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Resumo

2015 Silva T L A O. Estudo da rota de externalizagh da dissulfeto isomerase
protéica (PDIAL1) em células endoteliais [Tese]. S&aulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2015.

Dissulfeto isomerase protéica (PDIAL1 ou PDI) é uchaperona e ditiol-dissulfeto
oxido-redutase residente do reticulo endoplasm&tirRie). PDI é essencial a regulacdo da
proteostase por ter funcdo no enovelamento oxmlal® proteinas e na via de degradacao
associada ao RE (ERAD). Além disso, PDI interagiedimente e regula a atividade de NADPH
oxidases, e fora da célula € um regulador redcenesd a atividade de proteinas extracelulares.
Estepool epi/pericelular da PDI (pecPDI) regula funcdo detginas de membrana/secretadas,
como integrinas, glicoproteinas gpl120 do virus HiVoutras, com mudltiplas fun¢des que
incluem: trombose, ativacdo plaquetéria, adesaalacelinfeccdo viral e remodelamento
vascular. A rota de externalizagao da PDI permanbseura, e seu conhecimento pode indicar
mecanismos dos efeitos (fisio)patolégicos da PDkesrecdo da PDI pela rota RE-Golgi foi
sugerida em células endoteliais infectadas pelasvila dengue, células pancreéticas e
tireoideanas. No entanto, uma varredura sistemétsapossiveis rotas de externalizacdo da
PDI ndo foi previamente realizada. Neste estudostramos que células endoteliais (EC)
externalizam constitutivamente, por rotas distinthss pools de PDI, de superficie celular e
soltvel, enquanto na EC ndo estimulada PDI ndo disiiectada significativamente em
microparticulas. PDI externalizada corresponda.b,4% do pool total de PDI celular. Tanto a
PDI de superficie celular como a soluvel foram migjoamente secretadas pela via de secrecao
nao-convencional do tipo IV independente de GRAGEntudo, a via de secrecao classica
também contribui para externalizacdo basal da RD$uperficie celular, mas ndo da soltvel
basal ou estimulada por PMA, ATP e trombina inditague todas envolvem escape do Golgi.
Além disso, a externalizacdo constitutiva da PDsualgerficie em célula muscular lisa vascular
também ocorre por via independente de Golgi. Eatemagdo da PDI ndo foi detectavelmente
mediada pela secrecdo nao-convencional do tipplll,llisossomos secretdrios, endossoma de
reciclagem e transporte ativo (dependente de AWPEE. Considerando que chaperonas séo
vias essenciais de resposta a estresses, investigaeieito de estresse do RE e choque térmico
na pecPDI. Estresse do RE ndo altera a PDI de fauiperelular, mas aumenta PDI sollvel.
Ambos ospoolsde PDI ndo foram alterados por choque térmico,oeanb recuperacdo desse
estresse diminua a secrec¢éo de PDI. Estes dageesuque a liberagdo de PDI é um processo
regulado, dependente da natureza do estresse. ddfoqla sintese de proteinas com
cicloheximida néo altera pecPDI, indicando que RIBEm-sintetizada ndo é preferencialmente
externalizada e que o trafego da PDI independeutias proteinas recém-sintetizadas. Um

aspecto importante do estudo foi indicar uma égilia da pecPDI a modulacao individual de



distintas vias secretoras, consistente com um#aesiuto-regulagéo e possibilidade de vias
sinérgicas e complementares. Estes resultadosaimdigue a externalizacdo da PDI de
superficie e PDI secretada possam ser externatizada mecanismos independentes. Estes
processos compdem um processo regulado estritancentgstente com papel homeostatico da
pecPDI.

Descritores: 1. Isomerases de dissulfetos de pesgePR. Espago extracelular 3. Células

endoteliais 4. Masculo liso vascular 5. Reticuldagrasmatico 6. Biologia celular



Summary

Silva T L A O. Study of protein disulfide isomerasg(PDIA1) externalization route
in endothelial cells [Thesis] Sado Paulo: “Faculdadde Medicina, Universidade de
Séo Paulo”; 2015.

Protein disulfide isomerase (PDIAL or PDI) is dilkilisulfide oxireductase chaperone
resident in the endoplasmic reticulum (ER). PDéssential for proteostasis, due to its support
of oxidative protein folding and ER-associated prmotdegradation (ERAD). In addition, PDI
associates with NADPH oxidase(s) and regulate dtsrity, while outside of the cell, PDI
redox-dependently modulates extracellular protéeliss epi/pericellular PDI (pecPDI) pool is
known to regulate membrane/secreted proteins ssiGhtegrins, HIV glycoprotein gp120 and
others, with functions that involve thrombosis,telat function, cell adhesion, viral infection
and vascular remodeling. PDI externalization raemains enigmatic and its elucidation can
help understand some (patho)physiological PDI &fe&n ER-Golgi route for PDI secretion
has been as described on dengue virus-infectedreglidd cells pancreatic and thyroid) cells.
However, none of these papers addressed PDI secretites in a systematic fashion. Here,
we show that endothelial cells (EC) constitutivekernalize, through different routes, two PDI
pools, a cell-surface and a secreted one, whilnmstimulated ECs PDI was not significantly
detected in microparticles. Externalized PDI cgponds to <2% of total cellular PDI pool.
Both cell-surface and soluble PDI were predominasttternalized through unconventional
type IV GRASP-independent pathway(s). However, thassical secretory pathway also
contributes to basal cell-surface, but not solu®| externalization, as PMA, ATP or
thrombin-stimulated secretion also involve Golgpass. Furthermore, constitutive cell-surface
PDI externalization in vascular smooth muscle calo occurs in a Golgi-independent way.
PDI externalization was not detectably mediatethdny-conventional type |, Il and Il secretion
routes, secretory lysosomes, recycling endosomesAdi? dependent active transport in EC.
Since chaperones are essential for cellular stesgmonse, we assessed the effects of ER stress
and heat-shock on pecPDI. ER stress did not afieltisurface PDI but increased the soluble
pool. Both PDI pools were unaltered by heat shackile stress recovery decreased PDI
secretion. These data suggest that PDI releaeely tuned and dependent on the type of
stress. Blockade of protein synthesis with cyclaiméde did not change pecPDI levels,
suggesting that newly-synthesized PDI is not pegigally externalized and that PDI traffic
does not require newly-synthesized proteins. Anoirignt aspect of the study was the evidence
for pecPDI resilience to individual modulation a$tihct secretion routes, consistent with strict
auto-regulation and possible synergic or compleargnpathways. Overall, our data suggest
that cell-surface and secreted PDI pool externidizaare regulated through independent
mechanisms, which in both cases involve Type IV-oonventional routes, with some minor
contribution of Golgi-dependent secretory pathwilyese patterns compose a strictly regulated
process, consistent with an important homeostalé&for pecPDI.

Descriptors: 1. Protein disulfide-isomerases 2r&dllular space 3. Endothelial cells
4. Muscle, smooth, vascular 5. Reticuum endoplasmb. Cell Biology
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1.1 Dissulfeto isomerase protéica (PDI)
Em 1964, Anfinsen e colaboradores descobriram angro catalista do

enovelamento protéico com o isolamento de uma enazimcrossomal capaz de
introduzir pontes dissulfeto na RNase e lisozimaold@erger et al 1964),
posteriormente (1975) denominadissulfeto isomerase protéicéPDI, do inglés
protein disulfide isomerasepara revisdo, v. Hatahet & Ruddock, 2009). A &mc¢
prioritaria da dissulfeto isomerase protéica (PQlAbravante referida como PDI) é
catalisar o enovelamento de proteinas secretadambrana por meio da introducéo,
reducdo ou isomerizacao (organizacdo) de pontsslfdito (Dobson, 2003). Exemplos
de subtratosn vivo da PDI incluem: procolageno (Appenzeller-Herzod=gaard L,
2008), tiroglobulina, peptideo carregado no MHGss#al, fibrilina, imunoglobulinas,
interferon-gama (Hatahet & Ruddock, 2009), albumtrensferrinap-fetoproteinagp,.
HS glicoproteina, (Rutkevicét al, 2010).

A PDI € uma proteina multidominio de 55 kDa presearh altas concentracdes
(ca. mM) no reticulo endoplasmatico (Wilkinson & GilbeP004) e apresenta dois
dominios homologos a tiorredoxina na sua estryffluaanoet al, 2002). No limen do
RE, o correto enovelamento protéico é desafiadea pata concentracdo de
macromoléculas njacromolecular crowding As pontes dissulfeto restringem a
flexibilidade da cadeia polipeptidica, diminuindondmero de conformacdes que a
proteina pode assumir, de forma a favorecer atestroativa (Christigt al, 2008).

De fato, pontes dissulfeto, juntamente com a glag&o, tornam as proteinas de
superficie ou secretadas termodinamicamente md#évets do que as proteinas
citosolicas (Buchbergeet al, 2010), protegendo-as de eventuais danos caugeados
oxidantes e enzimas proteoliticas, comumente eramag no espaco extracelular

(Hogg, 2003). Assim como o espaco extracelulaetioulo endoplasmatico (ER) é uma
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organela com ambiente redox favoravel a formacapames dissulfeto, pois a razao
glutationa reduzida (GSH)/ glutationa oxidada (G¥8Gle 3-5:1, enquanto no citosol
esta razdo é ~ 100:1 (Wilkinson & Gilbert, 2004).

A introducdo de pontes dissulfeto em proteinasemes pela PDI gera como
subproduto a PDI reduzida, que necessita ser ragaidoara completar o ciclo
catalitico. Esse processo de regeneracdo ocosgaadmente pela oxidoredutina do RE
(Erol), que é essencial a viabilidade celular emamsmos como leveduras. A
reoxidacao da Erol, por sua vez, € feita pelafee@rscia de elétrons via FAD para o
oxigénio molecular. Este processo gera, assimxmrae hidrogénio (Laurindet al,
2012). Estudos recentes indicam que o peroxidaditedénio gerado pela Erol e talvez
de outras fontes ainda indeterminadas, reage cotatigha peroxidase 7 e 8 (Gpx7/8)
ou com peroxiredoxina IV (Prdx4), que operam railéarnativas de reoxidacéo da PDI
em eucariotos superiores. Ha evidéncias de que &ymecificamente reduzem o
peroxido derivado da Erol, enquanto a Prdx4 redyzerdxido gerado por fontes
alternativas (Ramminget al, 2014). Outras rotas de regeneracdo da PDI incluem
dissulfeto de glutationa (GSSG), vitamina K epoxadado-redutase, arcorbato/acido
dehidroascorbico (Laurindet al, 2012).

Outra importante caracteristica da PDI, aléem daaivedade oxido-redutase
ditiol/dissulfeto, é sua atividade chaperona, gelenite sua associacao com peptideos e
proteinas por meio do bolséo hidrofébico preseatsua estrutura (Buchbergetr al,
2010). Essa atividade nao requer as cisteinastidocatalitico e capacita PDI a inibir
agregacdo de proteinas, que em condicdes espgc#iicdornam mal-enoveladas e
agregam, p.ex. gliceraldeido 3-fosfato desidrogenadcool desidrogenase, citrato
sintase, lisozima e rodanese (Wilkinson & Gilb204). Essa atividade chaperona da

PDI sustenta e justifica sua heterodimerizacéao ¢ceabunidadg) com a proteina de



Introducéaolt

transferéncia de triacilglicerol microssomal oulprb-hidroxilase do colageno (Turano
et al, 2002).

A relacao estrutura-funcdo da PDI tem sido ativamestudada. PDI apresenta
quatro dominios, a, a’, b, b’ e extensao C-termacédiica, ¢ (Figura 1A). Os dominios a
e a' contém as cisteinas cataliticas (Cys 53, 98,68400) e o dominios b e b’ sdo
essenciais para ligacdo ao subtrato por contermardo hidrofébico. A estrutura e a
sequéncia de aminoacidos da PDI humana sédo esquatost na Figura 1 B e C,
respectivamente. A descoberta de que a oxidacadodunio a’ leva a alteracéo
conformacional da PDI, aumentando sua afinidadgbatsatos, indica que a funcdo da
PDI é regulada pelo seu estado redox (Wetreg, 2012).

A PDI (também chamada de PDIAL, P4HB) € o membralddor de uma
familia que em células humanas conta com pelo m2@awembros (Laurindet al,
2012). Alguns desses diferem em quantidade de dosnipor exemplo, a Erp72
apresenta mais um dominio a além dos quatro dosaidéa Hag3 é o menor membro,
contendo apenas o dominio a. A expressao celeladd especifica de alguns membros
€ notoria, por exemplo, a PDIp € encontrada norpasce neurénios dopaminérgicos.

Ha uma importante sobreposicdo de funcao dentfardéia (Imaoka, 2011).
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MLRRALL CLAVAALVRA DAPEEEDHVLVLRKSNFAEALAAHKYLLVEFYAPW C
GHCKALAPEYAKAAGKLKAEGSEIRLAKVDATEESDLAQQYGVRGYPTIKFFRN
GDTASPKEYTAGREADDIVNWLKKRTGPAATTLPDGAAAESLVESSEVAVIGFK
DVESDSAKQFLQAAEAIDDIPFGITSNSDVFSKYQLDKDGVVLFKKFDEGRINFG
EVTKENLLDFIKHNQLPLVIEFTEQTAPKIFGGEIKTHILLFLPKSVSDYDGKLSNF
KTAAESFKGKILFIFIDSDHTDNQRILEFFGLKKEECPAVRLITLEEEMTKYKPESE
ELTAERITEFCHRFLEGKIKPHLMSQELPEDWDKQP\WKVLVGKNFEDVAFDEKK
NVFVEFYAPWCGHCKQLAPIWDKLGETYKDHENIVIAKMDSTANEVEAVKVHS
FPTLKFFPASADRTVIDYNGERTLDGFKKFLESGGQDGADBGDDDLEDLEEAEEPD
MEEDDD QKAVKDEL

Figura 1. Estrutura da PDI humana. (A) A arquitetura dos dominios da PDI humana, eeosl 17
primeiros aminoacidos a sequéncia de enderecammari@ o reticulo endoplasmatico (Hatahet &
Ruddock, 2009), (B) estrutura da PDI humana truacedN-terminal resolvida por cristalografia de+ai

X. O dominio a ndo esta presente neste esquenanN=tN-terminal e C-term =C-terminal (Waagal,
2012). (C) A sequéncia da PDI humana com os residwtoridos de acordo com a extensdo dos
dominios, como em B. O C-terminal possui a seqaédei recuperacdo do RE, KDEL. Todas as sete

cisteinas estdo apresentadas em negrito.
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1.2 O papel da PDI fora do reticulo endoplasmaticofoco na PDI epi/pericelular
(pecPDI)

Todos os membros da familia da PDI sdo canonicamestdentes no RE. No
entanto, alguns membros da familia tem sido enado$ no citosol (PDI e ERp57),
nacleo (PDI e ERp57) e superficie celular (PDI, ERp ERp72) (Turanet al, 2002).

A PDI foi encontrada na fracéo citosélica de fighdmano e de primatas, em possivel
associacdo com degradacdo da insulina (Wroblestski, 1992), bem como em
leucécitos humanos (de A Paesal, 2011). A PDI também foi detectada na matriz
nuclear de mondcitos e linfécitos humanos (Geebal, 1999).

A presenca de uma sequéncia C-terminal de reclujei; ER nos membros da
familia PDI torna intrigante os achados de quesgstateinas séo detectadas em outros
compartimentos (Turanet al, 2002; Laurindoet al, 2012). A secrecao da PDI foi
documentada em neutrofilos (Hahet al, 2013), mondcitos (Langest al, 2013),
plaguetas, células endoteliais da aorta bovinaatefpo de ratos, células B humanas,
leveduras e distintas linhagems de células: lewssnifiborosarcoma e endotelial
(Jordan & Gibbins, 2006). PDI foi ainda encontrama microparticulas de células
endoteliais (Banfiet al 2005) e plaquetas (Ratuet al, 2008). PDI também foi
detectada na superficie de eritrocitos, apreseatangnento de sua atividade em
eritrécitos humanos de pacientes com anemia fahc#ohemoglobina SS) comparado
a pessoas saudaveis (hemoglobina AA). Resultadéasifoi obtido com eritrocitos de
camundongos transgénicos para anemia falciformiicéio de pecPDI diminui
atividade basal e estimulada por endotelina-1 (E@€d canal de Gardos (canal de
calcio). Tratamentos desses animais com antagodistaeceptor de ET-1diminui
atividade de pecPDI com consequente melhora nongdrds hematoldgicos (Praéo

al, 2013).
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A presenca da PDI na superficie celular foi inmente observada em 1988.
Andlise ultraestrutural revelou a presenca da PDmembrana plasmatica lateral e
basal de células pancreaticas (Akegal, 1988b) e tracos de PDI foram encontrados na
membrana de hepatdcitos (Akiga al, 1988a). A presenca da PDI na superficie de
hepatocitos priméarios de ratos também foi confirngmbr outras técnicas como
imunofluorescéncia e imunoprecipitacdo. A lavageas délulas com carbonato de
sédio diminuiu a quantidade de proteina encontredauperficie, sugerindo interacao
eletrostatica entre PDI e a membrana plasmaticADAdetectada no meio de cultura
apresenta a sequéncia KDEL e tem um padréo det&@ligesnilar & PDI intracelular
(Teradaet al, 1995). Assim como em hepatdcitos, a PDI foietacka pela linhagem de
célula exocrina pancreatica de rato e o resultadoaglacterizacdo da PDI também foi
similar (Yoshimoriet al, 1990).

Uma das primeiras evidéncias da funcionalidadel@anB superficie celular foi
obtida em células de ovario de hamster chinés. odubacdo com bloqueadores de
sulfidrila impermeéaveis a membranas (DTNB ou pCMB®) de inibidores de PDI
(bacitracina ou anticorpos anti-PDI) inibiu a cljean na superficie celular do
conjugado poli D-lisina *fiodotiramina ligado por dissulfeto, bem como o tefei
citotoxico da toxina diftérica. Esses dados sugegyaena PDI extracelular tem atividade
redutora (Mandekt al 1993). Considerando que tecnicamente a PDI derficie
celular pode ser indistinguivel da PDI secretadaqeular nestes ensaios de inibicao
extracelular, nosso grupo tem utilizado o termo RPpi/pericelular (pecPDI) para
designacéao geral dos dasolsde PDI externalizada.

E interessante notar que o sobrenadante de placaigtadas tem atividade PDI
medida por ensaios de renaturacdo de ribonucleaesdp essa atividade perdida apos

fervura (106C), dependente de pH e inibida por bacitracinaigeos inibidores da
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PDI (Chenet al, 1992). Posteriormente, a presenca de PDI nafitipede plaquetas
humanas nédo ativadas foi mostrada por imunofluéresa, citometria de fluxo e
medidas de atividade de renaturacdo de ribonucl@gisenet al, 1995). Eroid de
superficie foi descrita na superficie de plaquétatbora até 0 momento ndo em outros
tipos celulares), colocalizando com PDlag3s indicando uma possivel cooperacéo
entre Erokt e PDI na modulacao do estado redox de integrifiakativao,33 (ligante
do fibrinogénio), receptor de colagengs; entre outros. Erailtambém foi detectada
em microparticulas de plaquetas ativadas por tneantbwiatkowskaet al 2010).E
interessante que Erelndo contém a sequéncia C-terminal de retencdobhe Rua
localizagc&o no lumen do RE decorre de associagéa ftom PDIs, por exemplo Erp44
(Otsuet al, 2006).

Em plaquetas ativadas, 81% da PDI de superficée resluzida, comparada a
26% em plaquetas ndo ativadas. No minimo 11 pirxedie superficie das plaquetas
ativadas/agregadas apresentaram tiois livres queochparadas a plaguetas controle,
sendo uma dessas proteinas a glicoproteina(GP1hx), que € o receptor do fator de
Von Willebrand (VWF). Um dado importante é quegadido entre VWF e GPdHboi
inibida por anticorpo neutralizante anti-PDI. Eessultado, juntamente com a evidéncia
de que PDI e GPtbestéo fisicamente proximas na superficie celslagerem que a
PDI estaria alterando a conformacdo da GPIBurgesset al 2000). Outra
glicoproteina de plaquetas que interage com PDit@nabospondina 1 (TSP1). A PDI é
capaz de catalisar trocas tiol-dissulfeto em TS@{filmoblasto e de plaquetas vitro,
indicando que a PDI na superficie celular pode leggiuncdes biologicas da TSP1
(Hotchkisset al, 1996). A PDI extracelular de plaquetas € a mstisdada na literatura,

sendo fundamental para agregacao, secrecéo e guagaetaria (Essex, 2009).
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A PDI também foi encontrada na superficie da cétualdotelial da aorta bovina,

em concentracdes calculadasade-15uM. A incubacdo da PDI purificada com TSP1

acentua sua adeséo a célula endotelial, sendpregssso mediado por integring{s)

e envolvendo exposicdo da sequéncia RGD na TSPicHkisset al, 1998, 1999).
Células endoteliais estimuladas com manganés aameatquantidade de tidis livres
expostos em PDI e integringBs. esta Ultima é convertida para uma conformacaa ativ
de modo inibido por bacitracina e anticorpo blogieeada PDI. Este dado é
corroborado pela interacdo desta integrina viagdigsulfeto com PDI (Swiatkowska
et al 2008). A PDI da superficie também controla adedigplaquetas mediada por
integrinasple f3, sugerindo um papel mais geral da PDI na ativagiamtegrinas em
distintas células (Lahaest al, 2000).

A pecPDI regula negativamente a liberacdo de prasei€hedding por
ADAM17, uma metaloprotease disintegrina que promolieeracao proteolitica de
TNF-alfa e de ligantes do fator de crescimento expi@l. Bacitracina e anti-PDI
acentuam a atividade da ADAM17 e experimernitowitro confirmam a inibicdo da
ADAM17 pela PDI, provavelmente via alteracbes nanm@foo nao catalitico de
ADAML17 dependentes de isomerizacao de pontes tessydor pecPDI (Willemet al,
2010). Ao contrario, a inibicdo da PDI abole a H#géio induzida por trombina do
marcador-5 endotelial de tumor (TEM5), expressocétalas endoteliais e pericitos
durante angiogénese. PDI reduz pontes dissulfetdENb, expondo sitio de clivagem
por trombina, que por sua vez regula a exposicanatovo RGD envolvido em adeséo
e migracao (Vallort al, 2012).

Uma funcdo importante da PDI de superficie € madalaassimetria de
fosfolipides na membrana de células endoteliaipprantes para a homeostase celular

e trombose. Inibicdo da pecPDI, assim como silemerdo desta proteina, acentuam
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atividade procoagulante do fator tecidual e a nakzacdo de fosfatidilserina (PS).
Dessa forma, a PDI é um regulador do inicio da wlaggo (Popescat al, 2010). A
pecPDI também esta envolvida na liberacdo do eotodo do receptor de tirotropina
(TSHR) de cultura de tirocitos humanos e de linhagelular estavelmente transfectada
com receptor TSH. Bacitracina e imunoinibicdo dal EIDninuem drasticamente a
liberacdo do ectodominio do TSHR nesses modelapoRrse que esse fendmeno
resulte em diminuicdo da acédo hormonal (Ceuét, 1996).

Um exemplo interessante da funcdo da pecPDI ébidu da infeccado pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) por bacima¢ anti-PDI e reagentes de tiol
impermeaveis a membrana, sugerindo um efeito dapleco inicio da infeccéo viral
(Ryseret al, 1994). Além disso, inibidores da PDI diminuemrangmissao célula a
célula do virus HIV. Quando a PDI exdgena foi amheida apos o tratamento da célula
CD4+CXCR4+ (receptores fundamentais para infecgdmn o reagente de tiol
(DTNB), a fusdo do envelope viral, antes inibida,restaurada (Markoviet al, 2004).

O efeito da PDI pode estar relacionado a reducatisselfetos da glicoproteina gp120
(subunidade do envelope viral). Evidéncias para gsiposta incluem: (1) apos ligar ao
CD4, a gpl120 sofre reducao de seus dissulfetodiri&at al, 2002), (2) gpl120 tem tidis
livres acessiveis a reagentes como DTNB e (3) a eD# e CXCR4 colocalizam na
presenca de gpl20 (Markowt al, 2004). A pecPDI também funciona como receptor
para galectina-9, que por sua vez aumenta a aliwida PDI, bem como a migracéo de
células T mediada por integrinas e infectividadéHdV (Bi et al, 2011).

O efeito da pecPDI na trombose € o mais bem caizadde até o momento.
Microscopia de fluorescéncia intravital revela cmenfusdo de microparticulas de
monaocitos contendo TF na veia jugular do camund@pgs ligacdo da artéria carétida

(modelo de trombose) acelera a producédo de fibseado esse efeito inibido pelo
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anticorpo inibitorio da PDI (RL90). A PDI intracédm oriunda de células da parede do
vaso rompida contribui para este efeito, mas ardirgéo da PDI no local da leséo em
camundongos trombocitopénicos (plaquetas deplétaddsca contribuicdo da PDI
secretada por plaquetas neste modelo. Esinddago sugerem que ativacdo de TF por
PDI envolva isomerizacdo (Reinhagadtal, 2008).

Em outro modelo de trombose, lesédo arteriolar imdupor laser, foi mostrado
que RL90 inibe geracéo de fibrina e acimulo deydtas. Camundongos Pdr4nao
responde a trombina) ndo acumulam plaquetas, mpgsitem fibrina, sendo esta
também dependente de pecPDI (Ghaal 2008). Um fato intrigante € como a PDI
extracelular permanece no local do trombo. Utildmoamundongos nocaute, mostrou-
se gue os efeitos anteriormente descritos, forgmerdientes da associacdo da PDI com
B3 integrinas presentes na superficie de célulagtelnls e plaquetas (Cled al, 2012).

A atividade antitrombdética do anticorpo anti-PDb é&to da pecPDI de plagueta afetar
pouco a hemostasia fisioldgica (Kiehal, 2013) sugerem a pecPDI como um novo alvo
antitrombdético (Flaumenhatft, 2013). O flavondideeetina 3 rutinosideo (rutina) foi
caracterizado como inibidor especifico da PDI, eamgio administrado em
camundongos evita a formac¢éo do trombo no modelesd® induzida por laser ou por
FeCk (Jasujaet al, 2012). Baseado no potencial anti-tromboético déidores da
pecPDI, ensaios clinicos foram ja desenhados mdus (Furie & Flaumenhaft, 2014).
A modulacéo terapéutica farmacologica da PDI teterpmal aplicacdo em trombose
associada a doenca coronariana, acidente vaseudoral e tromboembolismo venoso.

Resultados de nosso laboratério (Tanekal, 2015- artigo submetido) mostram
que a imuno-inibicdo da pecPDi vivo (artérias iliacas de coelho durante reparacédo a
lesédo) levou a perda sustentada do calibre vascedgm espessamento da parede

arterial, associada a remodelamento constritiveesomjanizacdo do citoesqueleto e
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matriz extracelular. Aléem disso, ha aumento na tidade de tiois livres expostos na
superficie das artérias 14 dias apos a lesdo. Bsbaslos indicam que a pecPDI tenha
papel fundamental na reconstrucdo e na regulagéo da arquitetura da parede
vascular. Estes dados indicam um papel da pecPDung@o de células musculares
lisas da parede vascular, cujos detalhes sdo pouda estudados na literatura.

Como visto até 0 momento com relacdo as funcogemedaDl (Benham, 2012),
as pontes dissulfeto ndo somente estabilizam, cambém séo capazes de modular a
funcdo de proteinas. Essas pontes dissulfeto ¢8e diostéricas (Hogg, 2003). A
modulacao de tidis redox de superficie pareceatte tima atividade geral da PDI. A
superexpressdao da PDI em células de fibrosarcomaaru leva ao aumento na
intensidade da marcacéo com reagente tiol espeatifigermeavel a membranas (MPB)
de 11 proteinas, enquanto a menor expressao ddifDui a marcacédo de 3 dessas 11
proteinas. Além disso, as células superexpress&mioevidenciaram aumento da
secrecao e translocacédo da PDI para superficieomteario foi visto quando a PDI foi
silenciada. A imunoinibicdo da pecPDI diminui a oz@do do MPB, indicando que PDI
controla o estado redox de pelo menos 14 proteiolédissulfeto na superficie celular

(Jianget al, 1999).

1.3 O reticulo endoplasmatico: organela central naia secretoria classica

Um terco de todas as proteinasS#&charomyces cerevisiae enovela no RE e
esse numero parece ser ainda maior para as céumagnas (Christiet al, 2008).
Estudos protedmicos foram capazes de detectar R3@imas exclusivas do RE, 193
exclusivas do complexo de Golgi e 405 em ambasnetga. Dessas 1430 proteinas,
1424 foram encontradas no banco de dados humanu®diedo de proteinas para RE

(Scottet al, 2004).
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O RE apresenta subdominios como RE liso, rugosel@pe nuclear e locais
enriguecidos com COPIEt¢at protein complex )J entre outros (Christist al, 2008).
A via secretoria RE-Golgi em mamiferos é constayiélo RE rugoso, locais de saida
do RE (ERES), compartimento intermediario RE-GOERGIC), complexo de Golgi e
carreadores pos-Golgi (Grieve & Rabouille, 2011%. proteinas nascentes contendo
peptideo de sinal sdo reconhecidas e direcionadas @ RE via particula de
reconhecimento de sinal (SRP). Na maioria dos ¢castransferéncia para o RE se da
co-traducionalmente e a proteina se enovela nodRt auxilio de chaperonas, como
Bip, Calnexina e Calreticulina, além dos catalistasenovelamento protéico, como a
PDI e peptidilprolil-isomerases (Christet al, 2008). Apdés passar pelo sistema de
controle de qualidade de enovelamento do RE, @imtsegue a via secretoria RE-
Golgi, também denominada via classica de secregiquroteinas que ndo saem por

esta rota sdo externalizadas pela via ndo-conveglaile secrecao (Figura 2).
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Figura 2. Secrecao classica e ndo-convencional deteinas.A proteina pode sair de locais de saida do

RE (ERES) proximos ao cis-Golgi (rota 1a) ou de ERfa periferia (rota 1b). Independente da rota

seguida, as proteinas que passam através do camg#e®olgi até membrana plasmatica associam-se a
eventos de fusdo dependente de proteinas como SHARE- e SNAP. A rota de secrecéo classica é
inibida por Brefeldina A (BFA). Rotas que desviamabmplexo de Golgi (ndo convencionais) estdo em

azul e sdo resistantes a BFA. Nesse caso a saldaspptambém via ERES préximos ao cis-Golgi (2ota

a e c) ou periféricos (rota 2b). Enquanto a rotae2b envolve intermediario vesicular oriundo dg R

rota 2c utiliza intermediario endossomal. Em algeasos, por exemplo, no caso da secrecdo do
regulador de condutancia transmembrana da fibrdsgcac (CFTR) ha envolvimento do corpo

multivesicular (MVB). Modificado de Grieve & Rabdlei 2011.

A maioria das proteinas secretadas que passanRpeteguem a via classica de
secrecdo. No entanto, sdo cada vez mais identiicambteinas que ndo passam atraves
do Golgi Golgi bypasy e ao invés disso seguem uma via de trafego derolaindo-
convencional do tipo IV, ou independente do Gadgindo um ponto marcante dessa
secrecdo a resisténcia a BFA (Grieve & Rabouil@ 12 Rabouilleet al, 2012). A

secrecao nao-convencional do tipo IV pode aindalspendente ou ndo de GRASP. A
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familia de proteinas GRASP (do ingl&glgi reassembly tmcking_gotein) possui dois
membros: GRASP55 (Shortet al, 1999) e GRASP65 (Bart al, 1997) de 55 e
65kDa, respectivamente. GRASPs sdo ubiquamenteessgs em mamiferos e
amplamente conservadas em eucariotos (Levi & GIligR07) e curiosamente
(considerando o nome da proteina) envolvidas fiegodndependente do Golgi.

A secrecao de Il por macréfagos depende de componentes envolvitios e
autofagia, Atg5 e GRASP55 (Dupoet al, 2011). A externalizacdo de alfa integrina
durante desenvolvimento de Drosofila € dependem@®RIASP (Schotmaet al, 2008).
GRASP também esta envolvida no trafego ndo-coneeatida proteina ligadora de
acil coenzima A (AcbA) que ocorre durante privag@® soro embDictyostelium
discoideumKinsethet al, 2007) deAcbl emPichia pastoriSManijithayaet al, 2010) e
em Saccharomyces cerevisigpuran, 2010). GRASP55 também promove a secrecao
nao-convencional dAF508CFTR. A superexpressdo de GRASP55 em camunslongo
com a mutacaaF508-CFTR promove recuperacao fenotipica dessesa#)itornando
essa via um alvo terapéutico em potencial parantranto da fibrose cistica (Getal,
2011)

Outros exemplos de trafego nao-convencional (Zh&n&gchekman, 2013)
incluem: 1) entrega de panexinas e conexina 26urgdesgap de separacao entre
células vizinhas; 2) serglicina, um proteoglicamoncpapel na imunidade, hemostase,
crescimento e polaridade celular Rabouide al, 2012); 3) CD45, uma tirosino-
fosfatase essencial para desenvolvimento de timécitélula T. E interessante notar
que CD45 é dividida em domolssecretados pela via classica e ndo-convencicstal, e
ultima sendo trés vezes mais rapida e ocorrendeamdicdes de crescimento normal

(constitutivamente) (Baldwiret al, 2002). As panexinas 1 e 3 também podem ser
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secretadas pelas duas vias. BFA em altas concéesré@ccapaz de estimular a secrecéo
de serglicina (Grieve & Rabouille, 2011).

Ha também secrecdo nao-convencional envolvendteipas citoplasmaticas
(n&o tém sequéncia de sinal), que é dividida rumsstl, Il e 1ll. A do tipo | envolve a
translocacao direta da proteina a membrana plasam&ikemplos incluem o fator 2 de
crescimento de fibroblasto 2 (FGF2), FGF1, HIV &atnexina A2. Em todos os casos,
a ligacdo a fosfoinositideos e formacgéo de oligos@ntecede a secrecao. A secrecao
do tipo Il também é ndo-vesicular e dependentaaigortador ABC, sendo utilizada
por peptideos lipidados como fator feromonal dedevas ou proteinas aciladas como
proteina B de superficie acilada hidrofilica (HASRBLeishmania A secrecéo do tipo
[l envolve intermediarios de transporte vesicudaeeé utilizada por interleucing 1
(IL1B) via lisossomos secretérios, microvesiculas ou M¥BACbA, sendo que esta

utiliza o autofagossomo secretorio (Rabowslial, 2012).

1.4. A secrecédo de chaperonas moleculares e seugqidpra da célula

Outras chaperonas, como as proteinas de choquécdé(imsps), proteinas
reguladas por glicose (Grp) e calreticulina, aniggs como exclusivas do citosol ou
RE, também tém sido detectadas extracelularmentgdam processos inflamatérios
(Calderwoockt al, 2007). O acoplamento de biotinilacdo de protedieasuperficie com
protebmica tem permitido identificar as chaperonadeculares (Grps e Hsps) nas
superficies de outros tipos celulares, incluindarolelastoma, carcinoma de colon,
adenocarcinoma de pulméo, célula B leucémica e malmovariana. A PDI foi
encontrada na superficie celular destes trés (titipps celulares, enquanto a Bip
(Hsp70 do RE ou Grp78) foi presente em todos asstigelulares, considerado um

marcador do fendtipo tumoral (Shat al, 2003). A externalizacdo da Grp78 induzida
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por estresse do RE é pela via classica em célaladmter cervical (HeLa), mas ndo em
células de cancer de colon (HCT-116) (Tetaal, 2015).

Bip e PDI foram encontradas também no limen ddsuidls tireoideanos. Os
autores sugerem que PDI e Bip poderiam exercerl gapédar ao do ER e controlar
multimerizacdo de tiroglobulina (Deloet al, 2001). Calreticulina, também residente
no RE, atua extracelularmente no reconhecimentoétldas apoptoticas e tumorais.
Pacientes com doenca autoimune tém quantidade &actaethe calreticulina circulante.
A sua externalizacdo envolve sua retrotanslocaga®@E para citosol durante apoptose
e ocorre junto com fosfatidilserina por vias depsnds de S-nitrosotiois e
independentes de caspase (Eaml, 2010).

Ja a proteina citosolica Hsp70 € secretada poasvaias: (1) por exossomos e
independente dipid rafts, em células mononucleares no estado basal e apgsie
térmico, (Lancasteet al 2005) e em células endoteliais apds tratamento kDL
oxidada e homocisteina (Zhahal, 2009); (2) por lisossomos secretorios e depdaden
de transportador ABC (Mambulat al 2006). Em todos os estudos acima, foi
documentada a independéncia do Golgi.

Em geral, a externalizacao/secrecdo de chaperonasmecanismo fisiologico
relevante, comum a diferentes tipos celulares. ids envolvidas no trafego dessas

proteinas parecem ser complexas e dependentestdxtcocelular.

1.5. Hipotese

Ha evidéncias de que a pecPDI regula desde funlgugiaria, trombose,
adeséo celular, infeccéo viral (Esssxal, 2009, Jordart al, 2006) e remodelamento
constritivo vascular (Tanakat al, 2015- artigo submetido). Apesar de sua imporganci

em inumeras condicdes fisio/patolégicas, aspectoxlamentais do processo de
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externalizacdo da PDI permanecem um enigma (Hemu&sPockley, 2012, Furie &
Flaumenhaft, 2014). Entender os mecanismos dasemeetoria da PDI é importante
para: (1) aprofundamento da compreeensao doss{égm)patoldgicos da pecPDI, (2)
compreensao de mecanismos importantes em sinaizadéx e (3) manipulacdo da
externalizacdo da PDI como importante ferramenta edéudo ou intervencéo
terapéutica. A externalizacdo da PDI pode envolgeria classica e/ou nao-
convencional de secrecao de proteinas (Figuran3doe o fato de a PDI ser uma
proteina residente do RE aumenta a probabilidade@saida ser dependente do Golgi.
O estudo destas rotas requer um minucioso rastream&stematico das vias

potencialmente envolvidas, o que nao foi até o nmonealizado.

Nao convencional (ndo-vesicular)

Tipo Tipo/ll
(Translocagao de proteina) (Transportador ABC)
A A

Via secretoria icul ‘und
Classica (RE=>Golgi) < Saidadappl? ~ ———> Vesiculasoriundas
do RE cortical

v v
Tipo/lll Tipo IV GRASP55/65
(vesiculas como autofagossomos) (Independente de Golgi)

~

N3ao convencional (vesicular)

Figura 3. Esquema das possiveis vias pela qual a P® externalizada. A PDI pode sair da célula
através da via classica ou através das vias naeewocionais do tipo I, I, Ill ou IV (dependente ou
independente de GRASP55/65). A saida da PDI tangiméi® envolver vesiculas oriundasRig cortical
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2.1. Objetivo Geral

O principal objetivo deste estudo é entender misp@s envolvidos na
externalizacdo da PDI, com particular énfase asiiny&cao de rotas subcelulares desse
trafego, mediante um rastreamento sistematico dsiyas vias secretérias e estimulos

especificos.

2.2. Objetivos especificos

Investigar se a PDI basal ou estimulada por trombiAMA ou ATP é

externalizada pela via classica de secrecao deipast

» Investigar se o trafego ndo-convencional esta emiha secrecdo constitutiva

da PDI.

* Avaliar o efeito do estresse do RE e choque térmictvafego da PDI.

» Desenvolver modelo(s) in vitro de secrecéao/trargjac da PDI para superficie
celular utilizando, em células musculares lisas endoteliais, estimulos
especificos incluindo: ionéforo calcico, PMA, tromd, ATP e citocinas (TNF-

alfa, TGF-beta).
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3. Métodos
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3.1. Isolamento da célula muscular lisa de coelhato

As células musculares lisas foram isoladas da aerteoelhos machos albinos
da raca New Zealand com peso aproximado de 3,Qkdpaatos Wistar machos com
250-300g. A aorta foi removida apés sacrificio dngnais com C@ e entdo colocada
em PBS com antibidticos (penicilina e estreptonaicim 4C. Posteriormente, restos de
outros tecidos e a camada adventicia externa Vikixem retirados com bisturi. No
fluxo laminar, a aorta passou por lavagem em PB& aemtibidtico, seguida de
incubacdo em solucdo de digestdo contendo colagdiWaglmg/mL), elastase (160
ng/mL) e inibidor de tripsina (0,375 mg/mL) diluslem DMEM com antibiéticos a
37°C por 1,5h. Apos esse periodo, a aorta foi lavattatada tranversalmente, expondo
o lumen do vaso. Em seguida, a camada endotelisdrfiovida cuidadosamente com o
auxilio do bisturi. A aorta foi fragmentada em questbs de aproximadamente 0.5 cm e
quatro a cinco pedacos foram colocados em cada(ptama de 6 pocgos), previamente
tratado com gelatina 0.1% e riscado com laminariegtéra aumentar adesdo. Cada
fragmento de aorta ficou com uma gota de DMEM caoibadticos e 10% soro fetal
bovino (SFB) por 4-5h em estufa de 5% C087C. Foi adicionado mais DMEM com
10% SFB até todos os fragmentos estivessem coperdos cuidado para que 0s
fragmentos nao ficassem suspensos. A adicdo deaoridSFB foi feita todos os dias
de acordo com a necessidade, tomando-se cuidado quag 0os fragmentos nao
descolassem. Apos 6-7 dias, o fragmento foi renwoeidis células cresceram por 1-2
dias. Quando a placa estava confluente, foi reddizaprimeira passagem das células

musculares lisas vasculares (VSMCs), sendo utdizdaé a quarta passagem.
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3.2. Modelo de inducéo de translocacao/secrecéo EBI

Células endoteliais de corddao umbilical humano (HEQY, imortalizadas
espontaneamente por passagens sucessivas, fotaradad em meio RPMI com 10%
de soro fetal bovino (SFB) contendo os antibiotisaffato de estreptomicina (100
mg/L) e ampicilina (25 mg/L). Para subcultura, &&uforam lavadas com PBS (NaCl
140 mM; KCI 2,7 mM; NaHPQ, anidro; KH2PO4 1,5 mM; pH 7,4), tratadas com
tripsina e apds se destacarem da placa, ressudpsrein meio de cultura com 10% de
SFB para entdo serem distribuidas em garrafasamagql as quais foram mantidas em
estufa a 37°C em atmosfera de 5% de.@@ células plagueadas de acordo com o tipo
de avaliacdo ao qual serdo submetidas, como edpliean detalhe abaixo, serdo
cultivadas por 24h em DMEM (VSMC linhagem/primaalRPMI (HUVEC) contendo
10% soro fetal bovino (SFB). Os estimulos seraci@tidos em meio sem SFB nas
concentracoes e pelos tempos indicados nas legelagadiguras. No caso da PDI
solivel no sobrenadante, 2,5%1AUVEC foram dispensadas em placas de 100 mm
(Corning) e a PDI foi isolada por centrifugacadizdando filtro Centricon de 10kDa
(ultracell YM-10; Millipore). Apdés concentrado, o em condicionado (CM) foi
estocado a -8C e utilizado quando necessério. Para o choqueic&rmlacas de
cultura foram seladas coparafilm e posicionadas em banho-maria ajustado para 42°C
(20,1°C), por 1h, de forma que apenas o fundo deaplosse coberto por agua. CM foi
coletado logo ap6s o choque térmico ou apés asasétatornarem para estufa para
recuperacdo do choque térmico, conforme indicadegenda. Os seguintes compostos
foram utilizados na concentracdo e tempos indica@ésX (d'Alessioet al, 1998 e
Barry et al, 1997), TNFe (Yang et al, 2005), tunicamicina (Zemskost al, 2011),

BAPTA-AM (Kaczmareket al, 2005), filipina e nistatina (Greene & Gao, 2009),
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dynasore (Kawamoto et al 2012), PitStop 2 (Gousaat al, 2013), A23187, forbol

12-miristato 13-acetato (PMA) e trombina (Jasijal, 2010).

3.3. Inibicdo das rotas de secrecdo convencionah&o-convencional

Os seguintes compostos foram utilizados nas coracgs e tempos indicados:
BFA (Tellier et al, 2007), Noc (Di Pietreet al, 2006), Cyt D (d'Alessi@t al, 1998),
Mon, SC, Neomicina e NEM (Zemsket al, 2011), bafilomicina (Zemskost al, 2011,

Horie et al, 2000), methy, gliburide, DNP (Rubartedli al, 1990, Morgan 1992).

3.4. Ensaio de secrecgao de fibrilina-1

Fibroblastos embrionario de camundongos (MEFs, 2xdélulas) foram
cultivados por 24h (placa de 6 pogcos) em meio céid, 8 submetidos a duas lavagens
com PBS e incubagdo com 1mL de meio sem SFB (dehtva com 1mL de meio sem
SFB contendo BFA 10uM por 4,5h. ApGs esse periadoneio condicionado foi
coletado e centrifugado a 3000g por 10min°@ para remocado de células/debris. O
sobrenadante foi coletado e estocado dG&fé o uso. O dot-blot foi realizado com
200uL de cada amostra em membrana de nitrocelidegajdo de bloqueio com 5% de
leite desnatado por 1h sob agitagdo. As membramrasnfincubadas 15h-18h com
1:1000 em TBS-T de anti-fibrilina-1 (gentilmenteado pela Profa. Lynn Sakai, da
Oregon Health and Science University). Posteriotmeforam incubadas com o
anticorpo secundario anti-coellionjugado com peroxidase (diluido 1:2000 em 3% de
leite em TBS-T) por 2h a 26. A revelacéo foi feita por método quimioluminesee

(peroxidase-KHO,-luminol) com o kit ECL (Amersham).



MétodosR5

3.5. Microscopia de fluorescéncia da célula musculdisa (VSMC) e célula
endotelial da veia umbilical humana (HUVEC)

As células RASMC (1,5xT0células), VSCM (1,5xIDcélulas) ou HUVEC
(3x10células) foram plaqueadas em laminulas de vidroflaca de 24 pocos) e apds
estimulos especificos, fixadas em paraformalde¥dqpdr 20min a 2%&C. Apos fixacgao,
as células foram lavadas com PBS por duas vezesreepbilizadas (quando pertinente)
com Nonidet P40 (NP-40) 0.1% por 0,5h 4370 bloqueio foi feito com BSA 2% em
PBS por 0,5h a 3C. As laminulas de vidro foram transferidas parmmar&a (mida
(placa contendo papel de filtro molhado e Parafim@®s anticorpos primarios 1:200
(diluidos em BSA 1% em PBS) eAlexa Fluor® 635 phalloidin(quando indicado)
foram incubados durante a noite, e em seguida foealizadas trés lavagens com BSA
1%. Apds incubacdo com anticorpos secundélesa Fluor® 488 goat anti-rabbit ou
Alexa Fluor® 546 goat anti-mougel:200, Hoechst 1:200 ou DAPI 1:300 (marcadores
do nucleo) por 1,5h a temperatura ambiente (prddedia luz), as laminulas foram
montadas nas laminas de microscopia em glicero8 PB1) e guardadas &Ct até

analise em microscopio confocal a laser (Zeiss LEMgeta).

3.6. Dosagem de proteinas na membrana plasmatica 48 MC e HUVEC

As proteinas da superficie das RASMC/VSMC subcenties (3.5x10células)
e HUVEC (4x10 células) em placa de 15x60mm antes e apds esdnfatam
biotiniladas com EZ-Link sulfo-NHS [(N-hidroxisuecemido)-biotina] (Thermo
Scientific) em PBS por 1h #@ para marcar amino-grupos. A reacéo foi interralapi
com 50mM Tris/HCI (pH=7.5) por 10min &@. No caso da marcacgao para tidis livres,
células foram incubadas com MPB [$8-naleimido-propionil) biocitina; Molecular

Probes]; a reagdo foi interrompida com GSH 200uMP@ por 20min, seguido de
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iodoacetamida 400 uM por 5min 8C4 Posteriormente, as células foram lisadas em
tampao de lise (50mM Tris-HCI, 1% Triton X-100, ©8@ NacCl) contendo inibidores
de protease ([leupeptina (1:100), aprotinina (1)L0BMSF (phenylmethane-
sulfonylfluoride 1:50)]) por 10min a%. As células foram removidas (com espatula)
das placas e transferidas para tubo eppendorfaelLle apdés 50min de lise 4Gt
foram incubadas com 150uL deeads magnéticas (2mg/mL) conjugadas a
streptavidina por 15h a°@. Posteriormente, dseadsforam lavadas e incubadas com
tampdo de amostra por 30min a°@5e depois fervidas por 5min, submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida (30mA/gel dgbh). As proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (10@arAlh), seguido de bloqueio da
membrana por 1h com 5% leite desnatado. As membifanam incubadas £@ por
15-18h com anticorpo primério anti-PDI ABR e em8dg lavadas trés vezes com
TBS-T (Tris 10mM, NaCl 150mM, tween 0,1%) e incuasdcom o anticorpo
fluorescentelonkey anti-mousERDye® 800 CW por 1h sob agitacdo a°@5Apds trés
lavagens com TBS-T, procedeu-se a revelacdo ngpamento Odyssey (LI-COR).
Posteriormente, as membranas foram incubadas ctfBiatina-HRP (peroxidase) e
incubadas a°C por 15-18h, seguido de trés lavagens com TBSrdvelacdo pela

reacao de quimiluminescéncia.

3.7. Perda de fungédo da GRASP55 por RNA de interféncia

HUVEC (2x10 células) foram ressuspendidas em {00do reagente de
transfeccdo AMAXA Cell line Nucleofactor kit V (Laa, cat# VCA-1003) com 500
nM de siRNA para GRASP55 (CAGAGCUGGUUUGGAGCCUuuCuUUU
AAAGAAAGGCUCCAAACCAGCUCUG) ou sequéncia embaralhada

(CAGGUCUUGGGUCGAUUCCUAGUUUAAACUAGGAAUCGACCCAAGACCU
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G) (Invitrogen), submetidas a eletroporacdo no apar Nucleofector™ Device

utilizando-se o programa A-034.

3.8. Tabela de anticorpos utilizados

Anticorpo Classe Origem Clone Fabricante Imunégeno
Affinity Bioreagents/
anti-PDI Monoclonal | Camundongo| RL90 Thermo scientific PDI de rato
Stressgen/ C-terminal da
PDI de rato
anti-PDI Monoclonal | Camundongo| 1D3 Enzo life science (499-509)
Stressgen/ PDI de figado
bovino
anti-PDI Policlonal Coelho - Enzo life science
Erp57 nativa
de figado de
Anti-Erp57 Policlonal Coelho - Enzo life science rato
Aminoacidos
623-638 de
Anti-Erp72 Policlonal Coelho - Abcam Erp72 de
camundongo
C-terminal da
Grp78 de
Anti-Grp78 Policlonal Coelho - Abcam camundongo.
Anti- Monoclonal | Camundongo| CDF4 Invitrogen N&o descrito
Golgina 97
GM130 de
35/GM BD Transduction rato aa. 869-
Anti-GM130 | Monoclonal | Camundongo| 130 Laboratories 982
Peptideo
sintético do
,Anti-KDEL | Monoclonal | Camundongo | 10C3 Enzo Life Science | 22 649'656‘;'
(S**“EKDEL
%) da Grp78 de
rato.
N-terminal da
Anti-beta | Monoclonal | Camundongo | AC-74 Sigma isoformap da
actina actina
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Peptideo
Anti- sintético do N-
tubulina Monoclonal Coelho EP1332 Abcam terminal da
Y tubulina
a.a 504-617
Hsp70
Anti- Hsp70 | Monoclonal | Camundongo| 3A3 Thermo scientific humana
recombinante
Anti- C-terminal a.a
GORASP2 | Policlonal Coelho - Abcam 392-441
(GRASP55)
Anti-Biotina | Monoclonal | Camundongo| BN-34 Sigma Biotiniladado
HRP KLH.

3.9. Avaliag&o da morte celular por citometria deltixo

Ap6s incubacdo das células (6%1@lulas /poco, placa de 12 pocos) com 0s
estimulos investigados, estas foram descoladas 25fipL de tripsina/pogco a 37
durante 3-5min. A protedlise foi interrompida codicdo de 500uL de meio &G e
todo meio presente no poco foi coletado em tubemgqrf e centrifugado a 1600 rpm
por 8min a 4C. Posteriormente, as células foram lavadas cddpl9@e PBS a .
Para a marcacdo de morte celular, as células forasuspendidas em 30uL de anexina
V (Invitrogen/Molecular Probes) 1:20 em tampéoidadao e incubadas no escuro por
15min a 28C. Apds a incubacio, as células foram ressuspendidal40uL de tamp&o
de ligacdo para anexina V e foi adicionado 20uliodieto de propidio (Img/ml em

PBS) diretamente na placa, seguido de leituratidoeitro.

3.10. Avaliagéo da morte celular por atividade dadctato deseidrogenase

Medidas da atividade de desidrogenase lactica (LBdéi)meio condicionado
foram realizadas utilizando os ki@Gytotoxicity Detection Kit(Roche), seguindo os
procedimentos recomendado pelo fabricante. A atdedpercentual foi calculada em

relacdo ao valor da atividade de LDH do lisado tB8/HC (2,5x16 células) preparado
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a partir da incubacdo das células com 5mL meio S&M (volume utilizados nos

ensaios) com 2% triton X-100, conforme recomendalcéf@bricante.

3.11. Anélise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + edr@gpda média (SEM),
exceto quando especificado. Utilizando o softwareapBPad Prism 5.0, foram
realizados: 1) analise de variancia de uma via@¥N) com teste pos teste Newman-
Keuls, para comparacfes entre 3 ou mais grupostege t pareado, para as
comparacdes entre 2 dados na mesma amostra. Ems amsbocasos, o nivel de

significancia foi 0,05.
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4. Resultados
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4.1. Investigacdo do envolvimento da rota de secéegclassica na externalizacédo da
PDI em células endoteliais

Como descrito anteriormente, a PDI humana tem wegaéncia N-terminal de
enderecamento para o RE. Proteinas soluveis réssdelo RE, como a PDI, que
possuem no C-terminal a sequéncia KDEL (sinal deuperacdo do RE), sé&o
reconhecidas no compartimento intermediario RE-G@&&GIC) ou no complexo de
Golgi pelo receptor KDEL e recicladas de volta pgRE (Wilkinson & Gilbert, 2004,
Dancourtet al, 2010). O receptor KDEL é localizado no RE, ER@&@o cis-Golgi
(Capitani & Sallese, 2009) e sua afinidade a sexjad¢DEL ¢é favorecida em pH mais
acidico como encontrado no Golgi (pH~ 6,4), enquawat RE (pH~ 7.2) essa interagéo
€ desfavorecida, permitindo assim que proteinas igtezagiram no Golgi sejam
liberadas no RE (Dancourt & Barlowe, 2010).

Esse estagio da PDI no complexo de Golgi levarpassibilidade de que sua
externalizacdo ocorra atraveés da via classica de @ de proteinas. No entanto, ndo
encontramos na literatura nenhuma evidéncia (inuoscéncia, por exemplo) da
PDI no complexo de Golgi. A Figura 4A mostra a mgéo usual da PDI condizente
com predominancia do perfil de reticulo endoplagnae também comprova a
presenca de um pool de PDI no mesmo compartimere se encontra o marcador de
cis-Golgi, GM130.

A principal rota de saida da célula utilizada pglasteinas que se enovelam no
RE é a via RE-Golgi (Leet al, 2004) e dois tradicionais inibidores desta vie: s8
Brefeldina A (BFA) e a Monensina (Misungt al, 1986). A brefeldina A é um
metabdlito de fungo que inibe recrutamento de CQ@®dtmer protein compley pelo
fator de ribosilagcdo de ADP (ARF) via estabilizagim complexo ARF-ADP-GEF

(fator de troca de nucleotideo guanina de ARF)etlimdo assim a ativagdo da ARF
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por GTP. Como o principal responsavel pelo trartepamterogrado RE-Golgi € COP-I,
a presenca de BFA promove bloqueio da saida deipast do RE e esse fenbmeno €
seguido pela fusdo do complexo de Golgi com REgqudio total da secrecdo (Barzilay
et al, 2005, Grieveet al, 2011). Ja a monensina (Mon) é um ionéforo cat@(H' /Na’)
que mantém a integridade do complexo de Golgi, mamenta o pH desse
compartimento, e consequentemente bloqueia o traf&ggi-Membrana plasmatica
(Barzilayet al, 2005).

O tratamento da HUVEC com BFA leva GM130 (marcader cis-Golgi) e
golgina 97 (marcador do trans-Golgi) deixar sudridigicio caracteristica perinuclear
para uma distribuicdo difusa, indicando colapscaaplexo de Golgi (Figura 4A e B).
Condizente com essa evidéncia morfolégica de efitd@da BFA nessas condi¢cdes
experimentais, a secrecdo de fibrilina-1 (uma ppmatele matriz extracelular) por MEF
foi abolida (reducdo de 77%) apdés tratamento co @fgura 4C). A monensina, por
sua vez, foi capaz de inibir 43% da secrecdo ddirid-1 (Figura 4C). O tempo de
exposicdo e o mecanismo de acdo de cada inibidkiifiga essa diferenca. A
monensina, ao contrario da BFA, ndo rompe o Gaobgis causa dilatacdo do mesmao,

com retencao da fibrilina-1 (Meirelles$ al, 2015- artigo submetido).
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Figura 4. Efeito da brefeldina A (BFA) no Golgi a distribuicdo intracelular da PDI. A HUVEC foi
incubada por 4,5h com BFA 10uM. As micrografias sffiresentativas da imunofluorescéncia indireta
das célulapermeabilizadasom NP-40 utilizando (A) anti-GM130 e anti-PDIB) @nti-golgina 97, n=2.
(C) O meio condicionado de MEFs tratados com BFAVimn 10uM por 4,5h investigado pdot blot
como descrito na metodologia foi marcado com abtiliha-1. As barras representam média *erro
padrdo (n=3) da densitometria dot blot Com (* e #) p < 0,05 em relagéo ao controle (ANOYOM

pos teste Newman-Keuls).
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Andlise da cinética de acdo da BFA 10uM mostraagse inibidor € capaz de
promover a difusdo do marcador de cis-Golgi (am#iiG0) com apenas 0,25h (15min).
Este efeito drastico na alteracdo da marcacéo ymbear do complexo de Golgi
permaneceu apos um periodo de 4,5h (Figura 5)ninsento da estrutura do Golgi,
bem como a absor¢cdo de membranas do complexo dg d&oltro do RE € observado
também em outros tipos celulares (Grieval, 2011).

Basal 4,5h BFA0,25h

BFA0,5h BFA4,5h

Figura 5. Cinética de a¢do da Brefeldina A. HUVE@am incubadas por 0,25h (n=2), 0,5h (n=2) e 4,5h
(n=3) com BFA 10uM. As micrografias sao represévaatda imunofluorescéncia indireta das células

permeabilizadasitilizandoanti-GM130.

Confirmada a funcionalidade desses inibidores,ss@aeguinte foi validar uma
técnica sensivel e reproduzivel para quantificaP@ na superficie celular. A
biotinilacdo de proteinas é uma técnica bastailizagia e sob varios aspectos o padréo
de referéncia para quantificar proteinas de super(Geeet al, 2011, Scheureet al,

2005, Shinet al, 2003, Zemskowet al, 2011), inclusive chaperonas oriundas do RE
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como calnexina, calreticulina, BIP, Grp94 (Okazekial, 2000, Wiestet al, 1997,
Robertet al, 1999, Xiaoet al, 1999) e PDI (Ahamedt al, 2006, Burgesst al, 2000,
Hahmet al, 2013, Hotchkis®t al, 1998, Sdderbergt al, 2013, Willemset al, 2010,
Xiao et al, 1999). Padronizamos essa técnica no laboratonoaiteracdo no protocolo
original (Willemset al, 2010).

A PDI foi facilmente detectada na superficie celulassim como
trombomodulina, um receptor especifico de céluldotglial que se liga a trombina
(Figura 6A). A presenca da PDI na superficie celidaconfirmada com experimentos
de protedlise da superficie celular com Pronasea(amstura com no minimo trés
atividades proteoliticas incluindo serino-proteas@sPDI foi removida da superficie
celular apés tratamento com Pronase (Figura 6BalBasPronase). A recuperacao
parcial da expressédo da PDI de superficie foi elsker apos relaxagcédo (Relax) ja apos
5,5h, mostrando uma auto-regulagdo eficiente etivetaente rapida da PDI de
superficie (Figura 6B). Estes ensaios apresentdifionldades técnicas significativas,
principalmente a suscetibilidade ao descolamentauera fracdo das células tratadas
com Pronase, durante ensaio de biotinilacdo. Aléssod os inibidores poderiam
adicionar complexidade maior ao ensaio. Desta foaptmos por ndo prosseguir com
esses ensaios de re-expressao da PDI de superficie.

O estado redox da PDI é essencial para sua fuhgémirfdoet al, 2014) e foi
avaliado através de ensaio de biotinilacdo de jprasede superficie com MPB. Em
concordancia com resultados prévios da literatBraigtkowskaet al, 2008), nossos
dados indicam presenca de PDI reduzida na sugedé&icélula endotelial (Figura 6C,
Basal). Uma curta exposicao a diamida é capaz idaroxma fracdo importante da PDI
de superficie, como mostrado pela diminuicdo nantilede de tiol livre na PDI de

superficie apés o tratamento (Figura 6C, Diamidadses dados em conjunto
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contribuem para validar a técnica de biotinilacagrbteinas de superficie utilizada em
nosso estudo. Além disso, sugerem o papel da P3bn@erizacéo e reducéo de pontes
dissulfeto na superficie celular, pois para realias funcdes a PDI deve estar reduzida.
De fato, varios substratos foram reduzidos ou ismagos por pecPDI, como descrito

na Introducao.

C

kDa Basal Diamida
75=
5 -=

Figura 6. PDI de superficie celular total e redazidetectada por biotinilagdo de proteinas de Hajger

(A) HUVECs foram incubadas por 4,5h em meio sem ,S§&juida de biotinilagdo na superficie e
western blot com anti-PDI (ABR) e anti-trombomodali(n=3) na mesma membrana. (B) HUVECs
foram incubadas por 1h com 10% SFB e posteriornmotd,5h em meio sem SFB (Basal), tratadas com
Pronase 0,02mg/ml por 7 min (Pronase) ou tratadasRronase seguida da incubacéo por 1h com 10%
SFB e posteriormente por 4,5h sem SFB (Relax), (ERHUVECs foram incubadas por 1h em meio

sem SFB e tratadas ou ndo (Basal) com diamida O,hm#/dltimos 15 min. Apds o tratamento, as

kpa SuperficieLisado |~ Basal Pronase Relax

75=
= )

o

25+

PDI de superficie
reduzida (% do basal)
3

Lisados

kDa
75=

Llsados

Trombomodulina Basal Diamida

células foram submetidas a ensaio de biotinilagiprdteinas reduzidas com MPB, conforme descrito na

metodologia. Barras representam média + erro pa@ré®) com (*) p < 0,05 em relagdo ao Basal (teste

1).

O proximo passo foi investigar se a PDI de superftelular é externalizada
pela via classica de secrecdo. Um aumento de 32§uardidade de PDI na superficie
foi observado apoés tratamento com Brefeldina 5puMABUM), enquanto diminuicdes
significativas de 24% e 25% ocorreram com BFA 10gNWonensina 10uM (Mon
10uM), respectivamente (Figura 7A e B). Uma reduwsjgoificativa média de 49% da
PDI de superficie foi observada com Mon 5uM (Figikae B). O western blot da PDI
intracelular (lisados) comprova que as diferenga®rtradas na superficie celular ndo

sao devidas a diferentes quantidades de célulgsré-7A, painel inferior). Além disso,



Resultados}7

a presenca de inumeras proteinas biotiniladas efastas amostras (Figura 7C)
comprova a eficacia do protocolo de biotinilacagu#einas de superficie.

Como esperado, os efeitos da Mon e BFA nao forgmeodfscos para a PDI,
sendo observados para outras proteinas, como whosrdigura 7C. Esse resultado
também indica que os inibidores sdo funcionaiseeaghiotinilacéo possui sensibilidade
para essa avaliacdo. Outro controle importante e ajlisado (sobrenadante apos a
remocao daveadsmagnéticas) ndo tem marcacao, indicando que a wastaia das
proteinas de superficie foram captadas pgedasis(Figura 7C). Ainda, para investigar a
hipotese da saida da PDI pela via ER-Golgi, realmaa incubagdo com BFA por
longo periodo de tempo (Figura 7D), no qual aslagélmantiveram morfologia normal.
A inibicdo do trafego RE-Golgi-Membrana plasmatié promoveu redugdo, mas, ao
contrério, aumento significativo da PDI de supéfielular em 44% (Figura 7 D e E),
confirmando assim que a via classica ndo é predortén Experimentos por citometria
de fluxo indicam que a morte celular ndo foi auradatapds tratamento com BFA ou
Mon comparado ao basal (Figura 7F) reforgcando toeéspecifico dos inibidores na
via secretoria investigada.

Estes resultados mostram que a externalizacdo dad®Buperficie pela via
classica é possivel e de fato, ocorre para pelmswenl1/4 da PDI em célula endotelial
(Figura 7A e B). No entanto, nossos dados sugenrgnegsa ndo é a rota majoritéria

para a externalizacao da PDI basal.
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Figura 7. PDI de superficie celular detectada petirilacdo de proteinas de superficie. (A) HUVECs
foram incubadas por 4,5h com BFA e Mon 5 ou 10 g&guido de biotinilagdo na superficie e western
blot com anti-PDI (ABR). A dltima banda é 2% disado controle. (B) Quantificacdo da PDI de

superficie celular de A. Barras representam méddare: padrao (n=3) com (*) p < 0,05 em relagéo ao
controle (ANOVA com pd@s teste Newman-keuls). (Cyndmbrana superior do painel (A) foi incubada
com anticorpo anti-biotina-HRP. (D) HUVEC foi incada com BFA 0,4uM por 15h40’ seguida de
biotinilacdo na superficie e western blot com & ABR. (E) Quantificacdo do painel superior en) (D

com barras representando média + erro padréo (@©=8)(*) p < 0,05 em relacdo ao controle (teste t
pareado). (E) Viabilidade celular de HUVEC tratadasndo com BFA ou Mon por 4,5h, medida por
citometria de fluxo, evidenciando apoptose (anexifiee necrose (iodeto de propidio) (n=3). Barras
representam médiaterro padrao (n=3) com p > 0,08 fos os grupos (ANOVA com poés teste

Newman-keuls).
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Esse dado de biotinilacdo foi confirmado com erssaie imunofluorescéncia
confocal em células ndo permeabilizadas, nos doaigbservado que BFA 10uM e
Monensina 5 ou 10uM promovem uma reducéo visivejuzatidade PDI de superficie
celular (Figura 8). E importante ressaltar que ostroles negativos somente com
anticorpos secundarios foram devidamente realizadotodas as imagens de confocal

presentes nesta tese.

Basal BFA 5uM BFA 10uM

Mon 10uM

Figura 8. Efeito de BFA e Mon na externalizacad®®. HUVECs foram incubadas por 4,5h com BFA
5, 10uM e Mon 5 ou 10uM, como descrito ha metodalofys micrografias sédo representativas (n=4) da

imunofluorescéncia indireta das célufé® permeabilizadastilizando anti-PDI (Stressgen).

Uma investigacdo minuciosa da externalizacdo d®[Ppkcequer a analise do
trafego dos outropoolsde PDI existente nas células, a saber, PDI seaet@iivel no
meio condicionado (CM) ou presente em microparmisué possivelmente um pool de
PDI transmembrana. Quanto a ultima, embora a PDIAAd seja de fato conhecida

como transmembrana (Cho, 2013), confirmamos esBanmacdo submetendo a
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sequéncia da PDIAL1 humana (P07237) a analise pdloréld, que € um programa de
predicdo de sequéncia e orientacdo transmembraseadm no banco de dados de
proteinas constitutivamente proteinas transmembraidessa forma, seguimos
analisando a presenca da PDI soluvel e presentmiemoparticulas por ensaios em
fracbes concentradas de CM de células endotekaiBDI esta presente na fracdo
soluvel, mas ndo de microparticula (Figura 9A, ABBgfinida neste caso como a
fracdo inferior ("pellet’) do CM submetido a 100.000 g por 1h (Jasejaal, 2010,
Théry et al, 2006) indicando que a secrecdo constitutiva dd R&8b € por
microparticula.

Além disso, a PDI na fragédo soluvel foi também clei#a utilizando anticorpo
gue reconhece C-terminal contendo a sequéncia KdidHecuperagéo do RE (Figura 9
A, SPA891) o que esta de acordo com o peso moledal®DI secretada na condicdo
basal (Figura 9 B). A auséncia @leactina na secrecdo basal de PDI por HUVEC
(Figura 9B) indica que a PDI soluvel detectadaédevida a morte celular. Essa é uma
forma simples de avaliar se a secre¢cdo foi aconguEnhde morte celular
(principalmente necrose), ou se de fato a protéireecretada sem a existéncia de
comprometimento da membrana plasmatica da célulqueo parece ser o caso. O
ionoforo célcico (A23187), na concentracdo utileafbi um controle positivo para
marcacao confs actina (Figura 9B) devido a morte celular. A cicettda secrecdo da
PDI mostra que ha um aumento dependente do tem@btao CM (Figura 9C). A
escolha de 4h como 100% da secrecdo foi arbitrhdeem justificada pelo tempo
utilizado nos ensaios posteriores. Em todos osi@nszs lisados funcionam como
controle de carregamento e como garantia de quessnmquantidade de células foram

plagueadas em todas as placas.
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Figura 9. Cinética da secrecdo de PDI por HUVEQ. AAracdo sollvel e de microparticula do meio
condicionado de HUVEC, e lisado (intracelular) dasma amostra foram submetidas a western blot
seguida de marcacao com anti-PDI ABR, exceto @d@raplivel de igual amostra marcada com anti-PDI
(Stressgen SPA891) que detecta C-terminal da Pblaha. (B) O CM de HUVEC apds 4,5h de
incubacdo em meio sem SFB na auséncia ou presenge®3i87 1,8uM (Ultimos 30min) ou BFA
10uM. Foram realizadas sucessivas marca¢fes daamaembrana com anti-PDI ABR e com aifiti-
actina. (C) O CM foi coletado 0,5, 2 e 4 h apésiagdo de meio sem SFB nas células, seguido de
western blot com anti-PDI ABR of-actina. (E) Quantificacdo do painel a esquerda damras
representando média + erro padréo (n=3), com DS em relacéo ao controle (ANOVA com pds teste

Newman-keuls).

Apés a realizacdo de todos os controles, foi ingadb se a PDI soluvel no CM
seria secretada pela via convencional. O tratameonto BFA ou Mon por 0,5h ndo
afetou a secrecao da PDI (Figura 10A). Por outtlo,léaratamento das células por 1h
(Figura 10B) e por 4,5h (Figura 10C) aumenta denfosignificativa a quantidade de
PDI solavel no CM. Nao foi possivel detedtaactina apds tratamento com BFA e Mon

nos diferentes tempos (Figura 11). Portanto, agebietada ndo segue a via classica de
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secrecdo de proteinas, e o fato de BFA até mestmoués a liberacdo da PDI indica
secrecdo nao-convencional do tipo IV. Apenas untaera fracdo da PDI intracelular
€ externalizada na condicdo basal, esse valor sdad0,83+0,11% (média zerro
padrédo) para PDI de superficie celular e de 0,4&£0,(média terro padréo) para PDI

solivel, com as células incubadas em meio sem SBB 1ph40min e 4h,

respectivamente.
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Figura 10. Avaliacdo de BFA e Mon na secrecdo dag@bHUVEC. (A) CM foi coletado por 0,5h, (B)

por 1h e (C) por 4,5 h para BFA 10uM e 4h para MOpM apds incubacéo de meio sem SFB na
presenca dos inibidores seguido de western blot antihlPDlI ABR. No tempo de 4h ocorreu uma
incubacdo prévia das células por 0,5h com Monass células foram expostas a Mon por 4,5h.
Quantificacdo dos painéis a esquerda com barrassemtando média + erro padrao (n=3), com * p <

0,05 em relag&o ao controle (teste t).
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Basal BFA Basal Mon Lisado

Basal BFA Basal Mon Lisado
Basal BFA Basal Mon Lisado

Figura 11. Avaliagdo da viabilidade celular apdéastamento com BFA e Mon 10uM. CMs apés
tratamentos (Figura 10) foram coletados, seguideattern blot com anfl-actina (n=3).
4.2. O papel do citoesqueleto na rota de externatigdo da PDI em células
endoteliais

A seguir, investigamos o papel do citoesquelet@xtarnalizacdo da PDI. O
citoesqueleto de actina esta envolvido em eveatosos do transporte de vesiculas até
a membrana plasmatica, mas a actina cortical fnacd@mo uma barreira, dificultando
processos de aproximacéao e fusdo de vesiculas éMidlaret al, 2003). A inibicdo da
polimerizacdo de actina por uma toxina de fungoceaiasina D (CytD), aumentou em
22,6% a externalizacdo da PDI de superficie celffagura 12A, CytD). Um efeito
similar foi observado com a PDI solivel no CM (Feyul2B). Os ensaios de
imunofluorercéncia confocal em células ndo perntizgabias corroboram o dado de PDI
de superficie celular apds tratamento com CytDuiaid 3A). A CytD foi eficaz, visto
que foi capaz de romper as fibras de estresse dawrcam faloidina ja com 30 minutos
de exposicao (Figura 13B).

Avaliamos também se microtubulos seriam importaptes externalizacdo da
PDI. O trafego de vesiculas por longas distancgedde de microtibulos e é essencial
para secrecdo vesicular de inUmeras citocinas (8tay 2013). Para avaliar se esse

tipo de transporte ocorre para PDI, incubamos adasécom nocodazol (Noc), um
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agente despolimerizador de microtubulo que sedigetamente a tubulina, alterando
sua conformacéo. O nocodazol aumentou a quantddrRDI secretada (Figura 12C),
mas nao alterou a quantidade de PDI de superfielelac (Figura 12D). Nas
concentracdes e tempo utilizados, nocodazol de gabnoveu desorganizacdo dos
microtubulos ja com 15min de exposicdo, que perc@nefetiva durante no minimo
1h (Figura 14). A auséncia de inibicdo da extezagho da PDI por nococozol € uma
sugestdo adicional de que o trafego majoritari®@idanao € mediado pela via classica,
ja que a integridade dos microtubulos € essen@eh @ manutencdo da estrutura
perinuclear do complexo de Golgi (Di Pie&bal, 2006). Esse resultado também sugere
que o trafego vesicular por longas distancias meimeente ndo é utilizado para

secrecédo da PDI.
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Figura 12. Papel do citoesqueleto de actina e mdilotbos na externalizacdo da PDI. (A e D) HUVECs
foram incubadas por 1h com citocalasina D (Cytyu®), inibidor de RhoA (iRho) 1,5ug/mL ou
nocodazol (Noc) 10uM, seguido de biotinilagédo naesficie e western blot com anti-PDI ABR. (B e C)
O meio condicionado foi coletado por 2h de trataéimeom Cyt 3uM (com incubagdo prévia por 30
minutos), com iRhoA 4pg/mL e Noc 20uM. Quantificagi painel superior com barras representando
média * erro padrao (n=3), com (*) p < 0,05 tesent(B e D) e ANOVA com poés teste Newman-keuls
(AeC).
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RhoA € um membro da familia de Rho GTPase que aegtbesqueleto de
actina cortical, induzindo nucleacdo e alongametdoactina e esta envolvido na
exocitose, por exemplo, resposta neurosecretépandiende de Ga(de Curtiset al,
2012). O inibidor de RhoA (iRhoA) promoveu dimin@iigna PDI de superficie celular
(Figura 12A) e PDI secretada (Figura 12C), moswapapel de RhoA na secrecéo da
PDI. As diferencas observadas acima ndo foram deaiginento na morte celular apés

tratamento com os inibidores (Figura 15).

CytD 1h CytD 1h

Figura 13. Efeito da citocalasina D (Cyt D) na exsédizacdo da PDI. (A) HUVECS foram incubadas por
1h com Cyt D 0.5uM. As micrografias sdo represergat(n=3) da imunofluorescéncia indireta das
célulasndo permeabilizadasttilizando anti-PDI (StressGen). (B) Similar a (&Xxceto que as células
foram permeabilizadas com NP-40 e também incubeatmsAlexa Fluor® 635 phalloidin (C) Similar a

(B), exceto que o tempo de incubacéo com CytD édd &h.
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10 pm 10pm

10 um
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Figura 14. Comprovacdo do efeito do nocodazol (ND@)M na desorganizacdo de microtlbulos.
HUVECs foram incubadas por 0,25, 0,5 (n=2) ou 1lh3jncom nocodazol. As micrografias séo

representativas da imunofluorescéncia utilizanadatétubulina nas células permeabilizadas.

A £ B Figura 15. Avaliacdo da viabilidade celular

© Basal iRhoA Noc Lisado , .

5 al apés tratamento com inibidores do
5 g = citoesqueleto. (A) Avaliacdo da apoptose e
%% 6 necrose por citometria de fluxo (exps. da

= Basal CytD . Lo
§g4_ Figura 12 A). Barras representam média

[
= +erro padrao (n=3) com p > 0,05 para todos
X o 2f .

'g 0S grupos (teste t pareado). CMs apés

E tratamentos (Exps. da Figura 12B e C)

k-] Basal CytD

foram coletados, seguido de western blot

com antig actina (n=3).



Resultados}7

4.3. Investigacdo do papel de rotas ndo convenciosnaa externalizacao da PDI
em células endoteliais

Tendo abordado a rota convencional de secrecdestiggmos a seguir se a
externalizacdo basal da PDI é dependente da secnégaconvencional do tipo | de
proteinas (Nickeét al, 2009). O clorato de sodio (SC) é um inibidor dassintese de
proteoglicano heparan sulfato, o qual bloqueiaceg@o ndo-convencional de FGF2
(Zeheet al, 2006). O SC aumentou de forma significativa (58%@uantidade de PDI de
superficie celular (Figura 16A), mas ndo afetodatma significativa a quantidade de
PDI secretada (Figura 16B).

Outro inibidor da externalizagéo pela via ndo-comi@nal de proteinas do tipo |
€ a Neomicina, que sequestra fosfatidilinositol djosfato [P1(4,5)P2], e assim
blogueia a interacdo de proteinas com fosfoin@dd Por exemplo, neomicina
blogueia a externalizacdo de transglutaminaseuatein 70% (Zemskoet al 2011)
Nao houve alteracdo significativa nos niveis de &®buperficie celular (Figura 16C)
ou PDI secretada (Figura 16D), indicando que eragfio com fosfoinositideos néo
ocorre durante trafego de PDI para fora da célpapel do trafego ndo-convencional
do tipo Il também foi avaliado por meio da inibicdo transportador ABC com
gliburide (Glyb) (Fliegekt al, 2003, Rabouillet al, 2012, Zemskoet al, 2011). Glyb
nao diminui de forma significativa a quantidadeRi2l de superficie celular (Figura
17A) ou PDI secretada (Figura 17B). Globalmentseg®nsaios sugerem que o trafégo
nao-convencional (n&o-vesicular) do tipo | e dootih ndo estdo envolvidos na
externalizacdo da PDI em células endoteliais. M@ddtectada atividade LDH no CM

das células tratadas com Glyb.
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Figura 16. Efeitos dos inibidores da secre¢éo méwancional do tipo | de proteinas na externaliaalzi
PDI. (A) HUVECs foram incubadas por 15h40min comrato de sodio (SC) ou (C) neomicina (Neo),
seguido de biotinilacdo na superficie e westernt Wlom anti-PDI ABR. Gréaficos de barras
representammeédia + erro padrdo (n=3-4), com (*)05 em relacdo ao basal (teste t pareado). (B e D
CM de células incubadas por 16h com Neo ou SCuometido a western blot revelado com anti-PDI
ABR. Apds esse periodo, as células foram incubpda80min com meio sem SFB, seguido de troca por
novo meio sem SFB por mais 30 min, sendo estadragileta para analise da presenca da PDI no CM.
Graficos de barras representam média + erro pa@&®) com p > 0,05 em relacdo ao basal (teste t

pareado).

A secrecdo ndo-convencional de inUmeras protetoaso: IL-13 (Rubartelliet
al, 1990), galectina 3, fator de crescimento de blasto 2 (FGF2) e tiorredoxina
(Hughes, 1999) é inibida por metilamina. Como vitbigura 17A e B, a metilamina
(Methy) ndo altera os niveis de pecPDI. Além diddethy assim como bafilomicina
(Baf), inibem secre¢do ndo-convencional por lisoss secretorios (Mambulet al,
2006), por induzirem neutralizacdo deste compartimgOkasakiet al 2000), e
potencialmente bloqueiam também secrecdo ndo-coiveh do tipo Ill. No caso da

PDI, inibicdo da funcdo lisossomal com Methy ou Bab altera a quantidade de
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pecPDI (Figura 17A e B). Nao foi detectada ativelatk LDH no CM das células
tratadas com Methy e Baf.

A seguir, investigamos se a externalizacdo de Rk srealizada por um
transporte ativo dependente de ATP ou endossomosciddagem. Deplecdo de ATP
com 2,4-dinitrofenol (DNP) ndo afeta a secreca®Da (Figura 17A e B). A secrecéo
nao-convencional envolvendo endossomos de reciolagetransglutaminase tecidual €
drasticamente inibida pelo tratamento com NEM (dem<t al, 2011), o qual inibe
processos envolvendo NSF ATPase (importante paatey de fusdo de membrana).
NEM aumenta os niveis de PDI secretada, ao inv@silale indicando que esta via ndo
é utilizada pela PDI (Figura 18A). Avaliamos tambénefeito da deplecéo de célcio
com BAPTA na secrecdo da PDI, e observamos queaestenta os niveis de PDI
solavel (Figura 18B), mostrando que modula¢cfes areentracdo de célcio regulam

trafego da PDI.
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Figura 17. Avaliacédo de trafego ndo-convencionalHIdVEC. (A) As células foram tratadas por 1h com
Glyb 100uM, DNP 0,2mM, Methy 8mM e Baf 40nM, sequitk biotinilacao na superficie e western blot
com anti-PDI ABR. Graficos de barras representamiané erro padrao (n=3-4), com p > 0,05 em
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relacédo ao basal (ANOVA com pds teste Newman-ke{B3)CM de células tratadas por 2h com Glyb
100uM, DNP 0,6mM, Methy 6mM e Baf 40nM foi submetia western blot com anti-PDI ABR (n=3).
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Figura 18. Avaliacdo de trafego dependente de sodus de recilagem e célcio na secrecédo da PDI. (A)
CMs de HUVEC tratadas com NEM 0,05mM nos udltimosriibutos de 4,5h de incubagdo em meio sem
SFB ou (B) tratadas com BAPTA 10uM por 2h forammeatidos a western blot com anti-PDI ABR.
Graficos de barras representam média + erro pgdré®4), com * p < 0,05 em relacdo ao basal (teste

pareado).

4.4. Investigacdo do papel de GRASP55 na extatizacdo da PDI em células
endoteliais

O bloqueio das vias nao-convencionais do tipo |, Illl , dependente de
endossomo de reciclagem ou lisossomos secret@m#nibe a externalizacdo da PDI.
A via classica de secrecdo afeta apenas parcianeemtafego da PDI de superficie
celular e até mesmo estimula a secre¢cdo da PDIRDdlele superficie celular (apds
inibicdo sustentada da via RE-Golgi). Portantoressiltados sugerem que a secrecéo
majoritaria da PDI se enquadra dentro da via deeg@o nao-convencional do tipo IV.
O proximo passo foi avaliar se o trafego da PDiaseependente ou ndo de GRASP.
Apos a diminuicdo da expressao de GRASP55 com RiNiatdrferéncia (Figura 19A),
avaliamos o impacto desta proteina no trafego da&» ha alteracdo significativa na
guantidade de PDI de superficie celular (FigureBl® PDI secretada (Figura 19 C)
apos silenciamento de GRASPS55, indicando que armsieacdo da PDI é
independente de GRASP55. Néao foi detectada atigided LDH no CM de células

Scrambled ou siGRASP.
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Figura 19. Avaliacdo da externalizacdo da PDI agifenciamento de GRASP55 (GORASP2). (A)
HUVEC foram previamente transfectadas com RNA defénéncia para GRASP55 (SiGRASP55) ou

sequéncia Scrambled (Scrb) em HUVEC conforme desaa metodologia. Quantificacdo de GRASP55
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superficie e western blot com anti-PDI ABR (C) Ctits HUVEC transfectadas com Scrb ou siGRASP

incubadas em meio sem SFB por 1h foram submetidestern blot com anti-PDI ABR.

4.5. O papel de plataforma lipidicaslipid rafts) na rota de externalizacéo da PDI
em células endoteliais

As plataformas lipidicas sado importantes para cor@msento de proteinas,
modulacdo da sinalizacdo e endocitose mediadagw@ota. A filipina Il (Fil 11l) e
nistatina (Nyst) depletam colesterol da membraaampética (Greene & Gao, 2009).
Esses agentes ndo foram capazes de diminuir agidpdes de PDI de superficie
celular (Figura 20 A) e PDI secretada (Figura 20sByerindo que eventos dependentes
de colesterol ndo inibem diretamente a saida da R®Entanto, o0 aumento observado
na pecPDI indica trés possiveis eventos: (1) dirpimina endocitose/reciclagem da
pecPDI que possivelmente ocorre hpad rafts levaria a aumento da PDI soltvel e em
menor extensdo da PDI de superficie celular, @mecao de colesterol poderia estar
rompendo vias de sinalizacdo que regulam a inibd@drafego da pecPDI e (3) a

alteracdo na arquitetura da membrana estimulaiesadnente a secrecao da PDI.
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Figura 20. Efeito da deplecdo do colesterol nareatzacédo da PDI. (A) HUVECs foram tratadas com

Lisados

PDI de superficie (% do basal)
PDIl secreteda (% do basal)
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nistatina (Nyst) 10ug/mL e filipina 11l (Fil II) Bug/mL por 1h. Quantificacdo do painel com barras
representando média + erro padrédo (n=3) com * p0S @m relacdo ao basal (ANOVA com pés teste
Newman-keuls). (B) CM de HUVECs HUVECs foram tratsadom Nyst 10ug/mL Fil 1l 2,4ug/mL por

1h. Graficos de barras representam média * errodpagh=3) com * p < 0,05 em relacdo ao basal

(ANOVA com pos teste Newman-keuls).

4.6. Investigacdo da reciclagem da PDI soluveim células endoteliais

A questdo da endocitose da PDI é relevante e merr Dessa forma,
avaliamos qual tipo de endocitose seria responspekl reciclagem da PDI. O
tratamento das células com um inibidor classicced@ocitose mediada por clatrina
(Pitstop2) aumenta os niveis de PDI soluvel e nengigito significativo foi observado
com inibidor de endocitose mediada por dinamahagsore (Figura 21). Esses dados

sugerem que a endocitose da PDI seja via clatrina.
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Figura 21. Avaliagdo da endocitose mediada poricéate dinamina. CMs de HUVEC tratadas com
PitStop22uM e dynasorgDyn) 30uM por 1h em meio sem SFB foram submetadasestern blot com
anti-PDI ABR (n=3). Graficos de barras representaédia + erro padrédo (n=3), * p < 0,05 em relagéo ao

basal (ANOVA com pos teste Newman-keuls).
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4.7. Investigacao de possiveis moduladores da qiidade de pecPDI

Além da investigacdo da externalizacdo constitutdea PDI em células
endoteliais, outro fator importante e estudadoitesatura € a secrecao estimulada da
PDI, sendo PMA e trombina dois agonistas ja utilo= previamente em HUVEC
(Jasujeet al, 2010). Os aumentos nos niveis de PDI soluvePpdA, trombina e ATP
nao foram inibidos por BFA (Figura 22), sugerinde @ secrecdo estimulada da PDI,
assim como a basal, ndo é pela via classica dececide proteinas. E importante
ressaltar que BFA por 0,5h nédo altera os niveiBdlesecretada (Figura 10), indicando
que esse aumento observado na presenca de BFAvploeaite € devido a presenca
dos estimulos.

BFA

Basal PMA ATP Trombina PMA ATP Trombina

Da
- Lisado

Lisados Bactina

N
o
T

—

200

PDI secretada (% do basal)
=
e

Basal PMA ATP TrombinaPMA ATP Trombina
BFA

Figura 22. Efeito de PMA, ATP e trombina na seavegd PDI. CMs de HUVEC incubadas com PMA
10ng/mL, ATP 0,5mM e trombina 1U/mL nos dltimos 3 1h em meio sem SFB na auséncia ou
presenca de BFA 10uM foram submetidas a westeitncbla anti-PDI ABR (n=3). Gréficos de barras

representam média * erro padrao (n=3).
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Além de estudar a rota secretdria da PDI na coadigial ou estimulada, &
essencial entender seu comportamento diante deertliés condi¢cdes que mimetizam
estresse fisioldgico ou patologico, ambos relewaatéuncdo de uma chaperona redox
como a PDI. Inicialmente, avaliamos o efeito doqeletérmico na secrecdo da PDI, e
observamos que nédo afeta a quantidade de PDI adar@tigura 23A, comparar Basal
com 42C) e de PDI de superficie celular (Figura 23B). &udanto, uma reducgéo
significativa na quatidade de PDI soltuvel foi olseia apds recuperacdo do choque
térmico (Figura 23, Comparar Basal R conP@®R). Este resultado € similar ao
previamente reportado em hepatécitos de rato apdsperacdo de choque térmico
overnigth(Teradeet al, 1995).

Como esperado, o choque térmico induziu um aunmenExpresssao da Hsc70
intracelular (Figura 23A). Especulamos que o chdagumico promova um aumento na
carga de processamento de proteinas no RE, de wmueloa quantidade de PDI
secretada é diminuida devido a maior demanda deskeento protéico dependente de
PDI no RE. N&o se detectou atividade de LDH no G cklulas no Basal e Basal R.
No entanto, a média da atividade de LDH no CM ®&DdB% e 4% no choque térmico e

na recuperacao, respectivamente.
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Figura 23. Efeito do chogue térmico na secreca@la (A) CMs de HUVEC foram incubadas por@2

na dltima 1h de incubacgdo por 2h em meio sem SEBsA choque térmico ou na condicdo basal (Basal
R), as células foram deixadas em recuperacdo partC (42C R), seguido de western blot com anti-
PDI ABR. Grafico de barras representa média + padrdo (n=3), com * p < 0,05 em relagdo ao basal
(ANOVA com pos teste Newman-keuls). Quantificagds groteinas intracelulares PDI (lisados) e
Hsc70, com * p<0,05. (B) HUVEC incubadas &@dor 30minutos finais de 1h em meio sem SFB, n=3.
Grafico de barras representa média + erro padras)(rcom p > 0,05 em relacdo ao basal (teste t

pareado).

Outro tipo de estresse relevante a doencas vassudap estresse do reticulo
endoplasmatico. Um indutor classico de estresseEl@ a tunicamicina, que bloqueia
N-glicosilacdo que ocorre no RE, levando assim éamato de proteinas mal-
enoveladas. O protocolo de inducéo de estresseoRBEunicamicina foi eficaz, ja que
promoveu um aumento significativo nos niveis dapehonas Grp78 e Grp94 (Figura
24A), conhecidos marcadores de estresse do REdécd@o do estresse do RE néo
promoveu alteracdo significativa na PDI de supierfielular (Figura 24B), mas causou
diminuicdo significativa de 31,6% na chaperona Ksdé superficie, utilizada como

controle (Figura 24C).
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O aumento de proteinas mal-enoveladas no RE aesolseu transporte para o
citosol, seguido de degradacdo mediada pelo sisteiiguitina-proteassoma,
denominadadegradacdo associada ao RERAD). Embora a Hsc70 seja chaperona
citosOlica, sua participacdo na degradacao via ERACCFTR e TCR é relatada na
literatura (Arakiet al 2011). Uma possibilidade é que no citosol, sabstr da via
ERAD se liguem a Hsc70 e que a quantidade de Hdispdnivel para externalizacédo
diminua. Além disso, a Hsc70 de levedura, Ssakcéssaria para degradar inUmeras
proteinas integrais de membrana pela via ERAD (Feaval, 2001).

Embora néo tenha afetado a quantidade de PDI daf&uig celular, o estresse
do RE estimula a secrecao da PDI (Figura 24D), maasfoi detectadf-actina no CM
apos tratamento com tunicamicina (dados ndo masyalssa diferenca pode ser pelo
tempo de exposicdo a tunicamicina, ja que a in@dapm tunicamicina 0,02ug/mL
por 24h leva aumento na quantidade PDI de superigiular (média=157, n=2). No
caso de hepatdcitos de rato, o estresse do RE peomaeducdo na PDI secretada

(Teradeet al, 1995).
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Figura 24. Efeito do estresse do RE na externd@ag PDI e da Hsc70. (A) HUVEC foi incubada por
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PDI secretada (% do basal)

Basal Tun

16,5h min com tunicamicina e o lisado intraceldiair coletado, seguido do western blot com anti-

KDEL, o qual reconhece o C-terminal das chaperddgs’8 e Grp94 é-actina. Grafico de barras
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representa média * erro padrdo (n=3), com * p € @M relagdo ao controle (teste t pareado). (B)
HUVEC foi incubada por 16,5h com tunicamicina 0,2plg seguida de biotinilagdo na superficie e
western blot com anti-PDI ABR e (C) anti-Hsc70. fi& de barras representa média + erro padréao
(n=3), com * p < 0,05 em relacdo ao controle (t¢egtareado). (D) CMs de HUVEC incubadas por 24h
com tunicamicina 0,1ug/mL foram submetidas a washtot com anti-PDI ABR. Grafico de barras

representa média + erro padrédo (n=3), com * p § @@ relagdo ao controle (teste t pareado)

Os dados acima corroboram outros resultados dedieltio indicando que o
pool secretado da PDI e pool da superficie celular sdo governados por distintos
mecanismos de externalizacdo. Embora o efeito ekstidrio de alguns compostos seja
conhecido para PDI soluvel (Jasefaal, 2010, Shardat al, 2015), estes nédo tém sido
investigados para PDI de superficie celular. A23J187 exemplo, estimula a secrecao
de PDI em fibroblastos, célula de ovario de hamstenés, plaguetas e HUVEC
(Boothet al, 1989, Dorneret al, 1990, Chenet al 1992, Jasujeet al, 2010,
respectivamente). Julgamos oportuno, assim, avaef@itos de ionoforo de calcio
(A23187) e de citocinas (ainda ndo estudado parh, P2 quantidade de PDI de
superficie celular.

O A23187 aumenta a concentracdo intracelular dé @Qasujaet al, 2010) e
aumentou os niveis de PDI de superficie celulaguflai 25A). Tratamento das células
por tempos curtos (0,5h ou 1h) com fator de cremcio transformantf: (TGF{3,)
nao teve efeito na quantidade de pecPDI (dado r@&irado). Resultado similar foi
observado apods o tratamento das células por loagodm com TGH; (Figura 25B).

O estimulo das células com uma citocina pro-inflémia, o fator de necrose tumoral-
(TNF-0), levou a aumento significativo de 58% na PDI dpesficie celular (Figura
25B). TNFe 25ng/mL ¢4h) ocasiona aumentos dos niveis de expressao éautzo
de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) em HUVEC (Yaetgal, 2005), que por sua vez &

importante mediador da adesdo de leucdcitos. Adesdmeutrofilo em HUVEC
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estimulada com TNF e fluxo (shear), provavelmerd®AM-1, é mediada patM 32,
uma integrina de neutrofilo cuja atividade é redalale forma positiva pela PDI
extracelular (Hahnet al, 2013). Portanto, esse aumento de pecPDI podesiargar
maior ativacao de integrinas na superficie da HU\(E@iatkowskeet al, 2008), além

de atuar na ativacao da integrina de neutrofil@udiera adeséo.
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Figura 25. Efeito de ionéforo de célcio (A23187imcinas na externalizacdo da PDI. (A) HUVEC foi
incubada com A23187 0,1uM nos 30min finais delhmio sem SFB e (B) TNE-10ng/mL ou TGH3;
25ng/mL por 16h40min seguida de biotinilacdo na superfcigestern blot com anti-PDI ABR. Grafico
de barras representa média + erro padrdo (n=3), *cpnx 0,05 em relacdo ao basal em (A) teste t

pareado e (B) ANOVA com p0s teste Newman-keuls.

Outro tema pouco estudado quanto a PDI de supedéular é qual o tipo de
forca que mantem a PDI ligada a superficie celiNarhepatécito de rato, a interacao
entre PDI e membrana plasmatica envolve interag@ésostaticas, ja que lavagem das
células com carbonato de sdédio 0.1M pH=9.0 elinsim@esenca da PDI na superficie
celular (Teradeet al, 1995). No entanto, nenhuma alteragcéo signifieatia PDI de
superficie celular foi observada em nosso estuds &yagem das células endoteliais
(Figura 26A). Por outro lado, nas mesmas condig@esreu reducéo significativa na
Hsc70 da superficie celular (Figura 26A), corrobdadado da literatura que mostra
interacdo eletroestética entre Hsp70 e lipossoasgijp et al, 2014). Utilizamos a
Hsc70 como controle em inlmeros ensaios e investigao perfil de sua distribuicao

na superficie de células endoteliais. ObservamesHpc70 se localiza em placas na
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superficie celular, ndo diretamente correspondeatesia disposicdo citoplasmatica

(Figura 26B).
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Figura 26. Efeito da lavagem com carbonato de sédiocélulas endoteliais. (A) As células foram
incubadas com carbonato de sddio 0.1M pH=9.0 poin5amtes da biotinilacdo de proteinas de
superficie, seguido de western blot com anti-PBRAe a seguir marcac¢do para Hsc70. Grafico de
barras representa média * erro padrédo (n=3), cpra 9,05 em relacédo ao basal (teste t pareadop4¢B)
micrografias séo representativas (n=3) da imunodscéncia indireta das célulado permeabilizadas
utilizando anti-Hsc70 mostrando Hsc70 de superficgHsc70) e das células permeabilizadas (Hsc70

intracelular). As imagens contrastadas a direitatram o contorno celular.

Considerando que no caso de chaperonas como canexalreticulina (Wiest
et al 1997) as proteinas externalizadas sédo prefetem@iée recém-sintetizadas,
investigamos se 0 mesmo ocorreria para PDI. In@ddagpr 1h e 16h40min com
cicloheximida (CHX), inibidor da sintese protéic@o afetou a externalizacdo da PDI
de superficie celular (Figura 27A). E interessari&ar que o tempo de meia vida da
PDI em hepatdcitos é longo, de 96h (Teradaal, 1995). Em células HelLa néao

proliferativas o tempo previsto de meia vida da Ridlde 116,8h (Cambridget al,
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2011). Logo, quando utilizamos CHX por tempos aurtéo estamos avaliando o efeito
da inibicdo da sintese de PDI em si, e sim de imagecom tempo de meia vida curto
que poderiam ser essenciais para a externalizacB®H Um experimento importante é
calcular o exato de tempo de meia vida da PDI n&EHCT. Nés pretendemos fazer
esses ensaios em futuro proximo.

E possivel que em células proliferativas como gigadas aqui, esse tempo seja
menor, ja que a demanda de enovelamento protéitaa¥ para permitir que as células
se dividam. De fato, o tratamento com CHX por tesnpais prolongados (16h40min)
promoveu reducdo de 34+5% (média +SEM, n=3) naemgdio intracelular da PDI
(Figura 27A, painel inferior CHX 16h), confirmandme diminuicdo da PDI recém-
sintetizada ndo afeta a quantidade de PDI na sSaigedelular. Portanto, PDI recém-
sintetizada n&o constitui um pool de PDI prefer@noénte externalizado em células na
condicdo basal. No entanto, esse tempo de trataneamh CHX é suficiente para
reduzir de forma importante os niveis das protedeasuperficie total (Figura 27 B).
Além disso, o tratamento com CHX por 16h40min dumide forma significativa a
Hsc70 intracelular, bem como a Hsc70 de superfstigerindo que aproximadamente

metade desta é oriunda da Hsc70 recém-sintetizada.
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Figura 27. Efeitos da cicloheximida na externaimada PDI. HUVEC foi incubada por 1h ou 16h40min
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com cicloheximida 10ug/mL e 0,5ug/mL, respectivateprseguida de biotinilagdo na superficie e
western blot com anti-PDI ABR. Gréfico de barrapresenta média + erro padréo (n=3) com p>0,05
(ANOVA com pos teste Newman-keuls). (B) A membraisapainel a direita em (A) foi incubada com
anticorpo anti-biotina-HRP. (C) HUVEC foi incubag@r 16h40min com cicloheximida seguida de
biotinilacdo na superficie e western blot com &f#&70. Gréafico de barras representa média * erro
padrdo (n=3), com * p < 0,05 em relacdo ao contft@ste t pareado). (D) CMs de HUVEC incubadas
com cicloheximida por 24h. Grafico de barras repmés média + erro padrao (n=3), com p > 0,05 em

relacao ao controle (teste t pareado).

4.8. Investigagao do envolvimento da via convenciahe o papel do citoesqueleto

na externalizagdo da PDI em células musculares ls&ascular

Conforme discutido a introduc¢éo, um dos objetivesidsso estudo € investigar
a pecPDI em células musculares lisa vascularesdpem (VSMC) e de linhagem

(RASMC). O primeiro passo foi investigar se a PEthea presente na superficie dessas
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células. A andlise por biotinilagdo das proteirasuperficie na RASMC revelou duas
bandas: uma banda no peso esperado 52kDa e unmaladganda abundante com peso
ca 40kDa (Figura 28). O tratamento com BFA ou Moo a#etou a banda de 52kDa ou
de 40kDa, exceto pela ligeira diminuicdo na baneatdkDa. Resultado similar foi
encontrado na VSMC (Figura 28B). Esses dados indicawe a via RE-Golgi-

Membrana plasmatica ndo contribui na externalizalgélBDI nessas células.
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Figura 28. Efeito do tratamento com BFA e Mon nlleémuscular lisa (A) RASMC foi incubada por
4,5h com BFA e Mon 10/18uM seguida de biotinilagiqutoteinas de superficie e western blot
utilizando anti-PDI (ABR). Barras representam métkaro padrdo (n=3) com p > 0,05 para todos os
grupos (ANOVA com pds teste Newman-keuls), excet@ plon 52kDa (n=2). (B) VSMC foi incubada
por 4,5h com BFA e Mon 18uM seguida de biotinilagi®o proteinas de superficie e western blot
utilizando anti-PDI (ABR). Barras representam métkaro padrao (n=3) com p > 0,05 para todos os

grupos (ANOVA com pés teste Newman-keuls)
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E importante ressaltar que o tamp&o de lise coirisitlores de protease e em
todo procedimento a célula/lisado celular foi mamta £C. Essa provavel clivagem da
PDI de superficie celular esta sendo investigadg@tado preliminar mostra que néo é
realizada por metaloprotease. Outras possibilidadesque (1) seja realizada por outra
protease extracelular e (2) que ocorra duranteocegso de externalizacdo. Dados
recentes do laboratorio indicam que esta forma matis € detectada preferencialmente
em ensaios de biotinilacdo em artérias intactagdla et al, 2015-paper submetido).
Assim, esta banda de menor tamanho parece ser anieufaridade da VSMC, ja que
nao foi usualmente observada na HUVEC.

A imunofluorescéncia indireta por microscopia caadoem células musculares
lisas de linhagem (RASMC, Basal Figura 29), cultpranaria da aorta de coelho
(Basal Figura 33) e de rato (Basal Figura 88) permeabilizadasevelou que a PDI
estava presente na superficie destas células de mdependente da espécie ou se a
célula é de linhagem ou primaria. Em todos os ¢as®P| de superficie celular parece
exibir o sinal de recuperacao KDEL, como sugeriéla pnarcagcao com o anticorpo que
reconhece esta por¢cdo C-terminal da PDI. A PDIlugerdicie celular de VSMC tem
padrdo de marcagdo puntiforme andlogo a descripf@das da literatura para a
linhagem imortalizada de célula endotelial- EA.hy@2lls (Popescat al, 2010).

Como visto em célulasdo permeabilizadasa Figura 299 trafego da PDI para
superficie ndo foi inibido na presenca da BFA onMResultado similar ao da Mon
18uM foi obtido com Mon 10uM (dado ndo mostrado)n@o-permeabilizacaalas
células como requisito para garantir a deteccdwrateinas de superficie € utilizada por
varios autores (Popescet al 2010, Swiatkowskeaet al, 2008 Shinet al 2003,
Mezghraniet al 2000). Além disso, utilizamos tempo curto de ¢&a (20 min) e o

laser foi ajustado de acordo com o controle negatimcubacdo somente com o
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secundario) para obtencdo das imagens. Outro pguéo valida que a marcacao
observada é na superficie celular € o fato de delamente mais fraca do que a
marcacdo da PDI presente no limen do reticulo dasimgtico (comparar Basal Figura
29 com Basal Figura 30).

Um resultado chamativo neste experimento foi acgéte de placas contendo
PDI de superficie celular, também observadas cdi &pos o tratamento com BFA
(dado ndo mostrado). Para investigar se essasspldaasuperficie celular sao
acompanhadas de alteracdo de distribuicdo da Pibdcélular, observamos que
RASMC permeabilizada apresenta padrao alteraddéamem aglomerados/placas, de
distribuicdo da PDI intracelular apés o tratamerdm BFA (comparar BFA Figura 29
e 30). Especulamos, deste modo, que a placa obseavauperficie seja reflexo de um
aglomerado e/ou complexo intracelular contendo B¢ de alguma forma tem
capacidade de exteriorizacdo parcial. Este fenoni@nespecifico desse tipo celular,
visto que esse padrao nao foi observado em HUVEKIER (dado ndo mostrado).

Essa formacdo de placas contendo proteina apasngato com BFA nao foi
especifica para PDI, pois a Erp72 (membro da famdd PDI) também perde sua
distribuicdo difusa e perinuclear (Figura 31A) enfa agregados intracelulares apos
tratamento com BFA (Figura 31B). A marcacdo de uwmaada Unica utilizando o
anticorpo que reconhece a Erp72 (Figura 31C) validasultado obtido. Em geral,
esses dados sdo consistentes com a possibilidadesgas placas sejam plataformas

que otimizam o processo de externalizacdo da RIglaitras proteinas.
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BFA 10 pM

—
10 pm

BFA 18 pM Mon 18 uM

Figura 29. Efeito da brefeldina A e monensina n@zrewlizacdo da PDI. As células musculares lisa de
linhagem da aorta de coelho (RASMC) foram incubaguas4,5h com BFA 10 e 18uM e Mon 10 (ndo
mostrado) e 18uM como descrito na metodologia. Asragrafias sdo representativas (n=5) da
imunofluorescéncia indireta das célula@o permeabilizadasitilizando anti-PDI que reconhece o C-

terminal da PDI (StressGen).

BFA 10 uM BFA 18 uM

10 um

Figura 30. Efeito da brefeldina A na distribuicaracelular da PDI. As células musculares lisas de
linhagem (RASMC) foram incubadas por 4,5h com BRAe118uM, conforme descrito na metodologia.
As micrografias sdo representativas (n=3) da imunoéscéncia indireta das células permeabilizadas

com NP40 e incubada com anti-PDI (Stressgen).
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sobreposicdo

BFA 10puM sobreposi¢do

VSMC HUVEC

C Figura 31. Efeito da brefeldina A na distribuicitracelular da
PDI e Erp72. (A) As células musculares lisa linlrage
(RASMC) foram incubadas por 4,5h (B) com BFA 10pm
conforme descrito na metodologia. As micrografigdo s
representativas (n=3) da imunofluorescéncia indiretas
células permeabilizadas e marcadas com anti-PDégSBen)
e Erp72. (C) Avaliacdo da expressao da Erp72 petene blot
na célular muscular lisa vascular (VSMC) da aoeaadelho e
HUVEC.
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Investigamos também se o efeito da BFA na PDI gersigie celular na VSMC
da aorta de coelho. O resultado com a RASMC sedegiu na VSMC (Figura 32).
Com objetivo de avaliar se a especificidade docargb contra C-terminal da proteina
nao estaria subestimando a quantidade de PDI rexfgug celular, utilizamos outro
anticorpo, o anti-PDI ABR. A marcacdao do anti-PDBR foi ligeiramente mais
acentuada do que a marcagcao com anti-PDI StregeGeparar Figura 32 com Figura
33). Apoés tratamento com BFA, a presenca dos aghmoe foi também visivel e
nenhuma alteracao foi observada apos incubacaoMmm(Figura 33). Os resultados
mostram que a via de externalizacdo da PDI naacéluiscular lisa vascular ndo é pela
via de secrecéo classica de proteinas.

E importante ressaltar que néo foi detectada @pgasde PDI no CM ap6s 15h
de incubacdo de RASMC ou VSMC na presenca ou aaséecBFA em meio sem
SFB. Desta forma, apenagool de PDI de superficie celular foi investigado neigte
celular. Por outro lado, foi possivel detectar BDlivel em artérias iliacas (recém

retiradas do animal) incubadas em meio sem SFBIpddados ndo mostrados).

— | BFA 10 pM

10 um

Figura 32. Efeito da brefeldina A na externalizagaoPDI. VSMC da aorta de coelho foram incubadas
por 4,5h com BFA 10 uM como descrito na metodologis micrografias sdo representativas (n=3) da
imunofluorescéncia indireta das célule@o permeabilizadasitilizando anti-PDI dirigido contra o C-

terminal da PDI (Stressgen).
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BFA10 uMm Mon 18 uM

—
10 pym

BFA10 uM Mon 18 uM

Figura 33. Efeito da brefeldina A e Monensina nzmealiza¢éo da PDI. VSMC da aorta de coelho foram
incubadas por 4,5h com BFA 10, 18uM (ndo mostraloyy 10 e 18uM (ndo mostrado) como descrito
na metodologia. As micrografias séo representativa3) da imunofluorescéncia indireta das célus
permeabilizadasitilizando anti-PDI (ABR). As imagens contrastadias painéis inferiores evidenciam

0s contornos celulares.

Processos de trafego subcelular de proteinas s&itaasente governados pelo
citoesqueleto celular. Para investigar se o cioglstp de actina participaria da
externalizacdo basal da PDI em células muscula@s, Irealizamos experimentos com
CytD, capaz de romper as fibras de estresse. t&ste ®i documentado pela marcacéo
com faloidina (Figura 34A, painel inferior). CytD promoveu aun@npequeno
detectavel na quantidade de PDI de superficie are(ldigura 34A, painel superior),
enquanto Methy induz mudanca no padrdo de marag®DI| de superficie sem uma
alteracao clara da quantidade (Figura 34A, paimgésor). Investigamos também se a
externalizacdo da PDI de superficie celular em VSE€Modulada com padrdo similar

ao das HUVECs em resposta aos mesmos estimulamdiio de calcio foi eficiente
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em aumentar a quantidade de PDI de superficieacetah RASMC (Figura 35, painel
superior), bem como TN&-(Figura 35, painel inferior). Ambos mostraram uadfio

de marcacdo com aglomerados de proteinas, distiatoélula endotelial.

Figura 34. Efeito da citocalasina D (Cyt D) e naatilna (Methy) na externalizacdo da PDI. RASMC
foram incubadas por 1,5h com Cyt D 0.5uM e Methynl) como descrito na metodologia. As
micrografias sdo representativas (n=3) da imunofiscéncia indireta das célulado permeabilizadas

utilizando anti-PDI (Stressgen). As imagens aba&&o de imunofluorescéncia indireta utilizando anti-

PDI (Stressgen) Alexa Fluor® 635 phalloidindas célulapermeabilizadasom NP-40.
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A23187

10 um 10 um

Figura 35. Efeito A23187 e TNé&na externalizagdo da PDI. RASMC foram incubadastfgsh em meio
sem SFB e nos ultimos 30min com iondforo de ca@8187 5uM e TNFx 50ng/mL. As micrografias
sdo representativas (n=3 para cada estimulo) danaftuorescéncia indireta das célulagio

permeabilizadasitilizando anti-PDI (Stressgen).

Avaliamos também se o bloqueio da via classicaasedpaz de abolir o
aparecimento da PDI de superficie celular estinaulaakr A23187. Como mostrado a
Figura 36, BFA e Mon né&o inibiram a externalizagaoPDI na RASMC. Na tentativa
de entender como a PDI seria mantida na superaigar, realizamos ensaio para
avaliar a importancia da interacéo eletrostatices@eontexto. A lavagem das células
com carbonato de sédio 0.1M pH=9.0 ndo afeta osisitke PDI de superficie celular
basal e estimulada por A23187 em VSCM de rato (Rigei7), indicando que a
interacdo eletrostatica ndo € a principal forcgoomsavel por manter a PDI na
superficie neste tipo celular. Resultado similar dbtido com RASMC (dado nao

mostrado).
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BFA 10uM

BFA 10puM
A23187

Mon 10uM Mon 10puM
A23187

Figura 36. Efeito de inibidores da via classicasderecéo na externalizagdo da PDI estimulada por
A23187. A RASMC foi incubada por 4,5h com BFA 10 gMMon 18uM e nos ultimos 30 minutos
incubados com A23187 5uM conforme descrito na nmtmia. As micrografias sdo representativas

(n=3) da imunofluorescéncia indireta das célul@s permeabilizadastilizando anti-PDI (Stressgen).

As células apresentavam uma morfologia similar asab apdés todos os
tratamentos realizados até o momento. Com objetvealidar os dados, quantificamos
a morte celular total em alguns ensaios especifiemgira 38). De uma forma geral
estes ndo foram citotdxicos, exceto um baixo rdeetitotoxicidade (aumento de 7,1%
de morte celular total) detectado apds o tratameldtoRASMC com BFA 18uM

seguido do estimulo com A23187 (BFA 18uM A23) corapda ao basal.
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A23187

Basal A23187
Carbonato Carbonato

Figura 37. Efeito do A23187 e carbonato de sodicexi@rnalizacdo da PDI. A VSCM de rato foi
incubada por 0,5h em meio sem SFB com ionéforo aeiac A23187 5uM (n=3). As células foram
lavadas com carbonato de sédio 0.1M pH=9.0 por §m#3), seguido imunofluorescéncia indireta das

célulasndo permeabilizadasom anti-PDI (Stressgen).

% [ Basal 4,5h

% 20 3 A23187 5uM 0,5h
8§ 6L 3 BFA 10uM 4,5h
3.t { E B3 BFA 10uM A23
S 2 12f @@ BFA 18uM 4,5h
L g @8 BFA 18uM A23
| 3 Basal 1,5h
=3 @ CytD0.5:M 1,5h

= @8 Methy 10mM 1,5h

3 o

Figura 38. Viabilidade celular da RASMC medida pgb@ptose e necrose por citometria de fluxo como

descrito na legenda das figuras anteriores e cmefaiescrito na metodologia. A23=A23187 5uM nos 30

minutos (0,5h) finais. Barras representam médiaotgadrdo (n=33) com p > 0,05 para quase todos os
grupos, exceto Cyt D x BFA 10 uM A23 ou BFA 18 uMA(ANOVA com pos teste Newman-keuls).
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4. Discussao
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Globalmente, nossos dados indicam que 1/4 do poPIld de superficie celular
€ externalizado pela via classica de secrecédo oteipas (Figura 7 e 8). Ha duas
possibilidades para justificar a saida da PDI viag(G (1) seus substratos seriam
responsaveis por esconder a sua sequéncia KDEdtauliente ou indiretamente (por
promover alteracdo conformacional da PDI) impediasim o reconhecimento da PDI
pelo receptor KDEL e (2) a sua sequéncia KDEL selivada permitindo escape
(Turanoet al, 2002, Furie & Flaumenhaét al, 2014). A segunda opc¢éo € improvavel ja
que a PDI de superficie celular apresenta o pedecular correto. Embora o trafego
RE-Golgi contribua para a externalizacdo da PDa superficie, a rota majoritaria é
independente de Golgi e de GRASP55 (Figura 19 B).

A PDI soluvel no meio condicionado, denominada B&dretada, é estimulada
por brefeldina A (Figura 10), sugerindo assim queee@ecdo constitutiva da PDI seja
nao-convencional do tipo IV independente de GRASf#gura 19 C). Uma secregao
independe de Golgi € corroborada pela ausénciaibigdo com nocodazole (Figura
12), j& que o transporte vesicular oriundo do Gd&pende de microtibulos (Letal,
2004). A secrecdo da PDI estimulada por nocodazokem menor extensao por
Citocalasina D (Figura 12) indica que o transpdeePDI é dependente de vesiculas ja
gue é afetado pelo rompimento do citoesqueleto (eaiie et al, 2003). Além disso,
este transporte poderia ser regulado por RhoA dwafalireta ou indireta ja que o
inibidor de RhoA reduz de forma significativa aexilizacdo da PDI (Figura 12 A e
C).

PDI é detectada em vesiculas que ndo contém v\Witoeatiza parcialmente
com a quimiocina Gre- em granulos pequenos em células endoteliais Glasigl,
2010) e silenciamento de HPS6 (proteina envolvadingénese granulos denso em

plagquetas, outros granulos e de lisossomos enaséhuldoteliais) inibe secre¢cédo da PDI
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estimulada por trombina em HUVEC e plaguetas (Smeed al, 2015). O trafégo
constitutivo da PDI de superficie celular e PDIrstxla por uma via vesicular também
é sugerido pelo fato da secrecédo nao-convenciodalyesicular) do tipo | e do tipo Il
inibidas por clorato de sédio/neomicina e gliburidespectivamente, ndo inibirem a
externalizacdo da PDI (Figura 16 e 17). Uma viaetéda da PDI dependente de
lisossomos ou autofagossomos (secrecao nao-coowahao tipo IIl), inibidos pela
exposicao a bafilomicina e metilamina, foi desaaté-igura 17).

A rota utilizada pela PDI também néo € pela viaedéente de endossoma de
reciclagem ou de ATP, poid-etilmaleimida (Figura 18 A) e 2,4-dinitrofenol ([P
nao foram capazes de inibir a externalizacdo da @Qura 17). Alguns pontos
marcantes da secrecdo da PDI sdo: (1) regulacdoapmo (Figura 18 B e 25 A), (2)
por lipid rafts (Figura 20) e (3) sua endocitose ocorre prefeadmeinte via clatrina
(Figura 21). Outro fator relevante € que a PDImeséntetizada n&o parece constituir o
pool de PDI que sai da célula (Figura 27). E possambém que a inibicdo de sintese
protéica aumente a mobilizagdo da PDI direcionaata p secrec¢éo, e que ouprol
além do recém-sintetizado passe a ser utilizado.

E interessante ressaltar que apenas uma pequeéa fita PDI intracelular foi
externalizada. No entanto, o fato da PDI ser unzanea) a mesma PDI pode interagir e
modular inimeros substratos de forma sequencidljziedo um e posteriormente
oxidado outro, ou ainda isomerizando pontes disfadt Portanto, um pequeno
aumento na quantidade de pecPDI pode ter um granpacto. Nossos dados déao
suporte a idéia de que ocorre uma estrita reguldgdoniveis de pecPDI e que a
auséncia de efeito ou até mesmo esfeito estimidatter alguns inibidores reflita a
importancia da manutencdo da quantidade de pec®falgobrevivéncia e homeostase

da célula.
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Em termos de resposta patolégica a externalizagdBll ndo é afetada pelo
choque térmico, mas € reduzida no periodo de reacée (Figura 23). Ja o estresse do
RE promove efeito imediato de aumento da PDI sadeetmas ndo afeta PDI de
superficie celular (Figura 24). Esta diferenca b& d superficie celular e PDI soltvel
pode ser justificada pela atuacdo mais abragenderaa e paracrina da PDI soltvel,
ao contrario da PDI de superficie celular que tdmagio apenas autocrina. Em
conjunto esses dados indicam que a regulacéo deis e pecPDI sdo dependentes do
estresse celular e do tipo celular (Teradal, 1995).

De forma geral, nossos resultados sugerem queeanaktacdo da PDI por
células endoteliais é parcialmente pela via classé&csecrecéo de proteinas para PDI de
superficie celular. A fracdo majoritaria da PDIsdgerficie celular e toda PDI secretada
segue uma rota ndo-convencional do tipo IV indepetedde GRASP55 (Figura 39).
N&ao podemos descartar que a secrec¢do da PDI etafissdo de vesiculas oriundas do
RE cortical com a membrana plasmatica, e por iesi8 siveis ndo seriam reduzidos
pela inibicdo das rotas testadas (Figura 39). Biggdese é plausivel (Fat al, 2013),
pois a PDI é detectada no RE cortical em céluldsaHmr criomicroscopia eletrénica
(Giordanoet al, 2013, Jasujat al, 2010).

NOs temos evidéncias de que a PDI segue uma viepémdiente de golgi
também em células musculares lisas vascular nag&mnbasal (Figura 28 e 29) e na
presenca dos agonistas PMA, trombina e ATP emalehdoteliais. E interessante
notar que estresses que gerem dano celular, equmme aumento das concentracdes
extracelulares de ATP, podem promover de formaetaisecrecdo estimulada da PDI
em células endoteliais. Um ponto importante é salificacdes pos-traducionais
poderiam funcionar como sinal para enderecar PEA @aota secretdria, como € o0 caso

da anexina 2 (Deort al, 2004).
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N3o convencional (ndo-vesicular)

Tipol Tipolll
(Translocagdo de proteina) (Transportador ABC)

Via secretoria

Classica (RE=>Golgi) € Saida da PDI ? — — - Vesiculas oriundas

do RE cortical

Tipo lli TipoIlV 2>< GRASP55/65
(vesiculas como autofagossomos) (Independente de Golgi)

4

N3ao convencional (vesicular)

Figura 39. Esquema das possiveis vias pela qual ®IPé externalizada. A PDI pode sair da célula
através da via classica no caso da PDI de sumgedétilar, mas a fragdo majoritaria da PDI de diger
celular e toda PDI secretada sai pela via ndo @owal do tipo IV independente de GRASP55. A saida
da PDI também pode envolver vesiculas oriundasEl@drtical. As vias de secre¢do ndo-convencional

do tipo I, Il e 11l foram descartadas.
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Um pool da PDI de superficie em células endoteliais € pateado pela via
cladssica de secrecdo de proteinas, enquanto @ fnagj@ritaria sai pela via nao-

convencional independente de golgi e de GRASP55.

O trafego da PDI de superficie em célula muscigandascular é independente de

golgi.

A associacdo da PDI na superficie de células elmistee musculares lisas

vascular ndo é dependente de interagdo eletraastati

A PDI solavel no meio condicionado de célula enlillté secretada pela via ndo-

convencional de secrecao do tipo IV independenteRIASP55.

A secrecao ndo-convencional do tipo |, Il, [lloksomos secretorios e endossoma

de reciclagem nao participam do trafego basal daeRDcélulas endoteliais.

A rota secretdria da PDI estimulada por PMA, ATRra@anbina em células

endoteliais € independente de Golgi.

A endocitose da PDI soluvel é mediada por clatemeacélulas endoteliais.

Estresse do RE aumenta os niveis de PDI soluveal,nda afeta a quantidade de

PDI de superficie.

Choque térmico nédo altera a secre¢do da PDI, et@gaarcuperacdo ao estresse

diminui os niveis de PDI sollvel.
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