detector sub-redes ou grupos de proteínas representando 

diferentes processos biológicos. 

 

3.9.2. Centralidade das redes e análise topológica 

A centralidade das redes foi avaliada utilizando-se o plugin Cyto-Hubba (do software 

Cytoscape; http://hub.iis.sinica.edu.tw/cytoHubba) (Lin et al, 2008). A análise de clustering 

de ontologia gênica (GO) foi realizada utilizando-se o plugin Biological Network Gene 

Ontology (BiNGO; do software Cytoscape; 

http://chianti.ucsd.edu/cyto_web/plugins/index.php) (Maere et al, 2005). O grau de 

enriquecimento funcional para cada cluster e categoria foi quantificado utilizando-se a 

ferramenta de distribuição hipergeométrica (Rivals et al, 2007) e múltiplos testes de correção 

foram aplicados utilizando o teste de taxa de falsos positivos (Benjamini & Hochberg, 1995). 

Os processos biológicos super-representados nas redes de interação foram obtidos após a 

aplicação do teste de taxa de falsos positivos, com valor de significância de 0,05. 

 

3.10. Análise Confocal  

 A análise do padrão de F-actina foi realizada por experimentos com microscopia 

confocal a laser (Microscópio Zeiss LSM510-Meta). Após estímulo com PDGF, VSMC 

foram fixadas com paraformaldeido (4%) por 1h, 4°C e permeabilizadas em PBS contendo 

Nonidet p40 (0,1%) por 30min, 37°C; seguido por bloqueio em PBS/BSA (2%) por 30min, 

37°C.  Os anticorpos primários foram incubados por 12-16h na presença de faloidina/Alexa 

633 (1:200). Os anticorpos primários foram: PDI de camundongo (Enzo Life Science) ou 

coelho (Enzo Life Science), anti paxilina de coelho (Abcam), anti Rac1 de camundongo 

(Abcam), anti RhoGDI de coelho (Abcam). O DAPI (1:100) foi incubado simultaneamente 

aos anticorpos secundários conjugados a Alexa (A488 coelho ou A546 camundongo) por 
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1h,30min, 25°C no escuro. Após essas incubações, aplicou-se meio de montagem (50% 

glicerol em PBS) e fechou-se a lamínula com esmalte para posterior análise. 

 

3.11. Imunoprecipitação 

 Para este ensaio, após a lise celular (descrita no item 4.1). O Homogenato total (1 mg) 

foi adicionado ao anticorpo de interesse (mouse anti-PDI 10µg, Enzo Life Science; ou anti-

Rac1, 5 ug, Abcam), por 12-16h, sob agitação, 4°C (em eppendorf previamente bloqueado 

com 0,5% de albumina bovina por 20min, 25°C). Posteriormente, foram adicionados 100µl de 

bead ligada à proteína G Sepharose, por 2h, sob agitação, 4°C. A lavagem das beads foi 

realizada 5 vezes com centrifugações a 12000g, 4°C, em tampão Ripa (50mM Tris pH 7.5, 

0.5% Triton X-100, 150mM NaCl, 5mM MgCl2). Após a última lavagem, foi adicionado 

Laemmli buffer e as amostras foram incubadas a 100°C por 10min. O sobrenadante foi 

submetido à análise western. 

 

3.12. Análise estatística 

 Os valores foram expressos como média ± desvio padrão da média. As análises  

estatísticas foram realizados através de teste t de Student  para os valores não pareados ou 

análises de variancias (ANOVA), seguido por Newman-Keuls, ou Dunnett (conforme descrito 

em cada gráfico), com grau de significância de 0.05. O software utilizado foi GraphPad Prism 

v.5 software.  

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados 
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4.1. Efeito de curva dose-resposta de PDGF na migração de VSMC. 

Inicialmente foram realizados estudos para estabelecer as condições ideais nos ensaios 

de migração celular em Câmara de Boyden (Fig.3.A) e Wound Healing (Fig.3.B). Nesses 

ensaios, foram usados crescentes concentrações do indutor de migração celular PDGF 

(conhecido ativador de ROS) (Sundaresan et al, 1995; Weber et al, 2004). Após a realização 

desses ensaios e a análise da literatura, padronizamos a concentração ideal de PDGF para 

nossos ensaios: 100 ng/ml. 

 

4.2. Produção de ROS e atividade NADPH oxidase em VSMC após curva tempo-

resposta de PDGF  

 As curvas tempo-resposta para PDGF (100 ng/ml) na produção total de ROS e 

atividade NADPH oxidase foram avaliadas pela análise dos produtos da oxidação de DHE por 

HPLC e por DHE na microplaca, respectivamente. Na análise da produção total de ROS, 

PDGF aumentou o sinal de hidroxietidio (EOH) após 1, 2 e 3h e o de etídio (E) após 2 e 4h 

(Fig.4.A e B.), indicando respectivamente a produção de superóxido e de outros produtos 

oxidantes, conforme resultados de nosso laboratório (Fernandes et al, 2007) e da literatura  

(Fink et al, 2004; Papapostolou et al, 2004; Patsoukis et al, 2005). A ativação do complexo 

NADPH oxidase iniciou-se em tempos menores, de 30min e 2h (Fig.5), sugerindo, de acordo 

com a literatura, que Nox(s) estejam envolvidas na sinalização da migração celular (Schröder 

et al, 2007; Weber et al, 2004).  

 
4.3. Efeito do difenileno-iodônio na migração celular de VSMC. 

Para entender o possível papel do complexo NADPH oxidase na migração celular 

induzida por PDGF em VSMC, ensaios de migração celular por câmara de Boyden foram 

realizados na presença e ausência do inibidor de flavoenzimas Difenileno-iodônio (DPI; 

inibidor inespecífico da produção de ROS por NADPH oxidases). Nesse ensaio, DPI 

promoveu inibição praticamente total da migração celular induzida por PDGF (Fig.6).  

 

4.4. Expressão/localização de PDI após estímulo com PDGF 

Para avaliar os efeitos do estimulo pró-migratório (PDGF) na PDI analisamos 

possíveis alterações na expressão e localização de PDI. Estudos de microscopia confocal 

mostraram mudanças significativas no padrão de expressão/localização da PDI após estímulo 

com PDGF (Fig.7.A). Na condição basal, a expressão da PDI é bastante intensa na região 

perinuclear, conforme evidenciado por gráfico de intensidade celular (gerado pelo software do  
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A)                                                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3. Curva dose-resposta do efeito de PDGF na migração celular de VSMC, avaliada 
por dois distintos modelos. A) Câmara de Boyden (N=4). B) Wound Healing (N=2; 
duplicata). *P<0,005 vs basal sem PDGF. Anova - "Dunnett's Multiple Comparison Test". 
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A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4. Curva tempo-resposta do efeito de PDGF no aumento da produção de ROS em 
VSMC. A produção de ROS foi medida pela análise dos produtos de oxidação de DHE por 
HPLC,  medidos por fluorescência (excitação 510 nm e emissão 595 nm). A quantificação foi 
feita pela integral das áreas dos picos de A) 2-hidroxietidio (EOH) e B) etídio (E), 
normalizada por DHE consumida (245 nm). Basal, VSMC sem estímulo.. *P<0,05 vs basal. 
Anova - "Dunnett's Multiple Comparison Test". N=4. 
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Fig.5. Curva tempo-resposta do efeito de PDGF no aumento da atividade NADPH 
oxidase em VSMC. A atividade enzimática foi avaliada em fração de membrana (15µg 
proteína) de VSMC pela fluorescência total medida em espectrofluorímetro de placa. 
(excitação 490nm e emissão 590nm). *P<0,05 vs basal sem estímulo. Anova - "Dunnett's 
Multiple Comparison Test". N=4 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.6. Efeito inibitório de DPI na migração celular de VSMC induzida por PDGF. A 
migração celular foi quantificada no modelo de quimiotaxia em Câmara de Boyden na 
presença do inibidor de flavoenzimas e da produção de ROS por NADPH oxidases. *P<0,005 
vs controle sem PDGF; ** vs controle com PDGF. Anova - "Newman-Keuls Multiple 
Comparison Test".  N=4 
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A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B)                                                                      C) 
 
                                                                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.7. PDGF induz redistribuição subcelular da PDI, sem alterar a expressão total da 
proteína.  A) Figura representativa da localização da PDI por microscopia confocal e gráfico 
representativo desta expressão (gerado pelo software do Laser Scanning microscopy, Zeiss) 
na presença ou ausência de PDGF 100 ng/ml, por 7h. B) Gráfico representativo da análise 
(por software de morfometria QWin) dos pontos de maior intensidade na fluorescência da PDI 
na presença ou ausência de PDGF 100 ng/ml, por 7h. C) Western blot da expressão de PDI 
em homogenato total de VSMC na presença de PDGF nos tempos indicados. *P<0,0001 vs 
controle sem superexpressão de PDI. Teste t não pareado. N=3. 
 

Basal PDGF

+-
intensity

Basal PDGF

+-
intensity

+-
intensity

20

Basal PDGF 
0

5

10

15

*

Á
re

a 
de

 m
ai

or
 in

te
ns

id
ad

e 
de

 
ex

pr
es

sã
o 

da
 P

D
I/á

re
a 

ce
lu

la
r 20

Basal PDGF 
0

5

10

15

*

Á
re

a 
de

 m
ai

or
 in

te
ns

id
ad

e 
de

 
ex

pr
es

sã
o 

da
 P

D
I/á

re
a 

ce
lu

la
r

Basal   30`     1h      4h     6h      8h

PDI

β-actina

PDGF (100 ng/ml)

Basal   30`     1h      4h     6h      8h

PDI

β-actina

PDGF (100 ng/ml)



Resultados  -  47 
 

 

Laser Scanning microscopy, Zeiss - Fig.7.A) ou por quantificação das áreas de maior 

intensidade de fluorescência (por software QWin - Fig.7.B). Após estímulo com PDGF, essa 

expressão tornou-se menos intensa na região perinuclear e passou a ser mais difusa, 

abrangendo uma área maior do citoplasma (Fig.7.A). Tal expressão mais difusa da PDI à 

microscopia confocal gerou uma imagem que poderia à primeira vista sugerir redução 

aparente na expressão da proteína. Entretanto, esta impressão parece ser apenas conseqüência 

do método de detecção, pois a análise western homogenato total de VSMC não mostrou 

alteração na expressão de PDI após estímulo com PDGF (30min, 1h, 4h, 6h e 8h - Fig.7 C). 

 

4.6. Produção total de ROS em VSMC após silenciamento da PDI 

A produção total de ROS, em VSMC deficientes em PDI, foi investigada pela análise 

dos produtos da oxidação de DHE por HPLC. O silenciamento da PDI nessas células impediu 

o aumento da produção total de ROS induzida por PDGF, comparada às células controle 

(Fig.8.A e B). Estes resultados confirmam e ampliam observações prévias de nosso grupo 

mostrando que PDI é essencial à produção de ROS estimulada por outro fator de crescimento, 

a angiotensina II (Fernandes et al, 2009). 

 

4.7. Expressão de mRNA Nox1 e Nox4 em VSMC com silenciamento da PDI 

 A análise de possíveis alterações na expressão de mRNA da Nox1 e Nox4 foi 

investigada por PCR em tempo real. Em VSMCs controle observamos um aumento 

significativo na expressão do mRNA da Nox1. O silenciamento da PDI, na presença de PDGF 

(100 ng/ml), reduziu significativamente a expressão do mRNA da Nox1 quando comparada 

ao controle sem transfecção ou ao controle com Lipofectamina® (Fig.9.A). Nas mesmas 

condições, não existem mudanças significativas na expressão do mRNA da Nox 4 (Fig.9.B). 

 

4.8. Efeito do silenciamento da PDI na migração celular em Câmara de Boyden e Wound 

Healing.  

A Câmara de Boyden é um modelo de migração por quimiotaxia que mede a resposta 

de uma população de células a um determinado tratamento. Apesar de não ser um método 

eficiente para investigação de formato e posição celular (necessários para aprofundar o 

entendimento de certos mecanismos), é um método sensível e eficiente para testar 

intervenções que possam alterar migração celular (Gerthoffer et al, 2007). Desta forma, 

estudos adicionais foram realizados com outros modelos de migração celular. O wound  
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A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.8. O silenciamento da PDI reduz a produção de ROS induzido por PDGF.  A 
produção de ROS foi medida pela análise dos produtos de oxidação de DHE, por HPLC, 
medidos por fluorescência (excitação 510 nm e emissão 595 nm). A quantificação foi feita 
pela integral das áreas dos picos de A) 2-hidroxietídio (EOH) e B) etídio (E), normalizada por 
DHE consumída (245 nm). Controle, VSMC sem transfecção; ScrRNA, controle negativo de 
transfecção (sequência de siRNA scrambled); siRNA PDI, siRNA contra a sequência da PDI.  
*P<0,05 vs controle sem PDGF. Anova - "Dunnett's Multiple Comparison Test". N=4. 
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A)                                                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9. O silenciamento da PDI bloqueia a expressão do mRNA da Nox1 induzido por 
PDGF, sem alterar significativamente a expressão do mRNA da Nox4. Expressão do 
mRNA de Nox(es) por PCR em tempo real na ausência e presença de PDGF por 4h. A) 
mRNA Nox1, B) mRNA Nox4. Controle, VSMC sem transfecção; Lipo, controle negativo 
de transfecção (Lipofectamina®); siRNA PDI, siRNA contra a sequência da PDI. *P<0,005 
vs controle sem PDGF; ** vs. controle com PDGF. Anova - "Dunnett's Multiple Comparison 
Test". N=4 
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healing permite análise global de aspectos morfológicos e o single cell analysis permite o 

estudo de outros aspectos como a persistência direcional na migração celular. 

Os ensaios de Câmara de Boyden em VSMC sugerem que o silenciamento da PDI 

(com duas diferentes sequências de siRNA) reduz a migração celular, em comparação às 

células controle (Fig.10.A e B).  

 

Para confirmação adicional do efeito do silenciamento da PDI na migração celular 

realizamos experimentos de migração celular pelo modelo de wound healing. Neste ensaio, 

foi possível evidenciar uma redução bastante significativa na migração dependente de PDGF 

(representado pela diferença entre a superfície recoberta em VSMC sob estimulo com PDGF e 

VSMC na condição basal; Fig.11). Os resultados obtidos por este modelo corroboram as 

observações obtidas pelo modelo de migração em Câmara de Boyden, indicando que a PDI é 

capaz de sustentar a migração celular induzida por PDGF em VSMC.  

 

4.9. Efeito do silenciamento da PDI na persistência direcional da migração de VSMC 

pelo modelo de Single cell Migration. 

Os experimentos de Single cell Migration foram realizados na U. de la Mediterrannée, 

Marseille, em colaboração com o Prof. Hervé Kovacic. Para a padronização inicial deste 

modelo, a migração celular foi observada na presença e ausência de duas diferentes matrizes 

extracelulares: Colágeno I (10 µg/ml); Fibronectina (5 µg/ml). Na ausência de matriz ou na 

presença da matriz de fibronectina, as células demoraram muito para aderir e começaram a 

migrar, na presença de PDGF, somente após 8h de ensaio (dados não mostrados). Desta 

forma, os experimentos foram realizados somente na presença de matriz de colágeno I. 

   

 A análise da persistência na direção da migração de VSMC em colágeno I, sugere que 

o silenciamento da PDI promove significativa redução na persistência da migração induzida 

por PDGF em relação às células transfectadas com controle negativo (Stealth RNAi™ siRNA 

Negative Controls - Fig.12.A). Estes resultados reforçam a idéia de que a PDI é necessária 

para sustentar a migração induzida por PDGF. 
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A)                                                                           B) 
 
                       
 
 
 
                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                            
 
 
 
 
 
 
C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.10. O silenciamento da PDI inibe a migração celular de VSMC induzida por PDGF, 
pelo  modelo de câmara de Boyden. A-B) Migração celular pelo modelo de quimiotaxia em 
câmara de Boyden com duas diferentes sequências de siRNA contra PDI (PDI siRNA #2 e #3, 
respectivamente). C) Análise western do silenciamento da PDI após transfecção com siRNA 
contra PDI.  Ctl, VSMC sem transfecção; Lipo, controle negativo de transfecção 
(Lipofectamina®); ScrRNA, controle negativo de transfecção (sequência de siRNA 
scrambled); siRNA PDI, siRNA contra a sequência da PDI. *P<0,005 vs controle sem PDGF; 
** vs controle com PDGF. Anova - "Newman-Keuls Multiple Comparison Test". N=4. 
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Fig.11. O silenciamento da PDI inibe a migração celular de VSMC induzida por PDGF, 
no modelo de Wound Healing. Figura representativa da diferença entre a % superfície 
recoberta em VSMC sob estímulo com PDGF e condição basal, após 16h de ensaio. 
Controle, VSMC sem transfecção; Lipo, controle negativo de transfecção (Lipofectamina®); 
ScrRNA, controle negativo de transfecção (sequência de siRNA scrambled); siRNA PDI, 
siRNA contra a sequência da PDI. *P<0,005 vs controle sem PDGF; ** vs controle com 
PDGF. Anova - "Newman-Keuls Multiple Comparison Test". N=3. 
 

 

4.10. Efeito da superexpressão de PDI na migração celular de VSMC. 

 Estudos com ganho de função da PDI (por superexpressão de PDI selvagem) também 

foram avaliados pelo modelo de Câmara de Boyden. Transfecção com plasmídeo da PDI 

induziu um aumento de ca. 2 vezes na expressão da proteína (Fig.13.C). Na condição basal 

(sem estímulo migratório), observamos um aumento espontâneo (35%) na migração das 

células com overexpressão de PDI, em relação ao controle transfectado com vetor vazio 

(Fig.13.A), reforçando a idéia de um envolvimento da PDI na migração celular. Por outro 

lado, sob estímulo com PDGF, a migração por quimiotaxia não se alterou em VSMC após 

superexpressão de PDI (Fig.13.B).  
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A) 
 
 
                                                                       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.12. O silenciamento da PDI reduz a migração celular de VSMC induzida por PDGF, 
pelo modelo de single cell migration. A) Persistência direcional da migração celular 
(distância do ponto de origem/distância total percorrida) no modelo de single cell migration 
acompanhado por 16h  B) Anaáise western da expressão da PDI após transfecção com siRNA 
contra PDI.  ScrRNA, controle negativo de transfecção (Stealth RNAi™); siRNA PDI, 
siRNA contra a sequência da PDI. A quantificação foi feita no mínimo com 30 células por 
monoplicata, em  experimentos realizados em duplicata. N=2.  
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A)                                                                        B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.13. A superexpressão da PDI induz aumento espontâneo na migração de VSMC, na 
condição basal, no modelo de Câmara de Boyden. A) Migração espontânea de VSMC com 
superexpressão da PDI. B) Migração induzida por PDGF de VSMC com superexpressão de 
PDI. C) Análise western da expressão de PDI após a superexpressão de PDI. Vetor vazio, 
controle negativo de transfecção; PDI, VSMC transfectada com sequência da PDI selvagem. 
*P<0,04 vs controle sem superexpressão de PDI. Test t não pareado. N=5 
 

 

4.11. Estudos do interatoma da PDI por meio de mapas de interação proteína-proteína 

por métodos de Biologia de Sistemas 

 As evidências de modulação da produção de ROS (proveniente da NADPH oxidase) e 

migração celular pela PDI instigaram a busca de um mecanismo pelo qual a PDI está 

envolvida na migração e ativação da NADPH oxidase. Desta forma, possíveis proteínas e/ou 

mecanismos e processos biológicos associados ligados à PDI foram investigados pela análise 
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de mapas de interação física proteína-proteína (PPPI) no banco de dado STRING. Proteínas 

compartilhadas e sub-redes presentes na rede principal (Fig.14) foram identificadas e 

recuperadas (utilizando-se o CytoscapeMCODE) e submetidas à análise de ontologia gênica 

(GO) para a obtenção de informações sobre a natureza e número de sub-gráficos pertencentes 

à rede e seus processos biológicos associados.  

Os resultados obtidos (MCODE e análise GO) mostraram que a rede de interações 

proteína-proteína contém 159 nós e 565 conectores compostos por dois clusters 

interconectados, cada um contendo diferentes processos biológicos (cluster 1 e 2). Pela 

análise GO do cluster 1, (Fig. 15) foram identificados os seguintes processos biológicos, 

classificados em: (i) transdução de sinal intracelular, (ii) metabolismo de espécies reativas de 

oxigênio, (iii) Transdução de sinal mediada por pequenas GTPases, (iv) processos 

regulatórios no sistema circulatório e (v) estresse do reticulo endoplasmático. No cluster 2, os 

 

 

 

 
 
Fig.14. Rede de interações proteina-proteína (PPPI) obtida a partir de dados de 
interatoma da PDIA2 de humano. As sub-redes e nós não agrupados que compõem a rede 
PPPI estão indicadas pelos diferentes formatos de nós (inset). Os nós são representados na 
PPPI por uma escala de cores que indica o valor do escore (do maior para o menor valor, 
conforme o inserto da figura).  
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processos biológicos foram classificados em: (i) hematopoiese e diferenciação de leucócitos, 

(ii) regulação positiva da cascata de JAK-STAT, e (iii) sinalização de vias ER-nucleo (dados 

não mostrados). 

Os dados gerados nesta análise inicial de biologia de sistemas nos incentivaram a 

buscar mais informações sobre os nós envolvidos na interação com PDI, utilizando redes de 

centralidade. As redes de centralidade identificam os nós (e seus consequentes processos 

biológicos) que possuem posição relevante na arquitetura geral da rede (Borgatti, 2005). 

Muitos dos nós de uma rede que mostram valores elevados de centralidade são importantes 

pontos de vulnerabilidade, indicando que um ataque a esses nós pode gerar grandes 

perturbações na rede 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.15. Sub-rede de proteinas (cluster 1) associada à transdução de sinal intracelular, 
metabolismo de espécies reativas de oxigênio, transdução de sinal mediada por pequenas 
RhoGTPases, processos do sistema sanguineo e circulatório e estresse do retículo 
endoplasmático. Os nós são representados no cluster 1 por escala de cores que indicam o 
valor do escore de cada nó (do maior para o menor valor, conforme o inseto da figura).  
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A análise de centralidade da rede maior de interações proteína-proteína (Fig. 14) 

indicou a presença de 50 nós com diferentes escores (Fig. 16), que correspondem a ~31% de 

todos os nós presentes na rede. É interessante ressaltar que os nós com maior grau de 

interação correspondem a proteínas associadas à sinalização de pequenas GTPases, NADPH 

oxidase, sinalização intracelular e PDIA2 (Fig. 15). Devido à convergência entre PDI e 

GTPases em nós centrais da rede, levantamos a hipótese de que proteínas da família da 

RhoGTPases são vias proximais de interação de PDI com a NADPH oxidase.  Tal proposta 

está de acordo com as características conhecidas de RhoGTPases, particularmente incluindo a 

recente descrição da localização desses interruptores moleculares proteicos na fração do 

reticulo endoplasmático, em co-fracionamento com a PDI (Boulter et al, 2010), além do 

conhecido tráfego subcelular para membranas e suporte essencial à isoformas Nox1, Nox2 e 

Nox3 da NADPH oxidase (Hordijk, 2006; Brown & Griendling, 2009).    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.16. Sub-rede associada a nós obtida a partir da análise de centralidade da rede 
maior de PPPI. Os nós são representados por escala de cores que indicam o valor de escore 
de cada nó (do maior para o menor valor, conforme inserto da figura).  
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4.12. Efeito do silenciamento da PDI na atividade de RhoA e Rac1 

 Para investigar se a PDI é necessária para sustentar a atividade de RhoGTPases, 

avaliamos o efeito do silenciamento da PDI na atividade Rac1 e RhoA pelo ensaio de pull-

down com proteína de fusão (RBD-GST e PBD-GST, respectivamente), seguido por 

eletroforese em SDS-PAGE. 

 Em VSMC controle, a indução da migração celular por PDGF promoveu discreto 

aumento na atividade de Rac1 e RhoA quando comparado à condição basal. Em VSMC com 

silenciamento da PDI, a presença do PDGF reduziu a ativação tanto da Rac1(Fig.17.A)  como 

da RhoA (Fig.17.B). A análise da diferença de ativação de GTPase entre as células com 

PDGF e basal, mostrou redução significativa da atividade de Rac1 e RhoA em VSMC com 

silenciamento da PDI em comparação às células controle (Fig.17.A e B). É importante 

ressaltar que apesar das alterações na atividade de RhoGTPases,  a expressão total Rac1, 

RhoA ou RhoGDI não se alterou após diferentes tempos de estimulo com PDGF (30min, 1h, 

4h, 6h e 8h) ou nas células com silenciamento da PDI (Fig. 18.A e B). 

 

4.13. Análise da co-localização entre PDI e RhoGTPases por microscopia confocal. 

 Estudos de microscopia confocal mostraram uma co-localização entre PDI e Rac1 

tanto na condição basal ou sob estímulo de PDGF (Fig.19). Esta co-localização ocorre em 

pontos focais, de modo predominante na região peri-nuclear, um pouco menos evidente em 

locais mais distantes e praticamente ausente na membrana plasmática, aonde a Rac1 aparece 

isoladamente principalmente após incubação com PDGF. A análise confocal entre PDI e 

RhoGDI mostrou na condição basal uma discreta co-localização  entre as duas proteínas em 

pontos específicos peri-nucleares, que foi diminuída após estimulo com PDGF (Fig.20). Nas 

condiçoes testadas, o anticorpo contra RhoA mostrou-se ineficiente para experimentos de 

imunofluorescência. Esse tipo de ensaio possui limitações técnicas, mas os resultados 

sugerem que apenas uma fração de Rac ou RhoGDI interage com PDI ou ainda que essa 

interação é transitória.  
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Fig.17. O silenciamento da PDI, sob estímulo com PDGF (2h) diminui a atividade de 
Rac1 e RhoA, detectadas pelo ensaio de pull-down. A) Ensaio de pull-down com PBD-GST 
para análise de Rac1 ativa. B) Ensaio de pull-down com RBD-GST para análise de RhoA 
ativa. Ctl, VSMC sem transfecção; ScrRNA, controle negativo de transfecção (sequência de 
siRNA scrambled); siRNA PDI, siRNA contra a sequência da PDI. *P<0,05 vs controle. 
Anova - "Dunnett's Multiple Comparison Test". N=3 
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A)                                                                        B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.18. A expressão total de Rac1, RhoA e RhoGDI se mantém inalterada após estímulo 
com PDGF ou silenciamento da PDI, em VSMC. Western blot representativo da expressão 
de proteínas após A) diferentes tempos de exposição ao PDGF ou B) após o silenciamento da 
PDI. Basal, VSMC sem estímulo; Controle, VSMC sem transfecção; ScrRNA, controle 
negativo de transfecção (sequência de siRNA scrambled); siRNA PDI, siRNA contra a 
sequência da PDI. N=3 
 
 

 

4.14. Análise da interação física entre PDI e Rac1, RhoA ou RhoGDI por ensaios de  co-

imunoprecipitação (co-Ip). 

 A imunoprecipitação da PDI por anticorpo específico, seguida por análise western 

para GTPases, mostrou interação física da PDI com Rac1 ou RhoA. A fração que co-

imunoprecipitou foi inalterada após estimulo com PDGF (10min e 2h, Fig.21).  A 

immunoprecipitação da Rac1, seguida de análise western da PDI, confirmou os resultados 

anteriores (Fig.21).  

Experimentos com co-imunoprecipitação da RhoGDI mostraram uma clara interação 

física com a PDI na condição basal. Após o estimulo com PDGF (10min e 2h), essa interação 

física foi reduzida (Fig.22.A).  

É importante ressaltar que os experimentos de análise western não mostraram 

diferença significativa na expressão total de Rac1, RhoA, RhoGDI  ou PDI nos diferentes 

tempos de estimulo (Fig. 22.B). 
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Fig.19. Experimentos de co-localização entre PDI e Rac1 em VSMC, por microscopia 
confocal. Figura representativa da imunodetecção da PDI (verde), Rac (vermelho), pontos de 
co-localização (amarelo) e núcleo (corado por DAPI – Azul) em VSMC submetida a wound 

healing, sob estímulo de PDGF (7h). Figura representativa de fatiamento 0,5µm, por 
microscopia confocal. No mínimo 20 células foram observadas por condição. N=3. 
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Fig.20. Experimentos de co-localização entre PDI e RhoGDI por microscopia confocal. 
Figura representativa da imunodetecção de PDI (vermelho), RhoGDI (verde), pontos de co-
localização (amarelo) e núcleo (corado por DAPI – Azul) em VSMC submetida a wound 

healing sob estímulo de PDGF (7h).  Figura representativa de fatiamento 0,5µm, por 
microscopia confocal. No mínimo 20 células foram observadas por condição. N=3. 
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Fig.21. Interação entre PDI e RhoA ou Rac1, inalterada após estímulo com PDGF. 
Imunoprecipitação de PDI, seguida por análise western da RhoA (painel superior) ou Rac1 
(painel central) ou Imunoprecipitação de Rac1 seguido da análise western de PDI (painel 
inferior). Basal, VSMC sem estímulo; PIP, sobrenadante pós-imunoprecipitação (contendo 
excesso de proteínas não-aderidas aos beads); última lavagem, última lavagem dos beads 
antes de eluição das proteínas para análise western; IgG, 1µl de anticorpo utilizado para 
imunoprecipitação; HT, controle com homogenato total de VSMC.  
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A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22. Interação entre PDI e RhoGDI na condição basal, reduzida após estímulo com 
PDGF. A) Imunoprecipitação da RhoGDI, seguida por análise western da PDI. B) Análise 
western da expressão total inalterada de PDI, RhoA, Rac1 e RhoGDI. Basal, VSMC sem 
estímulo; PIP, sobrenadante pós-imunoprecipitação (contendo excesso de proteínas que não 
grudaram na bead); última lavagem, última lavagem dos beads antes de eluição das proteínas 
para análise western; IgG, 1 µl de anticorpo utilizado para imunoprecipitação; HT, controle 
com homogenato total de VSMC.  
 

 

 

IP: RhoGDI
WB: PDI

Ctl 10min 2h PIP última

lavagem

IgG HT

Imunoprecipitação

PDGF

IP: RhoGDI
WB: PDI

Ctl 10min 2h PIP última

lavagem

IgG HT

Imunoprecipitação

PDGF

Basal

Ctl 10min 2h

PDGF

Homogenato Total 

RhoA

PDI

Rac1

RhoGDI

Ctl 10min 2h

PDGF

Homogenato Total 

RhoA

PDI

Rac1

RhoGDI

Basal



Resultados  -  65 
 

 

4.15. Efeito do silenciamento da PDI na formação de estruturas de adesão em VSMC 

 Complexos de adesão focal são estruturas importantes de fixação de célula a substratos 

em repouso e durante migração celular. Para avaliar se a redução da migração da migração e 

da atividade de  RhoGTPases estavam associadas à perda de estruturas de adesão celular, 

investigamos o efeito do silenciamento da PDI na formação de adesões focais e fibras de 

estresse.  Os experimentos por microscopia confocal em VSMC submetidas a ensaios de 

Wound Healing mostraram, em células não estimuladas, um grande número de adesões focais 

(marcadas pela colocalização entre paxilina e F-actina), enquanto a F-actina apresentou-se 

predominantemente na forma de fibras longas e paralelas (Fig.23). Sob estímulo com PDGF, 

ocorreu redução no número e tamanho de adesões focais, associado a um padrão de fibras de 

F-actina mais curtas e desorganizadas. Em VSMC com silenciamento da PDI, tanto na 

condição basal como na presença de PDGF, observou-se um número reduzido de adesões 

focais e a presença de fibras de F-actina mais curtas e desorganizadas em relação às células 

controle (Fig.23). Em conjunto, estes dados evidenciam, nas células nas quais a PDI foi 

silenciada, uma desorganização geral do citoesqueleto e de estruturas associadas, em 

concordância com os dados indicando perda da capacidade migratória sob estímulo com 

PDGF. 

 Em uma série de experimentos de microscopia confocal em que examinamos a imuno-

localização de RhoGDI e Rac1, verificamos consistentemente a presença de ambas proteínas 

em estruturas circulares distribuídas cricularmente na periferia células. Tais estruturas 

aumentaram significativamente em número e tamanho na presença de PDGF (7h; Fig.24). A 

marcação de F-actina evidenciou que estas estruturas eram intracelulares e, principalmente, 

evidenciou a ausencia de um anel de actina circundando a plataforma de adesão (Fig. 24), anel 

este característico de podosomos (Linder S, TRENDS in Cell Biology, 2003). Desta forma, 

interpretamos estas estruturas como vesículas de reciclagem de maquinaria de adesão celular.  

Para avaliar o efeito da PDI no número dessas vesículas, experimentos com silenciamento da 

PDI foram realizados, evidenciando significativa redução do número e tamanho dessas 

estruturas comparado às células controle (Fig.25). 
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Fig.23. O silenciamento da PDI diminui o número de adesões focais. Figura representativa 
da expressão de Paxilina (marcando pontos de adesão focal nas extremidades celulares - 
verde), F-actina (marcada por faloidina/A633 – vermelho) em VSMC submetida a wound 

healing, na presença ou ausência de PDGF (100ng/ml – 7hs).  Núcleo (corado por DAPI - 
Azul). ScrRNA, controle negativo de transfecção (sequência de siRNA scrambled); siRNA 
PDI, VSMC transfectada com siRNA contra PDI. Figura representativa da somatória das 
fatias obtidas por microscopia confocal. No mínimo 20 células foram observadas por 
condição. N=3. 
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Fig.24. Expressão de Rac1 e RhoGDI em estruturas vesiculares de adesão. Figura 
representativa da expressão de Rac (vermelho), RhoGDI (verde), F-actina (corada por 
faloidina/A633 – branco) e núcleo (corado por DAPI - Azul), de VSMC submetida a wound 

healing e analisada  por microscopia confocal na A) presença e B) ausência de PDGF 
(100ng/ml –7hs).  Figura representativa da somatória das fatias obtidas por microscopia 
confocal. No mínimo 20 células foram observadas por condição. N=3. 
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 Fig.25. O silenciamento da PDI diminui o tamanho e número de estruturas vesiculares 
de adesão celular. Figura representativa da expressão de PDI (vermelho), RhoGDI (verde) 
em VSMC submetidas a wound healing, na presença ou ausência de PDGF (100ng/ml – 7hs).  
F-actina (corada por faloidina/A633 – branco) e núcleo (corado por DAPI - Azul). ScrRNA, 
controle negativo de transfecção (sequência de siRNA scrambled); siPDI, VSMC transfectada 
com siRNA contra PDI. Foto representativa da somatória das fatias obtidas por microscopia 
confocal. No mínimo 20 células foram observadas por condição. N=3.  
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Os dados obtidos no presente trabalho sugerem um efeito modulador da PDI na 

migração de VSMC. O silenciamento da PDI reduz tanto a migração celular como a 

persistência direcional induzidas por PDGF. PDGF não alterou a expressão global de PDI, 

porém mudou sua localização subcelular de um padrão predominantemente perinuclear para 

um padrão difuso.  A superexpressão da PDI induziu aumento espontâneo na migração celular 

na condição basal. A inibição do aumento induzido por PDGF na produção total de ROS e 

especificamente na expressão do mRNA da Nox1 pelo silenciamento da PDI sugerem 

modulação da migração por via dependente da isoforma Nox1. Estudos adicionais de biologia 

de sistemas para detecção de interação proteína-proteína indicaram forte convergência entre 

PDI e proteínas da família das RhoGTPases, particularmente Rac1 e RhoGDI. Desta forma, 

realizamos estudos para investigar a possibilidade de que o mecanismo do efeito da PDI na 

migração envolva diretamente modulação da atividade de GTPases da família Rho. Ensaios 

de atividade de GTPases mostraram uma redução significativa na atividade de Rac1 ou RhoA 

em células com o silenciamento da PDI na presença de PDGF. Por microscopia confocal, 

evidenciou-se a colocalização entre PDI e Rac1 na região perinuclear, inalterada após 

estimulo com PDGF. A interação física entre PDI e Rac1 ou RhoA por imunoprecipitação 

também corroboram com esses achados. A clara interação física entre PDI e RhoGDI 

observada na condição basal é diminuida após estimulo com PDGF. A identificação de 

estruturas de adesão celular, e a posterior observação de que o silenciamento da PDI impede o 

aumento do número e tamanho destas estruturas, acrescentam importante evidência de que 

PDI contribua para vias necessárias a rearranjos no citoesqueleto celular.  Desta forma, a PDI 

parece sustentar a migração celular por mecanismos que envolvem processos redox, 

expressão de Nox1 e possivelmente ativação de pequenas GTPases da família Rho. 

  

Os mecanismos envolvidos no efeito da PDI durante a migração celular podem ser 

múltiplos e dependentes de vias que envolvem ou não processos redox. A inibição da 

migração celular após inibição da produção de ROS e a modulação pela PDI do mRNA da 

Nox1 são consistentes com um papel de vias redox nos efeitos da PDI. Trabalhos anteriores 

mostraram que indutores da migração celular (p. ex.. PDGF, FGF) induzem aumento na 

produção de ROS e migração celular, ambos dependentes de Nox1 (Weber et al, 2004; 

Schröder et al, 2007). Adicionalmente, nosso grupo mostrou que o siRNA da PDI, além de 

reduzir a ativação da NADPH oxidase, reduz a expressão do mRNA da Nox1 induzida por 

AngII (Fernandes et al, 2009). A redução do mRNA da Nox1 após ativação com PDGF 

observada no presente estudo após silenciamento da PDI amplia as implicações destes dados  
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e está de acordo com o fato de que alterações da atividade da NADPH oxidase vascular são 

uniformemente acompanhadas de mudanças na expressão gênica e proteica, ao contrário da 

NADPH oxidase fagocítica, em que aumentos de atividade refletem essencialmente o grau e 

velocidade de montagem do complexo da oxidase (Lassègue  et al, 2003). Dados prévios de 

nosso grupo mostraram que super-expressão da PDI em VSMC induz aumento precoce da 

produção de ROS e do mRNA da Nox1 a valores semelhantes aos observados após incubação 

com AngII (Fernandes et al, 2009). No presente trabalho, o aumento na migração celular basal 

após super-expressão da PDI é importante e coerente com os outros resultados, porém é 

pequeno quando comparado à maior migração induzida por PDGF. Assim, não se pode 

descartar que fatores adicionais à produção de ROS estejam envolvidos na modulação da 

migração pela PDI. 

 

Nas mesmas condições da inibição da Nox1, nossos dados não mostram efeito da PDI 

na expressão do mRNA de Nox4. Contudo, não se pode descartar que em tempos mais tardios 

de observação, ou em modelos distintos de migração celular, a PDI possa modular a função da 

Nox4, uma vez que dados prévios do grupo indicam co-localização e co-imunoprecipitação 

entre PDI e Nox4 (Janiszewski et al, 2005). Mais ainda, estudos mostraram que o 

silenciamento da Nox4 (Santos et al, 2009.) ou PDI (dados não publicados) reduzem a 

geração de ROS induzida por indutores do estresse do reticulo. Além disso, Nox4 pode ter 

papel importante na migração celular, possivelmente por vias associadas à formação de 

adesões focais essenciais à migração celular, de modo que tanto a super-expressão como o 

silenciamento da Nox4 inibem a migração induzida por PDGF (Lyle et al, 2009). 

Particularmente, Nox4 foi recentemente identificada como um importante indutor de 

migração de células endoteliais e angiogênese (Zhang et al, 2010). É importante lembrar que a 

análise da expressão do mRNA não exclui a necessidade de avaliar a expressão protéica de 

Nox(s). Recentes estudos em células endoteliais mostraram discordância entre expressão de 

mRNA e expressão protéica de Nox4. Após 16h de privação de soro, o mRNA da Nox4 

aumentou ~3 vezes, comparado a células com soro restituído, enquanto a expressão da 

proteína foi reduzida (Peshavariya et al, 2009). Estas discrepâncias não são necessariamente 

inesperadas, considerando a crescente identificação de vários mecanismos pelos quais a 

expressão protéica é regulada no âmbito da tradução, p.ex. via degradação de mRNA, 

microRNAs, fatores de inibição da tradução, etc (Shenouda et al, 2009). Limitações 

adicionais neste sentido decorrem da baixa sensibilidade e especificidade dos anticorpos 

disponíveis contra subunidades catalíticas de Nox(s).  
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O envolvimento da PDI em eventos funcionais relacionados à geração de ROS pela 

NADPH oxidase adiciona informações relevantes para o entendimento do controle redox na 

migração celular.  Nossa analise da rede de interação proteína-proteína por métodos de 

Biologia de Sistemas, mostrou forte interação e conectividade entre PDI e GTPases, bem 

como do regulador de GTPases RhoGDI. A utilização de redes de Biologia de Sistemas para 

análise de interações físicas entre proteínas é uma estratégia que simplifica sistemas 

complexos. Nestas redes, as interações apresentadas podem ser físicas, bioquímicas ou 

funcionais (Vidal et al, 2011). É importante ressaltar que ao analisar uma rede de interação 

entre proteínas não se pode dizer qual molécula influencia ou é influenciada por outra. 

Contudo, este tipo de análise é capaz de avaliar um grande número de interações em bancos 

de dados pré-existentes e gerar hipóteses de forma bastante eficiente (Vidal et al, 2011). Neste 

sentido, a observação de redução da atividade de Rac1 e RhoA após o silenciamento da PDI 

sob estímulo com PDGF adiciona  uma nova via para o entendimento do dos efeitos da PDI 

na ativação de Nox e migração celular.  

  

O papel de Rho GTPases na ativação de isoformas da NADPH oxidase é bem 

estudado. Rac1 é essencial para sustentar a atividade de Nox1, Nox2 e Nox3 em células não-

fagocíticas, enquanto Rac2 sustenta a atividade de Nox2 em fagócitos (Hordijk, 2008). Nox4 

e Nox5 não parecem requerer a presença de Rac1 ou Rac2 (Hordijk, 2008).  Nox4, por sua 

vez, tem como um de seus principais alvos a ativação de RhoA, por um mecanismo 

envolvendo o co-fator Poldip2 da Nox4 (Lyle et al, 2009). Além de vias redox, RhoGTPases 

e, por conseguinte a própria PDI podem  afetar potencialmente vias não-redox de sinalização. 

A ativação da Pak1 é regulada pela sua ligação com GTPases e posterior auto-fosforilação de 

vários sítios. Estudos recentes mostram que PDGF induz migração celular via fosforilação em 

dois diferentes sítios da Pak1. Esses sítios têm diferentes papéis na ativação da proteína, 

sendo um deles (Thr423) fosforilado por PDK1 é dependente de ROS, enquanto o outro 

(Ser199/204) corresponde à auto-fosforilação da proteína, possivelmente via Rac1 e 

independente de ROS (Weber et al, 2004). Assim, a convergência entre PDI e RhoGTPases 

implica em efeitos que vão além da regulação da NADPH oxidase e produção de ROS.  

 

No presente trabalho, estudos de co-localização e co-imunoprecipitação entre PDI e 

Rac1 ou RhoA, corroboram a idéia de interação entre PDI e GTPases. Inclusive, não é 

espantoso que haja interação somente em uma pequena fração das proteínas, já que estas 

proteínas são originalmente de compartimentos diferentes: PDI, residente do retículo 
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endoplasmático e GTPases, prioritariamente no citosol. Além disso, o grau de associação 

relativamente baixo pode significar uma interação transitória. De fato, a ativação de apenas 

uma pequena fração de RhoGTPases é responsável por todo o efeito destas proteínas na 

sinalização celular. Reduções nas atividades de GTPases promovidas pelo siRNA da PDI 

estão de acordo com alterações observadas em estruturas de adesão celular. VSMC participam 

no desenvolvimento de lesões vasculares tanto por sua habilidade em proliferar como migrar 

(Doran et al, 2008). Mais especificamente, a migração celular é dependente da dinâmica de 

reciclagem de adesões focais e reorganização do citoesqueleto (Lyle et al, 2009). Assim, o 

fato do silenciamento da PDI, mesmo na condição basal ou sob estímulo de PDGF, reduzir o 

número de adesões focais pode induzir a redução da migração celular por não possibilitar a 

formação de novas adesões na frente de migração da célula. Em estudo com inibição da Nox4, 

foi demonstrada a perda de adesões focais e fibras de estresse, as quais foram recuperadas 

após transfecção com Rho ativa (Lyle et al, 2009).  

 

A rápida e continua reorganização do citoesqueleto acontece por um mecanismo 

dinâmico e localizado de ativação das RhoGTPases, que agem geralmente de modo 

antagônico (Vincente-Manzanares et al, 2005). A super-expressão de Rac constitutivamente 

ativa, mas não a Rac mutada (na região responsável pela ativação do complexo NADPH 

oxidase) leva à inibição de RhoA por via dependente da produção de ROS e conseqüente 

fosforilação de p190RhoGAP (Nimnuel et al, 2003). Por outro lado, regulações da atividade 

de Rac por efetores da Rho também foram descritas. Foi demonstrado que a super-expressão 

de ROCK (Rho quinase - efetor direto da Rho) aumenta fosforilação de FilGAP, resultando 

na inativação de Rac e conseqüente redução da formação do lamelipódio (Ohta et al, 2006). 

Ao contrário da regulação antagônica entre Rac1 e RhoA, em certos casos pode ocorrer uma 

regulação coincidente, semelhante `a observada em nosso estudo. A fosforilação da RhoGDI 

na Tyr156 ou Tyr27 pela quinase Src ou ainda a fosforilação na Thr pela PKCζ reduz a 

afinidade desta GDI não só por RhoA, mas também por Rac e Cdc42 (DerMardirossian et al, 

2006; Wu Y. et al, 2009; Kuribayashi et al , 2007).  

 

As considerações acima indicam que a PDI tem efeito funcional significativo em 

GTPases, porém a evidência de interação direta entre elas não parece ser suficiente para 

explicar tal efeito. Neste contexto, a análise da rede de Biologia de sistemas demonstrando 

interação entre PDI e RhoGDI, bem como a observação de interação física entre PDI e 

RhoGDI e sua modulação negativa por estimulo com PDGF fortalecem a hipótese de um 
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mecanismo indireto envolvendo PDI e RhoGDI na inibição da atividade de RhoA e Rac1. De 

fato,  mutações na RhoGDI que impedem sua ligação com Rac1 impedem também a ativação 

de NADPH oxidase (Di-Poi et al, 2001). A necessidade da RhoGDI para o efeito da Rac1 na 

ativação da NADPH oxidase foi também observado em cardiomiócitos (Custodis et al, 2006).  

Os complexos mecanismos da regulação de proteínas da família da Rho pela RhoGDI já 

foram demonstradas em diferentes trabalhos. Um recente estudo demonstrou que o 

silenciamento de RhoGDI reduz a expressão protéica de Rac1, Cdc42 e RhoA, possivelmente 

por mecanismo dependente de degradação pelo proteasoma, uma vez que estas proteínas, 

quando preniladas, tornam-se instáveis e possivelmente são parcialmente desenoveladas 

(Boulter et al,  2010). Contudo, mesmo com expressão protéica reduzida, a ativação destas 

GTPases permanece aumentada (Rac1, Cdc42) ou inalterada (RhoA - Boulter et al, 2010). 

Tais observações sugerem que a RhoGDI, além do seu papel regulador, tem um importante 

papel na estabilidade de GTPases, semelhante ao de uma chaperona. Por outro lado, outro 

estudo aponta evidências de um transporte alternativo de RhoGTPases para membrana, 

independente de RhoGDI (Slaughter et al, 2009). Indicações adicionais da grande 

complexidade da regulação de RhoGTPases foi também mostrada pelo inesperado aumento da 

atividade de Rac1 na membrana celular de leucócitos de camundongo knockout para geranil-

geranil-transferase I, levando a artrite erosiva com formação de autoanticorpos (Khan et al, 

2011). Assim, é provável que os efeitos da RhoGDI em GTPases dependam do balanço de 

vários fatores, variando conforme o tipo celular. Enquanto em células com alto potencial 

migratório, como melanoma, o silenciamento da RhoGDI reduz a migração e a persistência 

direcional da migração (Boulter et al, 2010), em células com baixo potencial migratório, 

como células de câncer de bexiga, o silenciamento da RhoGDI induz aumento da migração 

(Moissoglu et al, 2009). Esses resultados conflitantes são potencialmente explicáveis pela 

existência de um tráfego alternativo vesicular de RhoGTPases para membrana. Em células 

com baixo grau migratório, o lento tráfego vesicular é suficiente para o transporte de GTPases 

para membrana. Já em células altamente migratórias, esse tipo de transporte não é suficiente 

para levar as GTPases para novos lamelipódios (Garcia-Mata R et al, 2011), gerando possível 

acúmulo destas GTPases na superfície do reticulo endoplasmático (Boulter et al, 2010). Neste 

sentido, postulamos que em VSMC com silenciamento da PDI o estimulo de PDGF induz 

uma situação análoga à das células com alto potencial migratório, no qual a translocação de 

GTPases para membrana por vias dependente de RhoGDI é predominante em relação a outras 

vias. Neste contexto, a interação da PDI pode ajudar na assistência da formação ou mesmo de 

algum tipo de priming do complexo RhoGDI/GTPases após ativação por fatores de 



Discussão  -  75 
 

 

crescimento. Em plantas a RhoGDI auxilia a polarização, organização espacial da ativação de 

GTPases, geração de ROS e crecimento de tricomas de raiz (Carol et al, 2005; Kost, 2008). 

Nossos dados mostraram que a perda da migração pelo silenciamento da PDI e a simultânea 

perda da atividade de Rac1 e RhoA são consistentes com um possível defeito no transporte de 

Rac/RhoA pela RhoGDI. Tais efeitos reforçam um possível papel da PDI na organização da 

NADPH oxidase, como já sugerido em neutrófilos com respeito à interação entre PDI e a 

subunidade p47phox (de A Paes et al, 2011).  

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Conclusão 
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Os dados apresentados no presente trabalho mostram que o silenciamento da PDI 

diminui a produção de ROS, a expressão do mRNA da Nox1 e a migração celular induzidas 

por PDGF. Este fator de crescimento também induziu redistribuição subcelular da PDI sem 

alterar a expressão total da proteína. Mais ainda, a superexpressão da PDI induziu um 

aumento espontâneo na migração celular. A análise por métodos de biologia de sistemas 

indicou convergência entre PDI e RhoGTPases e seu regulador RhoGDI. A redução, pelo 

silenciamento da PDI, da atividade de Rac1 e RhoA na presença de PDGF, reforçou a 

provável interação entre essas proteínas. Além da interação funcional, estudos de co-

localização e imunoprecipitação com Rac1 e RhoA dão suporte a algum grau de interação 

física entre GTPases e PDI, Mais ainda, a diminuição da interação entre PDI e RhoGDI após 

PDGF sugere que a interação entre essas duas proteínas possa ter relevância no entendimento 

de como a PDI modula a atividade de GTPases, embora o modelo desta interação necessite de 

estudos adicionais.  O silenciamento da PDI e a menor ativação de GTPases foram 

acompanhados da desorganização do citoesqueleto e de estruturas de adesão celular, em 

sintonia com a reduzida capacidade migratória.  

 

Em conjunto, estes resultados evidenciam um papel novo e potencialmente importante 

da PDI no controle da migração celular por mecanismos que envolvem regulação da ativação 

e expressão da Nox1 NADPH oxidase, em particular mediados por uma interferência  

possivelmente direta na ativação de RhoGTPases. Nossos resultados conferem uma dimensão 

fisiológica a observações prévias de que a PDI se associa e regula a atividade do complexo 

NADPH oxidase em diferentes tipos celulares. É interessante neste sentido que uma proteína 

cuja função é complexa e descrita primariamente em compartimentos e eventos subcelulares 

específicos (ex: enovelamento protéico no retículo endoplasmático) possa ter um efeito 

identificável e relativamente focado em um fenômeno celular como migração, regulado em 

um estrato hierárquico claramente superior.  
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