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Resumo

Tanaka LY. Dissulfeto isomerase proteica como via integrativa entre estresse
oxidativo e resposta a proteinas mal-enoveladas na reparacdo a lesdo vascular. [tese].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013.

O remodelamento vascular € um determinante fundamental do Iimen em doencas
vasculares, porém os mecanismos envolvidos ndo estdo completamente elucidados.
NoOs investigamos o papel da chaperona redox residente do reticulo endoplasmético
Dissulfeto Isomerase Proteica (PDI) e sua fracdo localizada na superficie celular
(peri/epicelular=pecPDI) no calibre e arquitetura vascular durante reparacéo a leséo.
Em artérias iliacas de coelho submetidas a lesdo in vivo, houve importante aumento
do mRNA e expressdo proteica (~25x aumento 14 dias pos-lesdo vs. controle) da
PDI. O silenciamento da PDI por siRNA (cultura de 6rgdos) acentuou o estresse do
reticulo e apoptose, diferentemente da inibicdo da pecPDI com anticorpo
neutralizante (PDI Ab). Bloqueio in vivo da pecPDI por aplicacdo de gel perivascular
contendo PDI Ab no 12° dia apds lesdo, com analise apds 48 h, promoveu ca.25%
reducdo no calibre vascular analisado por arteriografia e diminuicdo similar na area
total do vaso detectada por tomografia de coeréncia Optica. Neste processo, nao
ocorreu alteracdo no tamanho da neointima, indicando assim, que PDI Ab acentuou
remodelamento constrictivo. Neutralizacdo da pecPDI promoveu importantes
alteracBes na arquitetura da matriz de colageno e citoesqueleto, resultando em fibras
com orientagdo invertida e desorganizadas. Diminui¢cdo na producdo de espécies
reativas de oxigénio e 0xidos de nitrogénio também ocorreu. Andlise de propriedades
viscoelasticas nas artérias indicou reducdo na ductilidade vascular, evidenciada pela
menor distancia para ruptura. As alteracGes subcelulares no citoesqueleto observadas
in vivo apos PDI Ab foram recapituladas em um modelo de estiramento ciclico em
células musculares lisas vasculares, com importante reducdo na formacéo das fibras
de estresse. Em modelo de migragdo randdémica de celulas musculares lisas, a
exposicdo a PDI Ab reduziu a resiliéncia de regulacdo da polaridade. Embora a
neutralizacdo da pecPDI néo tenha afetado a atividade global de RhoA, ela promoveu
alteracdes no padrdo de marcagdo em resposta ao estiramento, na redistribuicdo de

RhoA na superficie celular e na associagcdo com regiGes contendo caveolina. Além



disso, em aterosclerose nativa em humanos, a expressdao da PDI correlacionou-se
inversamente com remodelamento constrictivo. Dessa forma, PDI é fortemente
expressa apos a lesdo e sua fracdo peri/epicelular remodela a arquitetura da matriz e

citoesqueleto, promovendo um efeito anti-remodelamento constrictivo.

Descritores: 1. Isomerases de dissulfetos de proteinas 2. Angioplastia com baldo 3.
Estresse oxidativo 4. Estresse do reticulo endoplasmatico 5. Espaco extracelular
6. Neointima 7. Espécies de oxigénio reativas 8. Lesdes do sistema vascular

9.Musculo liso-vascular.



Summary

Tanaka LY. Protein disulfide isomerase as an integrative way between oxidative
stress and unfolded protein response during vascular repair to injury. [thesis]. “Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2013.

Whole-vessel remodeling is a critical lumen caliber determinant in vascular disease,
but underlying mechanisms are poorly understood. We investigated the role of
endoplasmic reticulum chaperone Protein Disulfide Isomerase(PDI) and cell-surface
PDI(peri/epicellular=pecPDI) pool in vascular caliber and architecture during
vascular repair after injury(Al). After rabbit iliac artery balloon injury, there was
marked increase in PDI mRNA and protein (25-fold vs. basal at day 14Al), with
increase in both intracellular and pecPDI. Silencing PDI by siRNA (organ culture)
induced ER stress augmentation and apoptosis, contrarily to pecPDI neutralization
with PDI-antibody(PDI Ab). PecPDI neutralization in vivo with PDIAb-containing
perivascular gel from days 12-14Al promoted ca.25% decrease in vascular caliber at
arteriography and similar decreases in total vessel circumference at optical coherence
tomography, without changing neointima, indicating increased constrictive
remodeling. PecPDI neutralization promoted marked changes in collagen and
cytoskeleton architecture, with inverted fiber orientation and disorganization.
Decreased ROS and nitrogen oxide production also occurred. Viscoelastic artery
properties assessment showed decreased ductility, evidenced by decreased distance
to rupture. Subcellular cytoskeletal disruption by PDI Ab was recapitulated in
vascular smooth muscle cell stretch model, with marked decrease in stress fiber
buildup. Also, PDI Ab incubation promoted decreased regulation resilience of
vascular smooth muscle migration properties. While pecPDI neutralization did not
affect global RhoA activity, there was altered RhoA redistribution to the cell surface
and association with caveolin-containing clusters, which mislocalized after stretch. In
human coronary atheromas, PDI expression inversely correlated with constrictive
remodeling. Thus, strongly-expressed PDI after injury reshapes matrix and
cytoskeleton architecture to support an anticonstrictive remodeling effect.

Descriptors: 1. Protein disulfide isomerase 2. Balloon-angioplasty 3. Oxidative
stress 4. Endoplasmic reticulum stress 5. Extracellular space 6. Neointima 7.
Reactive oxygen species 8. Vascular diseases 9. Vascular smooth muscle.
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A resposta vascular a uma lesdo mecanica recapitula uma série de eventos
presentes em varias doencas vasculares, tais como aterosclerose, alteracGes
vasculares da hipertensdo arterial e diabetes, e particularmente a reestenose pds-
angioplastia. A integracdo dos diversos processos que compdem esta resposta estd
associada a vérias vias de sinalizagdo celular e fatores secretados por células em
reparacao (1). Estas vias sdo orquestradas por moduladores tais como estresse

oxidativo, que tem sido objeto de atencdo de nosso grupo por um longo tempo (2-4).

Em sinergia com estresse oxidativo, o estresse do reticulo endoplasmatico
(RE), também pode influenciar a resposta vascular a lesdao (5). Uma vez que a
dissulfeto isomerase proteica (PDI), conforme demonstrado pelo grupo, influencia a
expressdo e atividade da NADPH oxidase (6, 7), importante fonte de ROS em células
vasculares, e também € induzida em certas condi¢cdes que afetam a homeostase do
RE (8), a PDI pode ser um ponto de convergéncia entre estresses (oxidativo e do
RE), afetando de modo importante a resposta vascular a lesdo. De fato, estudos
indicaram a inducdo de marcadores de estresse do RE, inclusive PDI, em placas de
aterosclerose (9, 10), Entretanto, o papel da PDI em processos fisiopatologicos
béasicos, tais como proliferacdo, diferenciacdo e senescéncia — caracteristicos da
formagdo da neointima em doencas -, assim como do remodelamento vascular — o
principal determinante do calibre do lGmen em vérias condi¢des (11, 12) - ainda é
pouco explorado. Apesar da PDI ser uma chaperona residente do RE, diversos
estudos indicam efeitos da PDI em outros compartimentos, principalmente na
superficie celular (13, 14). Aqui, nés demonstramos que tanto a PDI recém-
sintetizada ou intracelular bem como a de superficie ou extracelular (aqui
denominada pecPDIl=peri/epicelular), influenciam a biologia neointimal e
remodelamento vascular, respectivamente. Dados em modelo de células isoladas,
cultura de tecidos e no modelo de lesdo vascular experimental, apontam a pecPDI
como um potencial modulador de mecanoadaptacdo em convergéncia com ativagédo
localizada de RhoA.
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1.1 Estresse oxidativo na resposta vascular a lesdo

A resposta vascular a uma lesdo mecénica € um modelo de inimeras doengas
vasculares e é caracterizada por uma sequéncia canbnica de eventos, ilustrada na

figura abaixo (Fig. 1).
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Lesao Dias apos lesao
§ 2 7 14 28

Vasoespasmo

Apoptose S
Trombose —_—
Céls. inflamatorias

Proliferacao

Migracao para neointima

Diferenciagao

Secregao de matriz extracel.

Fig. 1. Evolucdo tipica da resposta vascular a lesdo. Os eventos que ocorrem
imediatamente apds a lesdo mecanica sdo caracterizados por vasoespasmo e pela
presenca aumentada de leucdcitos e plaquetas, participando do processo inflamatorio
e formacdo do trombo mural, respectivamente. Paralelamente, ocorre ativacdo da
primeira onda de apoptose de células vasculares e, apds aproximadamente 48 h,
proliferacdo das células musculares lisas vasculares (VSMC) que passam a expressar
marcadores do fenotipo sintético/proliferativo. Esta transformacdo contribui para o
surgimento de uma nova camada intima ou neointima, formada principalmente pela
migracdo de células da camada média, pela segunda onda proliferativa de células
neointimais e por processos dindmicos envolvendo a matriz extracelular. Apesar de
ainda ocorrer proliferacdo e crescimento da neointima, estes eventos ja estdo em
processo de estabilizacdo por volta do 14° dia, fase em que as VSMC iniciam o
processo de rediferenciacdo. Nesta fase mais tardia da reparagdo, ocorre secregdo
acentuada de componentes da matriz, contribuindo de forma importante para
formacdo da neointima bem como para os processos envolvendo o remodelamento
vascular, que correspondem a alteracGes na area do vaso (3).

O envolvimento de processos redox na resposta vascular a lesdo tem sido
demonstrado em varios de seus eventos. Existe importante aumento da geracdo de
ROS imediatamente apos a lesdo (15). Tanto o vasoespasmo inicial como a trombose
mural sdo favorecidos pelo aumento da producdo de superoxido (16) e, juntamente
com a apoptose macica das células musculares lisas, que também apresenta um
componente redox-sensivel importante, sdo inibidos por certos antioxidantes (17). O
remodelamento constritivo tardio durante a reparagdo vascular é reduzido pela
reposicdo dos niveis da enzima antioxidante superoxido dismutase na parede
vascular, que se encontram reduzidos nesta fase (4). Além disso, um importante

estudo clinico demonstrou que o tratamento com o antioxidante probucol foi capaz
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de reduzir a perda tardia do limen vascular apds angioplastia principalmente por

inibicdo do remodelamento vascular constritivo (12).

O papel de ROS durante a reparacéo vascular esta provavelmente relacionado
ao seu conhecido efeito em varios processos de sinalizacdo celular relevantes a esta
situacdo, tais como proliferacdo e apoptose (3). Ha evidéncias do nosso (15) e de
outros laboratérios (18), indicando que uma fonte relevante de ROS apos lesdo
vascular é o complexo NADPH oxidase. De fato, NADPH oxidases da familia Nox
sdo a principal fonte de ROS com finalidade de sinalizagdo compartimentalizada em
varias células (19), particularmente células vasculares (20). A expressdo diferencial
de isoformas cataliticas da NADPH oxidase podem influenciar as alteracGes
fenotipicas que ocorrem nas células musculares lisas (VSMCs) durante a progressao
da reparacgdo vascular (21). A expressdo de Nox1, isoforma que aumenta inicialmente
e perdura durante fases intermediarias da reparacdo (até aproximadamente 7 dias)
(18), esta associada com a indugdo do feno6tipo migratério, proliferativo e secretor,
caracteristico de células neointimais (20). Ao contrério, a inducéo de Nox4, isoforma
gue esta aumentada em fases mais tardias da reparacdo (acima de 10 dias), esta
associada a inducdo do fenotipo diferenciado e quiescente de células musculares lisas
vasculares (22). Entretanto, uma vez que a funcdo das NADPH oxidases se restringe
basicamente a producdo de ROS, a obtencdo de especificidade pela
compartimentalizacdo do sistema enzimatico gerador de ROS, é determinada pela
especificidade de ativacdo a agonistas, proximidade aos alvos (19) e uma possivel
inativacdo temporéria localizada de sistemas antioxidantes tais como peroxirredoxina
I (23). Neste sentido, a PDI pode contribuir para a especificidade da sinalizacéo

redox, atuando como um potencial adaptador de sinais redox (13).

1.2 Estresse do RE, PDI e resposta vascular a leséo

PDI é uma chaperona do reticulo endoplasmatico (RE), pertencente a
superfamilia da tiorredoxina, com importante atividade redox (oxidase, redutase ou
isomerase) e cuja principal funcdo conhecida € o enovelamento de proteinas no RE

(24, 25). Uma das situacGes em que a PDI tem sua expressdo aumentada e migra para
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a membrana é o estresse do RE, uma situacdo decorrente de um desbalango entre a
carga de proteinas sintetizadas pelo RE e a capacidade da organela em processa-las
corretamente (8). O estresse do RE gera um acimulo de proteinas mal-enoveladas no
limen do RE, que é o desencadeante canbnico da Resposta a Proteinas Mal-
enoveladas (UPR, “unfolded protein response”). A UPR é uma complexa rede de
sinalizacdo celular cuja funcdo é principalmente homeostatica, mas pode também
desencadear apoptose. A UPR estd fortemente ativada em inUmeras doencas,
particularmente em doencas vasculares como aterosclerose e seus fatores de risco
como diabetes e resisténcia a insulina (26). O estresse do RE converge estreitamente
com o estresse oxidativo por mecanismos que incluem oxidoredutases do RE (tais
como a PDI), disfuncdo mitocondrial e inducdo de isoformas da NADPH oxidase,
p.ex., Nox4 (8).

Myoishi et al. (2007) (10), demonstraram que a expressdo de marcadores da
via apoptética dependente do estresse do RE estd associada ao fendtipo instavel de
placas de ateroma. Além disso, estudo recente (9) relatou que a inibicdo da PDI por
modificacdo oxidativa estd associada a vulnerabilidade de placas de aterosclerose.
Diversos estudos ja observaram que a PDI atua como mecanismo de protecdo em
diversas patologias como doengas neurodegenativas e cardiacas (27, 28). Entretanto,
em alguns casos a PDI pode favorecer o processo patoldgico, como demonstrado em
modelo experimental de doenca de Hungtinton (29) e na inducdo de malignidade de

tumores (30).

O potencial aumento da PDI durante reparacdo vascular pode estar associado
a inducdo de Nox1, fenbmeno observado em VSMCs (6). Importantemente, estudos
do laboratério demonstraram que a PDI sustenta ativacdo da oxidase por agonistas
como angiotensina Il e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
participando no efeito migratorio de células vasculares. Além disso, a acdo da PDI no
enovelamento oxidativo gera espécies oxidantes, em associagdo com a oxidase do
RE (“Endoplasmic reticulum oxidoreductin” ou ERO1) durante o enovelamento
oxidativo. Embora ainda pouco elucidado, este mecanismo tem o potencial de
acentuar a producdo de ROS durante a indugdo da UPR na resposta vascular a les&o.

Um estudo indicou que o fator de transcricdo ATF4, um componente da UPR, tem
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sua expressdao aumentada durante a reparagdo vascular (5). Portanto, 0 modelo de
reparacao apos lesdo representa um ambiente ideal para o estudo da convergéncia
entre os estresses oxidativo e do reticulo e consequentemente da acdo da PDI. Além
da ativagdo de ambos (2, 5), 0 modelo possibilita avaliar o efeito desta conex&o na
inducdo de alteragdes de programas auto-deterministicos ativados por estresse como

apoptose (17) e senescéncia (31).

1.3 PDI na superficie celular e implicacdes para resposta vascular a lesdo

Todas as proteinas da familia da PDI sdo encontradas no reticulo
endoplasmatico, em alguns casos em quantidades elevadas. Entretanto, tem sido
demonstrado que pelo menos alguns membros da familia exercem fungdes fora do
reticulo (14). Dentre esses locais alternativos, a superficie celular e o espaco
extracelular sdo frequentemente reportados por apresentar acdo da PDI em

determinadas condigdes (13).

A funcdo classica da PDI no enovelamento oxidativo se deve ao fato do RE
representar um ambiente propicio para esta acdo. O fato de ser mais oxidante em
relacdo a outros compartimentos e a presenca marcante de parceiros redox como a
ERO1 faz com que a PDI participe ativamente na oxidacdo de proteinas nao
enoveladas ou parcialmente enoveladas (25). De modo diferente, sua funcdo na
superficie tem sido mais frequentemente relatada como redutase de tidis proteicos
(32, 33), embora em pelo menos uma situagdo a atividade isomerase tenha sido
demonstrada (34). O conjunto de informacdes a respeito da PDI de superficie ou
extracelular, aqui denominada coletivamente como PDI peri/epicelular (pecPDI), faz
com que a ela seja um candidato ainda mais potencialmente interessante nos
processos desencadeados pela resposta de reparo vascular. Alguns exemplos
merecem destaque como: importancia da PDI de superficie nos eventos precoces da
coagulagdo apds lesdo vascular (35); associagdo com integrinas e trombospondina
(36, 37), importantes mediadores no contato célula-célula e sinalizacdo de fora para
dentro; e regulacdo da desintegrina e metaloproteinase ADAM17 (34), que
conhecidamente tem papel importante na formacao neointimal (38). Em conjunto,
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tanto a pecPDI endotelial como plaquetaria podem contribuir para acelerar a
trombose (39, 40), fazendo com que o antagonismo da pecPDI seja uma alvo
terapéutico potencial bastante promissor e muito investigado no presente (35, 39-42).
De fato, camundongos com inducéo seletiva de nocaute da PDI plaquetaria mostram
reducdo da formacdo de trombo, sem evidéncia de alteracdo da hemostasia (40).

Embora a agdo da pecPDI tenha sido amplamente demonstrada, os
mecanismos envolvidos na translocacdo da PDI do Iimen do RE para a superficie
celular ndo estdo elucidados. Sabe-se que a secrecdo e posterior reassociacdo na
superficie contribui para o pool da pecPDI (43). Além disso, sua ligacdo na
superficie celular parece depender de interacBes eletrostaticas, uma vez que o
tratamento com altas concentragBes de carbonato removeram a PDI na superficie
(44).

Além dos efeitos diretos conhecidos da pecPDIl em alguns processos
relacionados a reparacdo vascular, discutidos acima, outras evidéncias mais indiretas
apontam para o papel de tidis redox nesses eventos. Por exemplo, recentemente foi
identificado um efeito da dissulfeto oxidase quiescina sulfidril oxidase (QSOX) na
maturacdo de laminina (45). E interessante ressaltar que a PDI é um substrato da
QSOX (46) e que a QSOX tem sua expressdo aumentada durante a resposta vascular
a lesdo e sustenta a formacdo da neointima (Nakao L e colaboradores, Universidade
Federal do Parana, dados ndo publicados). Um importante alvo potencial de
regulacdo redox da superficie celular € a RhoA, uma GTPase envolvida em
mecanoapdatacdo (47), que tem forte dependéncia funcional da PDI em modelos de
migracdo celular (7) e pode ser fortemente regulada por processos redox (48). A agédo
de RhoA esta associada a vérias condi¢des patoldgicas, inclusive proliferacao
neointimal em resposta a lesdo mecanica (49) e durante processo de aterosclerose
(50). Entretanto, o efeito potencial da pecPDI na modulacdo de RhoA néo foi

investigado.



2. Hipotese
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O conjunto das consideracdes feitas até 0 momento nos levou a hipotese de
que a PDI pode exercer importante influéncia no processo de reparagdo vascular e
estar correlacionada com alteragdes fenotipicas em doencas vasculares caracterizadas
pela formacdo de uma neointima e por remodelamento vascular. Neste sentido,
investigamos também a hipotese de que distintos pools de PDI, a saber, o intracelular
e a pecPDI, poderiam exercer efeitos diferenciais nesses processos. Em particular,
um dos focos especificos de nossa investigacdo foi o efeito da pecPDI no

remodelamento vascular durante a resposta de reparacao a lesao.



3. Objetivos
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3.1 Objetivo geral

Investigar o papel da PDI como potencial modulador de eventos celulares

associados ao desenvolvimento da neointima e remodelamento vascular.

3.2 Objetivos especificos

1) Investigar a ocorréncia de estresse do RE e caracterizar a expressdo da PDI em

modelo de reparacdo vascular a lesdo mecanica.

2) Avaliar, mediante experimentos de perda de funcdo, a influéncia do pool

intracelular da PDI ou do pool peri/epicelular (pecPDI) na resposta vascular a lesdo.

3) Analisar o efeito da pecPDI como potencial modulador em mecanoadapatacao

frente a estimulos mecanicos in vivo e in vitro.

4) Investigar a possivel relagdo entre o padrdo de expressdo da PDI com
remodelamento vascular e fenoOtipo da placa de ateroma em artérias coronarias

humanas.



4. Métodos



Métodos |31

4.1 Reagentes

Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich, com exce¢do do
especificado a seguir. Alexa Maleimido, Amplex Red, Kit de Transcriptase Reversa,
Sybr Green, Faloidina e kit de TUNEL fluorescente foram adquiridos da Invitrogen;
gel para congelamento de tecido Tissue Tek da Fisher Scientific e Sakura; Rho
inibidor e ativador CNO1 da Cytoskeleton; anticorpos primarios e dilui¢bes usadas
para Western Blot (WB), imunohistoquimica (IHC) e imunofluorescéncia (IF) foram
da: Abcam (PCNA, 1:1000 para WB; Integrina,, 1:200 para IF; RhoA, 1:200 para
IF; Colégeno I, 1:1000 para WB, 1:200 para IF; Collagen 111, 1:1000 para WB); Enzo
(PDI de camundongo, 1:1000 para WB, de 1:1000 -1:32000 para IHC, 1:200 para IF;
PDI de coelho, 1:200 para IF; chaperonas KDEL, 1:1000 para WB); RD (FAK total,
1:1000 para WB); Santa Cruz (RhoA, 1:1000 para WB; FAK fosforilada na tirosina
397, 1:500 para WB); Sigma (B-actina, 1:5000 para WB; Calponina, 1:1000 para
WB; Vinculina, 1:200 para IF) and Thermo-Pierce (PDI, 1:1000 para WB/IF).
Anticorpos secundarios anti-mouse and anti-rabbit conjugados com peroxidase
(HRP) usados para WB (Calbiochem); fluorescéncia em espectro visivel para IF
(Invitrogen); fluorescéncia em espectro infravermelho para WB (Licor) e conjugado
com peroxidase para IHC (Vectastain Elite). Meio de cultura Dubelcos Modified
Eagle Medium (DMEM), penicilina, estreptomicina e tripsina da Gibco BRL-Life
technologies; soro fetal bovino da Cultilab; colagenase, elastase tipo IV da
Worthington Biochemical Corporation. Imunoglobulina de camundongo controle
(lgG da Pierce-Thermo e Santa Cruz). Para procedimentos cirlrgicos: ketamina

sodica e pentobarbital sédico da Cristalia e hidrocloreto de xilazina da (Bayer).

4.2 Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo possuindo o n° de protocolo
1086/09.
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4.3 Artérias coronarias humanas

Foram examinadas amostras coletadas em 20 necropsias realizadas entre 2008
e 2011 no Laboratério de Patologia do Instituto do Coracgéo (InCor) da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo. Todos os pacientes faleceram de infarto
agudo do miocérdio. Para andlises histoldgicas, secbes foram cortadas
perpendicularmente ao eixo longo dos vasos em modo serial, aproximadamente a
cada 10 mm, na artéria coronaria descendente anterior e circunflexa esquerda. Para
classificacdo do tipo de remodelamento presente em secdes mais distais, a lamina
elastica interna (IEL) de cada se¢do foi comparada a IEL de referéncia na regido
proximal, assumida como o calibre vascular normal. Remodelamento positivo (ou
expansivo) foi definido como qualquer aumento na area da IEL em secgdes
sucessivas. Remodelamento negativo (ou constrictivo) foi identificado pela reducéo
na area da IEL em relacdo ao segmento de referéncia proximal, de acordo com
método descrito por (51).

Deteccdo da PDI por imunohistoquimica foi realizada como descrito em
maiores detalhes a seguir. A analise e quantificacdo da imunomarcacao foi realizada

as cegas, sendo utilizando o sistema ImagePro Plus 5.1 (Media Cybernetics).

4.4 Modelo experimental de reparacdo vascular

O modelo que mimetiza a lesdo vascular por angioplastia foi realizado em
artéria iliaca de coelhos (52), utilizando coelhos machos albinos da raca New
Zealand com peso entre 3,5-4,0 kg. Como controle, foram utilizados coelhos ndo
submetidos a intervencao cirdrgica.

Inicialmente, os animais foram sedados por injecdo intramuscular de
cloridrato de ketamina 35-50 mg/kg e 3,5 mg/kg de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-
1,3-tiazina. Posteriormente, com anestesia intravenosa (i.v.) de pentobarbital sodico
(25 mg/kg) as artérias iliacas direita e esquerda foram expostas e um cateter-baldo
para angioplastia de 20,0 mm de comprimento e 3,0 mm de didmetro (Baxter)
introduzido retrogradamente. Aproximadamente dez minutos antes da colocagdo do
cateter foram administradas (i.v.) 250 Ul/kg de heparina sodica (i.v.). O baldo foi
insuflado por toda a extensao das iliacas comuns e parte da artéria femoral utilizando

8 atm de pressao por 30 seg com intervalo de 15 seg. Ao término das lesdes, foram
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aplicadas uma dose de penicilina-benzatina e gentamicina intramuscular. Ao término
de 14 dias os animais lesados, juntamente com coelhos do grupo controle, foram
eutanasiados com dose excessiva de pentobarbital sddico (i.v.) para a retirada dos
vasos.

Alternativamente, para tratamento com anticorpo neutralizante da PDI, o modelo de
lesdo vascular por distensdo de cateter-baldo foi realizado introduzindo-se o cateter
pela artéria cardtida. Os procedimentos iniciais de anestesia foram os mesmos como
descrito acima. Apés exposicdo e disseccdo da artéria caroOtida esquerda, foram
introduzidos guias e cateteres por meio de fluoroscopia. O cateter de angioplastia
(40,0 mm de comprimento e 2,5 ou 3,0 mm de didmetro, Baxter) foi posicionado na
artéria femoral, sendo realizadas insuflacdes (8 atm, 3 insuflacbes de 1 min com
intervalo de 30 s) para lesdo vascular. Os animais foram previamente heparinizados
(250 Ul/kg de heparina sodica) antes da colocacdo do cateter. Apos sutura da regiao
exposta para exposicdo da artéria carétida, os animais foram tratados com
antibidticos (penicilina-benzatina e gentamicina intramuscular).

No 12° dia ap06s a leséo, a regido lesada foi dissecada para aplicacdo do gel plurénico
(25%), que € mantido em estado liquido em baixas temperaturas e gelifica
temperatura ambiente. Dois a quatro mililitros do gel contendo 1 pg/ml do anticorpo
monoclonal feito em camundongo anti-PDI (Thermo-Pierce) ou o controle da
imunoglobulina de camundongo IgG (Santa Cruz ou Thermo-Pierce) foram
aplicados de maneira tépica cobrindo todo o segmento lesado. Poucos segundos apos
0 contato com o animal o gel se gelifica ao redor do vaso. Ao completar 14 dias ap6s
lesdo, os animais forma reavaliados para andlise de parametros morfométricos in
vivo e, ap0s o sacrificio, 0os segmentos sdo removidos para utilizacdo em outras
medidas. Paralelamente, alguns animais mantidos como controle (sem leséo) foram
utilizados para o estudo do efeito da inibicdo da pecPDI em situacéo basal, sendo 0s

anticorpo aplicados da mesma maneira descrita anteriormente.

4.5 Arteriografia

Apbs infusdo intra-arterial de nitroglicerina (200 pg), analise angiogréafica foi
realizada utilizando infus@o de contraste/salina (1:1 v/v) registradas em aparelho
Phillips BV Pulsera. Arteriografias foram realizadas antes, durante, imediatamente
apos e 14 dias apos lesdo mecanica. Andlise do diametro do calibre foi medida em 5
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locais distintos ao longo do segmento tratado, sendo realizado as cegas e utilizando o

software Image J para quantificagéo.

4.6 Tomografia de coeréncia Optica

A técnica de tomografia de coeréncia Optica foi realizada com auxilio do Dr.
Celso Kyochi Takimura. O cateter de imagem com recuo automatizado ImageWire
(LightLab Imaging) foi introduzido pela artéria carétida direita. Utilizando o registro
angiografico, realizado no momento da lesdo, avangou-se com o cateter até o ponto
distal do segmento lesado/tratado. Nitroglicerina e papaverina foram administradas
previamente as medidas, para permitir a colocacdo do cateter e minimizar
vasoespasmos. O escaneamento das artérias foi feito durante sistema de puxada
automatizado, sendo infundida solugédo salina (NaCl 0,9 %) durante os registros. A
calibracdo do aparelho foi realizada antes de cada medida.
Na porcdo de aproximadamente 30 mm em que o aparelho realiza o registro, foram
analisados o didmetro bem como a éarea do vaso, limen e parede em 5 segmentos
com intervalo de aproximadamente 5 mm de intervalo entre as medidas. As analises
foram feitas no proprio aparelho de OCT (St Jude Medical) sendo realizadas as

cegas.

4.7 Cultura e isolamento de células musculares lisas priméarias da aorta de
coelhos

Coelhos da raca New Zealand com peso entre 3,5 — 4 kg foram eutanasiados por
injecdo letal de anestésico (pentobarbital), em seguida, a por¢do descendente da aorta
torécica foi removida e dissecada, para retirada substancial da camada adventicia
visivel. Posteriormente, o tecido foi submetido a digestdo enzimatica com solugéo
contendo: colagenase IV (1 mg/ml), elastase (0,125 mg/ml) e inibidor de tripsina
(0,375 mg/ml) diluida em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM)
sendo mantidos em 37°C por 2h (adaptado de ref. 53). O tecido parcialmente
digerido foi lavado em tampdo fosfato salino (PBS) estéril contendo antibidticos
(estreptomicina 100 pM e penicilina 100 U/ml), cortado em pequenos fragmentos, o
endotélio foi removido mecanicamente por leve raspagem e os fragmentos foram
colocados em placas de 6-pocos com a face luminal voltada para baixo contendo
DMEM suplementado com soro fetal bovino (SFB, 10%) e antibioticos. Os
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fragmentos foram mantidos em sistema de cultura com temperatura e CO;
controlados (37°C — CO; 5%, respectivamente). A cada 3 dias, 0 meio foi trocado,
sendo que, ao atingir confluéncia local, foram feitas semeaduras secundarias para

realizacdo dos experimentos.

4.8 Estiramento ciclico equibiaxial

A inducdo de estiramento equibiaxial foi realizada utilizando o sistema FX-
4000TM Flexercell Tension Plus em colaboracdo com o Laboratorio de Genética e
Cardiologia Molecular coordenado pelo Prof Dr. José Eduardo Krieger. Células
musculares primarias da aorta de coelho (1x10°) em passagens entre 3 — 8 foram
plaqueadas com meio completo (antibidticos e SFB 10%) em placas de 6 pocos
formada por uma membrana flexivel, contendo colageno do tipo I. Apds 24 h, as
células foram carenciadas (0,1% de SFB) durante 12 h. Posteriormente, 0 meio de
cultura foi trocado contendo imunoglobulina controle (IgG) ou o anticorpo
neutralizante da PDI (PDI Ab) 1 h antes do inicio do estiramento. As células foram
mantidas estaticas ou estiradas em 12%, na frequéncia de 1 Hz durante 24 h por meio
de um aparato conectado a uma bomba de vacuo e monitorado por sistema
computadorizado (54). Apbés o periodo do estiramento, as células foram
imediatamente  fixadas com paraformaldeido 4% para realizacdo de
imunofluorescéncia, ou lisadas com tampdes especificos, dependendo da analise. Em
alguns experimentos, o0 meio de cultura foi coletado, centrifugado (2000 rpm, 10 min
em 4°C) e o sobrenadante utilizado para tratamento em celulas estaticas como

descrito a seguir.

4.9 Experimentos com meio condicionado

VSMCs primaérias da aorta de coelho foram cultivadas em placas de 24 pocos
em laminulas de vidro estéreis em meio completo (soro 10% e antibidticos) durante
12 h. Apos este periodo inicial, as células foram carenciadas (meio sem SFB) por
12h e incubadas com meio condicionado (MC) coletado previamente, como descrito
anteriormente. Em alguns casos o anti-PDI ou IgG foi removido por meio de ligacéo

a proteina G acoplada a beads magnéticas seguida por separacdo magnética.
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Alternativamente, foi adicionado ao MC ja previamente (30 min) incubado nas
células o ativador de RhoA (CNO01, 0,5 U/ml por 30 min).

4.10 Migracdo randémica de células unicas

VSMCs da aorta de ratos previamente estabelecidas de uma linhagem de
células imortalizadas A7R5 foram cultivadas em meio de cultura completo. Para
transfeccdo de siRNA, as células foram plaqueadas em baixa confluéncia (30%) em
placas de 6 pocos. Apds carenciamento por 12 h, as células foram transfectadas com
uma mistura de siRNAs contra PDI ou com siRNA embaralhado, ambas 50 nM e
utilizando lipofectamina (3 pl). As sequencias estdo descritas na se¢do de anexos
(Anexo A, Tab.1). A transfeccdo foi feita em meio sem soro e antibidticos durante
6h. Posteriormente, 0 meio completo foi reposto e as células cultivadas durante 72 h.

O ensaio de migracdo foi realizado em placas de 12 pogos cultivando as
VSMCs em baixa confluéncia (1,25x10° células/cm?). Apés carenciamento por 12 h,
as celulas foram mantidas em situacdo basal ou estimuladas com PDGF (25 ng/ml)
sendo pre-incubadas ou ndo com anti-PDI (1 pg/ml). A analise da migracdo foi
realizada em condic@es fisioldgicas (37°C, CO, 5%) utilizando microscépio de luz
invertido (Zeiss Axiovert 200) com indice de aumento de 10x. O registro foi feito
apos 1 h de estimulo, medindo a cada 10 min durante 16 h. Os calculos foram feitos
em 4 — 5 campos por poc¢o sendo analisados pelo menos 5 células por campo. Dentre
0s parametros analisados incluem distancia total, distancia da origem, velocidade
média, taxa de migracdo e persisténcia direcional de migracdo, sendo apresentada na
secdo de resultados a medida da persisténcia que foi calculada pela razdo entre

distancia da origem pela distancia de migracao (55).

4.11 Cultura do anel vascular

Apbs a excisdo das iliacas os vasos foram continuamente lavados em tampéao
fosfato salino em ambiente estéril contendo antibidticos (estreptomicina 100 uM e
penicilina 100 U/ml) e cortados em aneéis de aprox. 3 mm. Os anéis foram mantidos
em sistema de cultura a 37°C e atmosfera de 5% de CO, por aproximadamente 12 h
em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino 10%, estreptomicina (100 pM)

e penicilina (100 U/ml). A cultura do anel vascular foi utilizada para analise da perda
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de funcdo da PDI com: 1) RNA de interferéncia e 2) anticorpo neutralizante. A

seguir seguem as descri¢des de cada protocolo.

1) Transfeccdo na cultura do anel

Apos a fase inicial de adaptacdo, o meio foi trocado por DMEM sem soro por 12 h
(periodo de carenciamento) e entdo adicionados o siRNA da PDI ou a sequéncia
embaralhada na presenca de lipofectamina 5 ug/ml em DMEM sem SFB e
antibioticos. As transfeccdes foram mantidas por 14h. Posteriormente, trocou-se para
DMEM completo (soro e antibi6ticos) mantendo-se os tecidos por 48 h para analise
da expressdao do mRNA e 72 h para expressao proteica.

2) Inibicdo com anticorpo na cultura do anel
Neste protocolo a fase de adaptacdo foi reduzida para aprox. 1 h. Apds este
periodo, o meio de cultura foi trocado contendo 1 pg/ml do anticorpo monoclonal
anti-PDI RL90 (PDI Ab, Thermo-Pierce) ou IgG controle (Santa Cruz ou Thermo-

Pierce). As andlises foram realizadas 48 h ap0s a incubacgéo dos anticorpos.

4.12 Expressao proteica por Western Blot

Anéis vasculares foram homogeneizados em N, liquido com pestil e gral
sendo ressuspendidos em tampdo de lise na presenca de inibidores de protease
(aprotinina 1 pg/ml, leupetina 1 pg/ml e fenil-metil-sulfonil 10 mM). Células
isoladas foram lisadas utilizando-se 0 mesmo tampdo descrito anteriormente. O
rompimento de membranas foi otimizado por sonicacdo ultrassénica (Fisher). Apds a
sonicacdo, as amostras foram incubadas em tampao de lise em 4°C sob leve agitacédo
e centrifugadas (12000 rpm, 20 min em 4°C) para retirada de debris. Determinacéo
da concentracdo de proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976), aliquotas de
30 pg foram diluidas em tampdo de amostra contendo azul de bromofenol 0,02%,
mercaptoetanol 10 mM e dodecil sulfato de sdédio 10%-15%. As amostras,
juntamente com um padrdo de pesos moleculares, foram aplicadas em gel de
poliacrilamida para separacdo das proteinas por eletroforese. Posteriormente, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose em sistema semi-

seco (GE Healthcare), ou sistema molhado (Biorad) para medida da expressao de Fak
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(total e fosforilado). As membramas foram inicialmente incubadas com a solucéo de
bloqueio (leite 5%). A deteccdo de proteinas especificas foi feita pela incubacdo com
0S anticorpos primarios especificos (anticorpos e concentracdo descritos na secao
reagentes) durante 12 h em 4°C, sendo posteriormente incubados com anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase e revelados por método quimioluminescente
(peroxidase-H,O,-luminol) com o kit ECL (GE Healthcare) expondo a membrana a
um filme radiogréafico e revelando em equipamento automatizado (Kodak). Parte dos
experimentos foi feita detectando-se a luminescéncia com o Image Quant (GE) e
uma parcela utilizando anticorpos secundérios fluorescentes e detectando-se o sinal

pelo Odyssey (Licor).

4.13 Deteccédo proteica por imunofluorescéncia

Anéis vasculares foram emblocados em gel de congelamento (TissueTek)
para posterior corte (10 um) em criostato. Os cortes foram fixados em acetona, sendo
mantidos sem permeabilizacdo ou permeabilizados com PBS contendo Triton 0,1%,
por 10 — 15 min. Posteriormente, foi realizado o blogueio com albumina 4% em
temperatura ambiente. Anticorpos primarios especificos (anticorpos e concentragdo
descritos na secdo reagentes) foram incubados por 12 h (4°C), diluidos em PBS
contendo albumina 1 mg/ml. Apo6s incubacdo com anticorpos secundarios
fluorescentes (1 h em temperatura ambiente), contendo o marcador de nucleo (DAPI)
e contendo ou ndo o marcador de F-actina (faloidina), as laminas foram montadas em
presenca de PBS/glicerol (1:1, v/v) e analisadas em microscopio confocal (Zeiss
LSM510 Meta). Os experimentos realizados em células isoladas foram conduzidos

de modo semelhante, porém fixando as células com paraformaldeido 4%.

4.14 Histologia e detec¢ao proteica por imunohistoquimica

Anéis vasculares de aprox. 3 mm foram incubados em formaldeido 4%
tamponado (aproximadamente 24 h) para fixacdo e posterior inclusdo na parafina. Os
blocos parafinados foram cortados em microtomo na espessura de 3 pum e os
segmentos posteriormente desparafinados. Para analise histologica, foram feitas
coloragbes de hematoxilina-eosina (HE), Picrosirius (para fibras de colageno) e

Verohoeff (para fibras elésticas). A avaliacdo diferencial das fibras de colageno foi
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realizada utilizando luz circularmente polarizada por meio de filtro polarizador
acoplado ao microscopio (Leica). O filtro foi inicialmente ajustado para detectar
fibras vermelhas/espessas (mais birrefringentes) e posteriormente fibras verdes/finas
(menos birrefringentes), sendo os valores normalizados pela area analisada (adaptado
de (56).

Para imunomarcacbes, peroxidases endogenas foram blogueadas com
peréxido de hidrogénio e a recuperacdo antigénica foi obtida por digestdo com
tripsina. Apos blogueio das proteinas com leite desnatado (2%), as laminas foram
incubadas com o anticorpo primério anti-PDI (Enzo — 1:10000 para carétidas de
ratos, 1:32000 para iliacas de coelho e 1:1000 para artérias humanas), seguido do
secundario conjugado com peroxidase Vectastain Elite, e em seguida revelados pelo
cromodgeno 3,3-diaminobenzidine (DAB). As imagens de amostras de ratos e coelhos
foram adquiridas em microscopio Leica utilizando o software Qwin e as artérias

humanas como descrito anteriormente (secao Artérias coronarias humanas).

4.15 Alinhamento dos filamentos de actina (F-actina)

Para a analise do alinhamento da actina em vasos lesados, os filamentos de
actina foram marcados pelo sensor fluorescente faloidina (Alexa-Phalloidin635nm).
Toda a regido da média e intima foi selecionada de forma similar e a orientacdo foi
medida utilizando a ferramenta Orientation J do software Image J e a coeréncia
direcional da F-actina foi calculada. Valores préximos a 1 (representando elipses
achatadas), indicam alto coeficiente de coeréncia do alinhamento em direcédo ao eixo

longo da elipse (57).

4.16 Expressdo do mRNA por RT-PCR em tempo real

Inicialmente, os tecidos sdo homogeneizados com N liquido e, do pé obtido,
realiza-se a extragdo do mRNA utilizando o kit RNA Extration Kit (Invitrogen)
seguindo as orienta¢Ges do fabricante. A Unica adaptacédo realizada no protocolo foi a
eluicdo do mRNA retido nos filtros com 30 pl ao inves de 100 pl como sugerido pelo
fabricante. O RNA ¢ quantificado medindo-se a absorbancia em 260 nm (NanoDrop,
Applied Biosystems) e a pureza pela relagdo da absorbancia entre 260/280 nm e por

analise das bandas de rRNA em gel de agarose (0,8%) contendo brometo de etidio .
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O mRNA (1 pg) é convertido em cDNA pela incubagdo com OligodT (1218) (25
ng/ul), dNTP (500 uM de cada), DTT (5 uM), RNAse OUT (2 U/ul) e SuperScript
I1, a 42°C por 50 min.

As solugdes de reagdo para as corridas de PCR quantitativo foram realizadas
com: primers (200 nM), reagente Sybr Green MasterMix (Invitrogen) e 0,5 pl de
cDNA conforme especificacbes do fabricante. A parte inicial do estudo utilizou o
termociclador acoplado ao detector fluorescente Corbett (modelo RG 3000).
Entretanto, a maior parte das analises foi feita em PCR quantitativo de placas da
Applied Biosystems, o que permitiu realizar a analise de um numero maior de genes
simultaneamente em nimero menor de corridas. Para tanto, os primers dos diferentes
genes foram desenhados para que tivessem porcentagem de CG, temperatura de
melting e outras propriedades fisicas similares. A confirmacdo da eficiéncia da
reacdo foi realizada em mRNA extraidos de aorta abdominal dos coelhos que ja eram
previamente sacrificados para utilizacdo das iliacas. Uma lista contendo as

sequéncias dos primers esta apresentada na secao de anexos (Anexo A, Tab.2).

4.17 Deteccéo de Nitrato (NO3’) vascular

Homogenatos vasculares foram obtidos por maceracdo do tecido utilizando
N liquido. Apds centrifugacdo (12000 rpm por 20 min em 4 °C), aliquotas de 20 pl
do sobrenadante foram injetadas no detector quimioluminescente Nitric Oxide
Analyzer (NOA 280, Sievers Instruments) utilizando o VCls; e HCI (em 95°C) como
agente redutores, como previamente descrito (4). A quantidade de NOjz foi

comparada com padr&es e normalizada pela concentracdo de proteina.

4.18 Deteccédo de perdxido de hidrogénio (H,0,)

A producdo de H,0; vascular foi quantificada pelo método de Amplex Red
adaptado de estudos prévios (6, 58). De modo resumido, anéis vasculares (2-3 mm)
foram incubados com Amplex Red (100 pM, Molecular Probes-Invitrogen) em
solucdo de Krebs-HEPES (pH 7.4) com anti-PDI ou IgG controle (3 pg/ml). O
produto fluorescente da oxidagéo (resorufina) foi detectado durante 60 min em 37°C
com emissdo em 590 nm e excitacdo em 560 nm no espectrofluorimetro MI5 (Perkin

Elmer). Experimentos adicionais foram realizados incluindo peroxidase (horseradish
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peroxidase, HRP 1 U/ml) no ensaio, mas os resultados foram similares aos sem HRP
que estdo apresentados na Fig. 10A. Controles com PEG-catalase foram realizados

para validacdo do método.

4.19 Deteccéo de radicais livres por adutos de DMPO

A técnica empregada na deteccdo direta de radicais livres por espectrometria
de ressonancia paramagnética (EPR) utilizando o DMPO foi adaptada para detec¢édo
de adutos de DMPO em tiol-proteinas utilizando-se o anticorpo anti-DMPO
(gentilmente cedido pelo Professor Ronald Mason, NIH). Brevemente, o tecido foi
incubado na cultura com DMPO 40 mM durante 1h. Apds 3 lavagens com PBS o
anel vascular foi emblocado em gel de congelamento e imunofluorescéncia realizada
como descrito anteriormente. Foram realizados controles negativos, pré-incubando
anéis aorticos com Peg-SOD 250 U/ml e Catalase 100 U/ml por 30 min antes da
adicédo do DMPO.

4.20 Deteccéo de tidis de superficie

A andlise de tois de superficie foi realizada usando o reagente de tidis
impermeavel Alexa Maleimido 647 nm (ALM, Invitrogen). Inicialmente, os tecidos
foram lavados com PBS para limpeza e retirada de sangue residual e posteriormente
incubados com ALM 5 uM e DAPI 10 pg/ml em solucdo contendo NaCl 92 mM,
KCI 2,5 mM, MgCl, 1 mM e HEPES 10 mM (pH 7,2) durante 30 min em 4°C
protegendo da luz. Apds incubacdo, os tecidos foram novamente lavados (3x) com a
solucdo acima e emblocados em gel de congelamento. Os cortes e analises em
microscopio confocal foram realizados como descrito anteriormente. Controles
positivos foram realizados pré-incubando os tecidos com Catalase 100 U/ml por 30

min.

4.21 Atividade de RhoA

Imediatamente apds o periodo de estimulo de estiramento ou manutencédo de
celulas na condigé&o estatica, 0 meio foi removido, e as células lavadas (2x) com PBS
gelado (4°C) e rapidamente processadas para o ensaio de absorbancia utilizando o kit

RhoA G-LISA de acordo com as orientac¢des do fabricante (Cytoskeleton).
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4.22 Morte Celular

O ensaio de morte celular in situ foi realizado em laminas de segmentos
vasculares pelo ensaio de TUNEL utilizando o kit de deteccdo de morte celular
seguindo as especificacbes do fabricante (Roche). Apds permeabilizacdo dos tecidos
com proteinase K 20 pug/ml, as laminas foram incubadas com a solugéo de TUNEL,
contendo nucleotideos marcados, e com a enzima que transfere esses nucleotideos
aos locais de extensiva quebra de DNA. A deteccdo da fluorescéncia foi realizada em
microscopio confocal em excitacdo de 488 nm e emissdo em 525 nm (59). A
quantificacdo foi realizada utilizando o software Image J medindo o nimero de
nacleos positivo para TUNEL e corrigindo pelo nimero total de ndcleos no campo

analisado.

4.23 Reatividade Vascular

A andlise da reatividade vascular foi realiza em anéis de artéria carétida de
coelhos recém-colhidas ou apo6s 4 dias de manutencdo em cultura de tecidos. De
modo breve, os anéis foram suspendidos por um par de ganchos em banho de 6rgaos
contendo solucdo nutriente e tamponadora Krebs-Henseleite (em mmol/L: NaCl 115,
KCI 4,7, MgSQOq, 1,2, KH,PO,4 1,5, NaHCO3 25, CaCl, 2,5, glicose 11,1; pH 7,4). Um
gancho foi conectado ao transdutor de tensao (transdutor isométrico BIOPAC) para a
aquisicdo da tensdo desenvolvida pelos anéis e o outro ao fundo da cuba, para que o
vaso permanecesse constantemente banhado na solucdo de Krebs (60). Os anéis
foram distendidos a uma tenséo de repouso de 2 g. Ap6s um periodo de estabilizacédo
de 60 minutos, trocando o tampao a cada 20 minutos e reajustando a tensdo basal, 0s
vasos foram contraidos com fenilefrina 1 UM e posteriormente relaxados com
acetilcolina (ACh, 0,1 nM — 100 pM), sendo registrada a tensao apds estabilizacdo da

resposta para cada agonista.

4.24 Propriedades viscoelasticas vasculares

Responsividade da tensdo isométrica vascular foi testada em anéis vasculares
(~4 mm de comprimento) recém-colhidos ou tratados em cultura de tecidos com ou
sem inibicdo da pecPDI. Apds breve periodo de estabilizagcdo (5 min) em banho de
orgéos contendo solucdo salina (NaCl 0,9%) sendo adicionada papaverina (100 pM)
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e utilizando 0,5 g de tensdo de repouso, os anéis foram tensionados por rapida
inducdo manual de estiramento (1 — 3 g) e o relaxamento passivo foi registrado
durante os subsequentes 180 seg. Tensdo de ruptura e distancia de ruptura foram
medidas no mesmo sistema apds progressivo estiramento até atingir incapacidade de
manter tensdo ou em alguns casos romper. Métodos similares foram relatados na
literatura (56).

4.25 Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo. As comparacdes foram
feitas utilizando teste t de Student (pareado ou ndo pareado) ou ANOVA de uma via
com post-hoc de Bonferroni. A producgéo de peroxide de hidrogénio e o relaxamento
passivo foram analisados por ANOVA de duas vias com post-hoc de Bonferroni. Os
gréficos e testes foram realizados utilizando o software GraphPad Prism 6.0

(GraphPad Software Inc). Os valores de p<0,05 foram considerados significantes.



5. Resultados
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5.1 Intracelular e peri/epicelular (pec)PDI sdo fortemente aumentadas durante

reparacéao vascular a leséo

Ambos mRNA da PDI e expressdo proteica estdo aumentados 4, 7 e 14 dias
apos lesdo, entretanto com distintos padrées: enquanto o pico do mMRNA ocorre no 7°
dia apds lesdo (Fig. 2A), a expressao proteica acumula durante os tempos analisados,
principalmente entre o 7° e 14°dia, aumentando acima de 25x comparado a situagdo
controle (Fig. 2B), particularmente na regido neointimal (Fig. 2C). Resultados
similares foram observados em modelo de lesdo vascular em carétidas de ratos
(Anexo B, Fig. Supl.1).
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Fig. 2. Superexpressdo da PDI durante reparacdo vascular apés lesdo. Artérias
iliacas e femorais de coelhos foram submetidas a lesdo por superdistensdo com
cateter de angioplastia e a expressdo do mRNA (Painel A) e proteica (Painel B) da
PDI foram analisadas 4, 7 e 14 dias apos lesdo (Al). PDI mRNA e proteina foram
normalizados por GAPDH e f-actin, respectivamente. Gréaficos correspondentes
demonstram quantificacdes da PDI representadas em relacdo a artérias controle (Ctr).
Dados sdo médiazerro padrdo; *p<0.05 vs. Ctr, n=3-4. Painel C: Imunohistoquimica
da PDI em artérias iliacas de coelho controle e 14 dias ap6s lesdo (n=4). Aumento da
imagem: 20x.

As chaperonas KDEL Grp94, Grp78 e calreticulina também aumentam
durante a reparacdo vascular (Fig. 3A-C, respectivamente), porém apresentando um
padréo diferente da PDI, atingindo pico em 7 dias ap6s leséo e apresentando menor
aumento em relacdo a PDI. O que sugere que a expressdo da PDI ndo ocorre somente
como um produto de adaptagdo ao estresse do RE. De fato, a PDI ndo é amplamente

considerada um gene responsivo a UPR (61).
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Fig. 3. Inducéo de estresse do RE durante reparacdo vascular a lesdo. Artérias iliacas e
femorais de coelhos foram submetidas a lesdo por superdistensdo com cateter de angioplastia
e a expressdo das chaperonas KDEL Grp94 (Painel A), Grp78 (Painel B) e calreticulina
(Painel C) foram analisadas 4, 7 e 14 dias ap0ds lesdo (Al). Quantificacdes foram realizadas
em artérias controle, 7 e 14 dias apés lesdo. Expressdo de chaperonas foi normalizada por -
actina e foram expressas em relacdo a artérias controle. Dados sdo médiaterro padréo;
*p<0.05 vs. Ctr, n=3-4.

Para investigar se a pecPDI contribui para os elevados indices da expressao
de PDI em artérias lesadas, foram realizadas imunofluorescéncias sem
permeabilizacdo dos tecidos. Os resultados demonstraram detecgdo da pecPDI em
artérias normais, porém com expressivo aumento em artérias 14 dias apos leséo
(Fig.4A). A porcdo intracelular também apresentou marcacdo acentuada versus
segmentos controle, porém o padrdo de deteccdo foi diferente em laminas
permeabilizadas comparado a marcacdo peri/epicelular que parece acumular em
blocos na regido extracelular. Entretanto, uma vez que a marcac¢ao da pecPDI pode
refletir um artefato causado pelo corte do tecido e consequentemente exposi¢cdo do

material intracelular, realizamos a imunodetec¢do em tecidos antes da inclusdo em
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gel de congelamento (tissue tek) incubando com anticorpos primério e secundario no
tecido intacto. Apesar da auséncia de marcacdo em camadas menos expostas, a
deteccdo também foi aumentada em artérias lesadas com e sem permeabilizacdo (Fig.
4B). Assim, esses dados confirmam a expressdo aumentada da pecPDI durante
reparacdo vascular a lesdo. A fim de detectar se a expansdo do RE e
consequentemente aumento de conexdes RE e membrana plasmatica podem ter
contribuido para marcacdo da pecPDI, sendo assim influenciada por uma porgéo
cortical, realizamos a imunodeteccdo da cortactina, proteina expressa em porcoes
distais da lamelipodia, extensdes da membrana envolvidas em migracéo celular (62).
Entretanto, a marcacdo da pecPDI ndo coincidiu com a cortactina (Fig. 4C),

descartando a hipotese de contaminacdo por PDI do RE cortical.
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Fig. 4. PDI intracelular e peri/epicelular(pec)PDI sdo aumentadas durante reparacao
vascular a lesdo. Painel A: Analise por microscopia confocal de imunofluorescencia para
PDI em artérias controle (control) e 14 dias ap6s lesdo (injury) em cortes ndo-
permeabilizados (tampéo fosfato salino, PBS) ou permeabilizados (Triton-X 0,1% por 10
min em temperatura ambiente). PDI é demonstrada em vermelho (anticorpo secundario
Alexa546nm). Aumento da imagem: 40x. Barra de escala 20 um, n=3. Painel B: Artérias
controle e lesadas como em A e deteccdo da PDI por imunofluorescéncia realizando
incubagbes com anticorpos no tecido antes de incluir em gel de congelamento (tissue tek).
Apbs incubacdo com anticorpos primario (anti-PDI, Thermo-Pierce) e secundario (anticorpo
secundario Alexa488nm, verde) mais o marcador de nucleo (DAPI), os tecidos foram
emblocados em gel de congelamento, cortados em criostato (10 pm) e montados em
PBS:Glicerol 1:1 (v/v). Aumento da imagem: 20x; n=2. Painel C: Artérias controle e lesadas
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como em A e detec¢do por imunofluorescéncia da PDI e cortactina. PDI é demonstrada no
guadro a esquerda (anticorpo secundario Alexa546nm, vermelho), cortactina no quadro
central (anticorpo secundario Alexa488nm, verde) e dupla marcacdo no quadro a direita
(Merge). Aumento da imagem: 40x. Barra de escala 20 um, n=3.

5.2 Perda de funcdo da PDI total/intracelular acentua estresse do RE e morte

celular em vasos lesados

A fim de investigar se a pecPDI afeta a resposta vascular a lesdo, realizamos
diversos experimentos inibindo o pool total e o pool peri/epicelular da PDI. Para
tanto, anéis vasculares (2-3 mm de comprimento) de artérias controle e 14 dias ap06s
lesdo foram coletados e mantidos em cultura por 2 — 5 dias, de acordo com o
experimento. O sistema de cultura de tecidos foi capaz de manter a funcéo
vasomotora relaxante dependente do endotélio, bem como responsividade contratil
(Anexo B, Fig. Supl 2A e B, respectivamente), indicando viabilidade tecidual. Além
disso, a validacdo da transfeccdo de RNA de interferéncia (siRNA) também foi
demonstrada pela captacdo de oligonucleotideo fluorescente por tecidos mantidos em
cultura (Anexo B, Fig. Supl. 3). A neutralizacdo da pecPDI por incubacdo com o
anticorpo utilizado em nosso estudo (clone RL90, Thermo-Pierce) ja foi relatada em
diversos estudos tanto em células em cultura (32, 40) e plaquetas (63), como em
modelo animal (35).

O silenciamento da PDI pela transfeccdo com siRNA foi capaz de reduzir a
expressao do mRNA da PDI em artérias controle e lesadas (Fig. 5A) e a expressdo
proteica da PDI em segmentos controle (Fig. 5B). Entretanto, o siRNA contra PDI
ndo induziu alteracdo da expressdo proteica da PDI em segmentos arteriais lesados.
A fim de analisar se algum problema técnico poderia estar envolvido na ineficacia
em diminuir a PDI em artérias lesadas, diferentes protocolos foram testados, alguns
estdo demonstrados na figura suplementar 4 (Anexo B), porém com resultados
semelhantes ao apresentado (Fig. 5B). Dentre as possiveis hipoteses levantadas para
este fato, acreditamos que a mobilizagdo do pool de PDI para uma por¢cdo mais
protegida de degradacdo poderia estar ocorrendo em artérias lesadas com o

silenciamento da PDI. Uma dessas possiveis regides protegidas poderia ser a
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superficie celular ou o compartimento extracelular. De fato, a transfeccdo com

siRNA da PDI favoreceu a expressdo da pecPDI (Fig. 5C).
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Fig. 5. Silenciamento da PDI em cultura de tecidos reduz expressdo do mRNA em
artérias controle e lesadas, expressdo proteica em artérias controle (refletindo em
menor quantidade de tidis livres) e acentua expressdo da pecPDI em artérias lesadas.
Painéis A-D: Segmentos arteriais ilio-femoral de coelhos controle e 14 dias apds leséo foram
cultivados para transfeccdo do SiRNA contra PDI (siPDI, 100 nM) ou sequéncia
controle/embaralhada (siScr, 100 nM) e analise ap6s 48 h ou 72 h, para deteccdo do mRNA
(Painel A) e proteica (Painel B) da PDI, respectivamente. Quantificagdo do mRNA da PDI
foi normalizado por GAPDH e expresso em relacdo ao Ctr siScr. *p<0.05 vs. Ctr siScr;
#p<0,05 vs. Inj siScr, n=4. Painel C: Imunofluorescéncia para PDI em cortes nao
permeabilizados. PDI é demonstrada em verde (anticorpo secundario Alexa488nm, verde).
Aumento da imagem: 40x. Barra de escala 20 pm, n=2.

5.3 Estresse do RE contribui para o aumento da pecPDI
Uma vez que o estresse do RE aumenta a externalizagdo de Grp78 (64), nos
investigamos se um mecanismo similar poderia estar ocorrendo para 0 aumento da

pecPDI. O silenciamento da PDI acentuou o estresse do RE artérias lesadas, como
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demonstrado pela maior expressdao de chaperonas KDEL (Fig. 6A-C) bem como
inducdo aumentada de morte celular, que permaneceu entretanto abaixo de 8%
(Fig.6D). O tratamento de artérias controle com o estressor do RE tunicamicina (2
pg/ml), induziu de modo tempo-dependente a expressdo da pecPDI e colocalizagéo
com a proteina de membrana integrina alfa2 (Fig. 6E). A secre¢do de PDI e posterior
ligacdo na superficie poderia contribuir para expressao aumentada da pecPDI, como
ja reportado (43). No entanto, artérias lesadas ndo apresentam maior secrecéo da PDI
que segmentos controle, porem a liberacdo de PDI no meio de cultura é acentuada
pelo silenciamento da PDI (Fig. 6F). Tal efeito ndo deve ter ocorrido pelo vazamento
de proteinas causado por aumento de morte celular, ja que expressdao de B-actina nao
foi detectada no meio de cultura. De modo geral, esses dados indicam o

envolvimento de estresse do RE na inducdo de pecPDI.
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Fig. 6. Silenciamento da PDI em cultura de tecidos acentua estresse do RE, morte
celular e secrecdo de PDI; e estressor do RE aumenta pecPDI artérias controle. Painéis
A - D: Segmentos arteriais ilio-femoral de coelhos controle e 14 dias ap6s lesdo foram
cultivados para silenciamento da PDI como descrito na figura 4. Deteccdo de chaperonas
KDEL Grp94 (Painel A), Grp78 (Painel B) e calreticulina (Painel C). Quantificagdo da
expressao proteica foi corrigida por actina e os valores sdo expressos em relacdo ao Ctr
siScr. Painel D: indice de apoptose medida pela contagem de ndcleos positivo para TUNEL.
*p<0.05 vs. Inj siScr; #p<0.05 vs. artérias controle, n=3-4. Painel E: Artérias iliacas controle
foram mantidas em cultura de tecidos em situacdo basal ou tratadas com tunicamicina (2
pg/ml por 1, 4 ou 16 h). Deteccdo por imunofluorescéncia para PDI e integrina,, em cortes
ndo permeabilizados. PDI é demonstrada vermelho (anticorpo secundario Alexa546nm,
esquerda), integrina,, em verde (anticorpo secundario Alexa488nm, meio) e dupla marcagdo
a direita (merge). indice de magnificacdo: 20x. Barra de escala 20 pm, n=2. Painel F:
Silenciamento da PDI como descrito na figura 4. Meio de cultura (sem soro fetal bovino) foi
coletado antes da transfeccdo (before) e ao término das 72 h ap6s transfeccdo (after) sendo
gue nas seis Ultimas horas meio de cultura foi trocado para meio sem soro fetal bovino. (-)
corresponde a transfeccdo com siRNA controle/embaralhado e (+) ao siRNA contra PDI,
n=2.

5.4 PecPDI exerce efeitos especificos em artérias lesadas que ndo simplesmente
refletem o pool total da PDI

Para estudar se a pecPDI exerce funcdes distintas da porcdo total ou
intracelular da PDI nos conduzimos uma série de experimentos em cultura de
tecidos. O silencimento da PDI em artérias lesadas acentuou a queda no marcador de
diferenciagdo calponina (Fig. 7A) e foi associado ao aumento na expressdo da
proteina envolvida em proliferacdo PCNA (Fig. 7B), indicando mudanca para um
fenotipo sintético. Ao contrario, a inibicdo da pecPDI em cultura ndo alterou nenhum
desses marcadores, nem acentuou a inducdo de estresse do RE (Fig. 7C-E). De fato, a
expressao de alguns genes, analisados por PCR quantitativa, apresentou algumas
diferencgas sensiveis a perda de funcdo da PDI intracelular, em comparacdo com a
pecPDI (Fig. 7F). Assim, esses dados indicam que a pecPDI ndo simplesmente

reflete a acdo da PDI total ou intracelular.
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Fig. 7. Inibicdo pecPDI ndo mimetiza efeito do silenciamento da PDI. Painéis A e B:
Silenciamento da PDI em cultura de tecidos como descrito na figura 4. Deteccdo de
calponina (Painel A) e PCNA (Painel B). Expressdo proteica foi corrigida por -actina e
expressa em relacdo ao Ctr siScr. *p<0.05 vs. Inj siScr; n=3-4. Painéis C-E: Artérias
controle e 14 dias ap6s lesdo foram cultivados por 48 h na presenga do anticorpo
neutralizante anti-PDI (PDI Ab, 1 pg/ml) ou imunoglobulina controle (IgG, 1 pg/ml).
Detecgdo de chaperonas KDEL (Painel C); calponina (Painel D) e PCNA (Painel E); n=2-3.
Painel F: Silenciamento da PDI e neutralizacdo da pecPDI em cultura de tecidos como
descrito acima. Expressdo do mRNA de varios genes envolvidos em diferentes eventos
celulares. Escala de cores representando analise comparativa em relacdo ao Ctr siScr ou Ctr
IgG; n>3, exceto para calponina (n=2).
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5.5 Pec PDI contribui para manutencéo do calibre vascular apos lesao

Para investigar os efeitos da pecPDI in vivo na reparacdo vascular, nds
adaptamos o modelo de lesdo vascular realizando, no 12° dia apés leséo, aplicagédo
perivascular de gel plurénico contendo anti-PDI (PDI Ab) ou quantidade equivalente
de IgG controle. Esta técnica foi validada pela deteccdo do PDI Ab em artérias, 48 h
apos aplicacdo do gel, por meio de imunofluorescéncia com anticorpo secundario
somente (Fig.8A), ou seja, aproveitando o anticorpo primario aplicado in vivo. Apos
48 h, os coelhos foram submetidos a analise angiogréafica, seguida por tomografia de
coeréncia Optica (OCT) e andlise histoldgica. Imunoneutralizacdo da pecPDI induziu
em média redugdo de 25% no limen vascular detectado por arteriografia (Fig. 8B).
Neste modelo, a perda do calibre pode resultar predominantemente de
remodelamento constritivo, mas também por proliferacdo neointimal. Para investigar
mecanismos envolvidos na perda do limen, foi realizada anélise mais detalhada por
tomografia de coeréncia Optica, confirmando a redugdo no limen com PDI Ab (Fig.
8E) e, adicionalmente, demonstrando que este efeito foi influenciado
predominantemente por perda na area total da circunferéncia do vaso (Fig. 8F) ao
invés de aumento na razdo parede-limen (Fig. 8G). A anélise histoldgica confirmou
auséncia de efeito do PDI Ab no tamanho neointimal (Fig. 8C). Assim, esses achados
indicam um novo efeito da pecPDI na prevencdo ou antagonismo do remodelamento
constrictivo. E importante notar que nenhum desses parametros foi afetado em

artérias controle ndo lesadas (Anexo B, Fig. Supl. 5).
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Fig. 8. Neutralizacdo da pecPDI in vivo induz perda do calibre por remodelamento
constrictivo. Painéis A-F: Aplicacdo perivascular de gel plurénico contendo anti-PDI
(PDIAD, 1 pg/ml) ou imunoglobulina controle (IgG) foram realizadas no 12° dia apds lesdo e
analises ap6s 48 h. Painel A: Imunofluorescencia com anticorpo secundario somente
(Alexab46nm, vermelho). Contraste de fase demonstrado em cinza. Aumento da imagem:
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20x. Barra de escala 20 um, n=2. Painel B: Angiografia representativa de artérias tratadas
com PDI Ab (direita) e IgG (esquerda). Caixas em vermelho demonstram regiGes
tratadas/analisadas. Gréafico abaixo da imagem representa quantificacdo da perda do lumen
14 dias apds lesdo comparada a medida basal antes da les@o por baldo. Valores sdo a média
de varias mediadas ao longo da regido tratada. *p<0.05 vs. Inj 1gG, n=5. Painel C: Exemplos
representativos de laminas marcadas com HE e grafico da relacdo da camada intima pela
média. Aumento da imagem: 40x. Barra de escala 20 um, n=5. Setas pretas e vermelhas
indicam espagos abertos na camada média e neointima, respectivamente. Painel D: Imagem
representativa de analise por tomografia de coeréncia dptica de artérias 14 dias ap6s lesdo
tratadas com PDI Ab ou IgG. Gréficos abaixo representam quantificacdo da area do lumen
(Painel E), area do vaso (Painel F) e relacdo parede limen (Painel G). *p<0.05 vs. Inj IgG,
n=7.

5.6 Perda do caliber ap6s neutralizacdo da pecPDI correlaciona com alteracfes
na arquitetura da matriz e do citoesqueleto

Para investigar os mecanismos envolvidos na reducdo do calibre apds
inibicdo da pecPDI, analisamos possiveis alteracBes na matriz e no citoesqueleto de
actina. O acumulo de colageno foi previamente associado ao remodelamento
constrictivo (65). PDI intracelular € requerida para o processamento do colageno e
também constitui a subunidade beta da prolil-4-hidroxilase, enzima que participa no
processamento do colageno (66). Deteccdo do colageno realizada pelo método de
Picrosirius e analisado por luz polarizada indicou maior densidade de fibras
vermelhas, mais densas e birrefringentes, representado principalmente por fibras de
coldgeno |, na média e neointima de artérias tratadas com PDI Ab, e menor
densidade de fibras verdes menos birrefringentes, tipicamente representando
colageno tipo Il (67) (Fig. 9A). Estes resultados indicam uma tendéncia para maior
rigidez na matriz extracelular colagena. Posteriormente, investigamos se pecPDI
controla a expressdo de colageno. A inibi¢do in vivo com PDI Ab ndo detectou
alteracbes na expressdo de colageno | e Il apds inibicdo da pecPDI (dado ndo
mostrado). Entretanto, a abordagem em cultura de tecidos demonstrou que ambos,
colageno | e 11, foram diminuidos apos inibi¢do da pecPDI em artérias 14 dias apos
lesdo, enquanto o colageno tipo | também foi afetado em artérias controle (Fig. 9B-
C). Tratamento com PDI purificada aumentou de modo dependente de concentracdo
a quantidade de colageno tecidual e secretado (dado ndo mostrado). Analise
histoldgica também apontou alteragdes com PDI Ab em artérias lesadas tanto in vivo

como em cultura, apresentando diversas regides em que as fibras, normalmente
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orientadas de modo circunferencial (i.e., paralelas a disposi¢do da parede vascular),
foram alteradas para uma disposicéo radial (i.e., perpendicular a direcdo da parede
vascular - setas brancas na Fig. 9A). Uma vez que a matriz extracelular influencia e
até determina a orientacdo das células (68), investigamos se o PDI Ab também
alterou a organizacdo do citoesqueleto de actina. Importante, a inibicdo da pecPDI
promoveu substancial alteracdo na arquitetura das fibras de estresse (Fig. 9D)
formando blocos de disposicdo irregular. Tal irregularidade representou
aproximadamente 30% de queda no coeficiente de coeréncia das fibras de actina na
camada meédia, indicando menor indice de alinhamento entre células proximas. A
alteracdo da orientagéo da actina na regido neointimal foi menor, ndo sendo afetada
pelo PDI Ab.

Apesar de a pecPDI prevenir ativacdo proteolitica da metaloproteinase
ADAML17 (34), inibicdo da pecPDI ndo afetou a atividade gelatinolitica de
metaloproteinases de matriz (dado ndo mostrado). Além disso, a analise da
quantidade relativa e morfologia de fibras elasticas marcadas com Verhoeff, ndo
evidenciou alteracGes devidas a incubacdo com PDI Ab (dado ndo mostrado).

Um dado intrigante a analise histologica foi a ocorréncia de “espagos abertos”
na média de artérias normais e um aumento 14 dias ap6s lesdo (dado ndo mostrado).
Esses espacos parecem corresponder a auséncia de uma ou mais células que sofreram
processo de apoptose ou “anoikis”’, apresentando em varios casos fragmentos de
célula em seu interior. E interessante que esses espacos abertos sdo caracterizados
por forte expressdo da PDI, bem como RhoA (Anexo B, Fig. Sup. 6) em torno de sua
margem. Inibicdo da pecPDI acarreta em diminuicdo da area relativa desses espacos
(Fig. 9E), enquanto seu nimero absoluto foi inalterado (dado ndo mostrado).

Esses dados indicam que a pecPDI afeta a organizacdo/expressdao de matriz de
colageno das fibras de actina durante reparacdo vascular, podendo estar envolvidas

no efeito anti-remodelamento constrictivo causado pela pecPDI.



Coherence coefficient

0.4+

0.34

0.24

0.14

0.0

49.9%+2.4 50.1%*2.4

F-actin

In

Inj 19G

43.6%%2.9 56.4%+2.4

M N | Coherence

Inj PDI Ab

Media

Coherence coefficient
2
o

Inj 1gG

(=]
o
=)

Inj PDI Ab

=2

o

1)
.

2

a

o
L

o

o

o
H

Neointima

—_—

j PDI Ab
.-. M< :

Resultados | 60

Collagen|
Ctr Inj Ctr Inj
= = =+ - o+

B-actin

C

PDI Ab

225

150
102

76

E

0.15+

Collagenlll

Ctr Inj

——

Ctr Inj

+ - +

B-actin "D e guy gny S "=

Open empty spaces - Media

T
Inj IgG

Inj PDI Ab

Inj IgG

——

Inj PDI Ab

Open empty spaces - Neointima

Inj IlgG

Inj PDI Ab



Resultados |61

Fig. 9. PecPDI influencia organizacdo da matriz extracelular e arquitetura do
citoesqueleto em artérias lesadas. Inibicdo da pecPDI in vivo em artéria lesadas como
descrito na figura 7. Painel A: Laminas marcadas com Picrosirius e analise das fibras de
coladgeno por microscopia acoplado a filtro polarizador de luz, sendo ajustado para medida
de fibras de colageno tipo | (vermelho/laranja) e para fibras do tipo Il (verde/amarelo).
Gréficos abaixo apresentam quantificacdo relativa da area do colageno de cada tipo.
Expressao proteica de colageno tipo | (Painel B) e Il (Painel C) em artérias controle e 14
dias apds lesdo recém-colhidas (duas primeiras lanes a esquerda) ou cultivadas na presenca
do PDI Ab ou IgG por 48 h; n= 2-3. Painel D: Artérias lesadas com inibicdo da pecPDI in
vivo como em A foram analisadas por detec¢do fluorescente para F-actina (Alexa-Phalloidin
635nm, quadro a esquerda). Alinhamento das fibras de actina foi quantificado em &reas
similarmente divididas em toda camada média e neointima (caixas amarelas) e o coeficiente
de coeréncia foi calculado utilizando a ferramenta “orientation-J”” do software Image J. As
camadas dos vasos foram distinguidas por contraste de fase sendo as laminas elasticas
externa e interna excluidas da quantificacdo. Gréficos abaixo representam quantificacdo na
média e neointima. *p<0.05 vs. Inj IgG, n=3. Painel E: Quantificacdo morfométrica da area
dos espacos abertos, normalizada pela &rea total, na média e intima de artérias lesadas
tratadas in vivo com IgG ou PDI Ab. *p<0.05 vs. Inj IgG, n=5. Imagens representativas na
Fig. 8C.

5.7 Neutralizacdo da pecPDI reduz a quantidade de ROS e 6xido de nitrogénio
em artérias lesadas

PecPDI é conhecida por catalisar reacdes de transnitrosacao (69) na superficie
celular e PDI intracelular sustenta producdo de ROS induzida por PDGF (7). Assim,
investigamos se a inibicdo da pecPDI afeta a geracdo de perdxido de hidrogénio em
vasos normais ou lesados (ensaiados imediatamente apds a remoc¢do). A incubacao
com PDI Ab foi capaz de prevenir o aumento de peroxido de hidrogénio induzido
pela lesdo (Fig. 10A). De modo similar, neutralizagdo da pecPDI reduziu a
concentracdo de nitrato em homogenato de artérias lesadas (Fig. 10B). Por meio de
“imunospintrapping”, demonstramos que a neutralizacdo da pecPDI in vivo
diminuiu os sinais fluorescentes associados ae radicais proteicos em artérias controle
e lesadas (Fig. 10C). Um dado intrigante foi o efeito da incubacdo com PDI Ab em
promover diminuicdo de tidis livres na regido extracelular (Fig. 10D), em aparente

contraposicdo a reducdo na producédo de peroxido de hidrogénio.
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Fig. 10. Inibicdo da pecPDI afeta produgdo de peroxide de hidrogénio e 6xido nitrico
em artérias lesadas. Painel A: Segmentos arteriais recém-colhidos foram imediatamente
utilizados para detecgdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) por Amplex Red na presenca do
PDI Ab ou IgG, sendo medido por fluorescéncia durante 60 min. Dados sdo unidade relativa
de fluorescéncia (RFU) corrigidos pelo peso seco dos anéis; *p<0.05 vs. Ctr IgG; #p<0.05
vs. Ctr PDI Ab. Painel B: Concentragdo de NO3 (quimioluminescéncia) em homogenatos
vasculares em anéis arteriais cultivados durante 48 h na presenca do PDI Ab ou IgG. Nitrato
foi normalizado pela concentracdo de proteina e expressos em relagdo ao Ctr IgG; n=4.
Painel C-D: Inibicdo da pecPDI in vivo em artérias controle e lesadas como descrito na
figura 7. Painel C: Segmentos arteriais foram incubados em meio de cultura contendo
DMPO 40 mM (40 min em sistema de cultura). Imunoflurorescencia para adutos proteicos
reativos ao DMPO foi realizada com anticorpo especifico (anti-DMPQO), demonstrados em
vermelho (anticorpo secundario Alexa546nm) e nucleo em azul (DAPI), n=2. Painel D:
Anéis arteriais foram lavados e incubados com o reagente de ti6is impermeavel Alexa-Fluor
Maleimido 635nm (ALM, 3 uM por 20 min em 4°C). Segmentos foram emblocados em gel
de congelamento, cortados, montados em PBS/glicerol contendo DAPI e analisados por
microscopia confocal. ALM é demonstrado em vermelho e nlcleo em azul, n=2. Ambos 0s
Painéis C e D, Aumento da imagem: 40x, barra de escala 20 pum.
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5.8 Alteracdes em propriedades viscoelasticas de artérias lesadas apoés inibicédo
da pecPDI

Para investigar se os efeitos dependentes da pecPDI na arquitetura vascular
foram traduzidos em alteragcdes nas propriedades viscoelasticas, analisamos o padréo
de resposta de forga isométrica a distensdo aplicada externamente. Em ambos os
casos, foram analisados vasos nos quais a neutralizacdo da pecPDI foi realizada em
cultura de orgdos (Fig. 11A) ou em modelo in vivo (Fig. 11B). A inibi¢do da pecPDI
em vasos lesados acentuou a perda de tensdo apos distensdo. Em protocolo de tenséo
progressiva, apesar de ndo haver alteragdo na tenséo de ruptura vascular (Fig. 11C),
neutralizacdo da pecPDI diminuiu a distancia na qual os vasos romperam-se ou néo
puderam mais suportar tensao (Fig. 11D). Estes dados sdo consistentes com perda da
ductilidade (57), ou seja, capacidade de deformacdo elastica sem quebra,
possivelmente em associagdo com menor sustentagdo das adesdes intercelulares. Em

sentido amplo, sugerem o envolvimento da pecPDI em adaptacdo mecénica.
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Fig. 11. Inibicdo da pecPDI afeta propriedades viscoelasticas em vasos lesados. Painel
A: Inibicdo na pecPDI em artérias controle e 14 dias apds lesdo mantidas em cultura como
descrito anteriormente (Fig. 7C). Anéis arteriais foram instalados em sistema de banho
6rgdos em solucgdo salina contendo papaverina 100 uM com tensdo basal de 0,5 g. Apds
rapida inducdo de tensdo (1 g) por distensdo manual, foi registrada a perda de tensdo
isométrica durante 180 seg para o calculo do indice de relaxamento passivo. Painéis B-D:
Inibicdo da pecPDI in vivo como descrito acima (Fig. ). Painel B: Andlise do relaxamento
passivo apds inducdo de 3 g de tensdo como descrito anteriormente em A. Para os painéis A
e B, valores foram expressos como porcentagem de relaxamento passivo a tensdo induzida
*p<0.05 vs artérias controle (Ctr IgG/PDI Ab), n=4-5. Painéis C e D: Artérias lesadas com
inibicdo da pecPDI in vivo foram distendidas até rompimento ou insuficiéncia de manter
tensdo e a medida da tensdo maxima (Painel C) e distancia de ruptura (Painel D) foram
registradas. Valores de distancia (mm) e tensdo (g) foram corrigidos pelo peso seco dos
tecidos. *p<0.05 vs. Inj 1gG, n=5.

5.9 Efeito da pecPDI em modelo cellular recapitula alteragcdes no citoesqueleto
observadas em artérias lesadas

Tanto modelo in vivo como em cultura de tecidos sdo intrinsicamente
limitados para exploracdo de mecanismos mais aprofundados. Portanto, investigamos
se a pecPDI afeta modelos celulares que recapitulam alguns aspectos observados em
artérias em processo de reparacéo a lesédo, principalmente envolvendo o citoesqueleto
e adaptacdo mecéanica. Para avaliar o envolvimento da pecPDI em mecanoresposta,
nos submetemos VSMCs primarias cultivadas da aorta de coelho ao estresse de
estiramento ciclico biaxial (12% durante 24 h), que promoveu aumento na formacao

de fibras de estresse, como ja relatado (70). Tal efeito foi fortemente prevenido pela
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incubacdo com PDI Ab em células estiradas, enquanto que em células estaticas
existiu um discreto aumento no espalhamento celular, porem sem outras alteracdes
(Fig. 12A). Posteriormente, nés investigamos o efeito da pecPDI no meio
condicionado (MC) coletados de células submetidas ao estiramento
(MClestiramento) ou estaticas (MC/estatico) como utilizado em outros estudos (71,
72). A incubacdo de células estaticas com MC/estiramento, mas nao MC/estatico,
promoveu a formacgdo de fibras de estresse e aumentou os pontos de adesao focal
marcados com vinculina (Fig. 12B), efeito ndo observado em MC/estiramento de
celulas tratadas com PDI Ab. Esse efeito inibitorio dependeu da presenca do PDI Ab,
uma vez que a precipitacdo do PDI Ab restaurou a efeito do MC/stretch na formagéo
de fibras de estresse (Fig. 12B). A coordenacdo da formacao de ades6es combinada a
inducdo das fibras de estresse e tensdo (ou relaxamento) sdo processos
dinamicamente orquestrados durante a migracdo celular. A fim de analisar tais
processos, investigamos se pecPDI afeta o padrdo de migracdo induzido por PDGF
em células expostas ao PDGF em sistema de analise de migracdo randdémica em
célula dnica (single-cell). Primeiramente, avaliando o efeito do siRNA da PDI, n6s
ndo somente confirmamos, mas estendemos resultados prévios em outros dois
modelos de migracdo (7), demonstrando completa inibicdo da migracdo polarizada
induzida por PDGF (Fig Sup. 7A). Em experimento analogo, observamos que o
padrdo de velocidade e distancia total ndo foram alterados pelo PDI Ab (dado néo
mostrado). Enquanto a média da persisténcia de migracdo foi marginalmente
reduzida pelo PDI Ab (Fig. 12D), a variabilidade na persisténcia foi
significativamente alterada, como evidenciado pela analise com transformacédo de
Fourier, sugerindo perda na resiliéncia da coordenacdo do citoesqueleto celular (Fig.
12C). Esses dados reforcam o efeito subcelular da pecPDI em mecanoadaptagéo e
sugerem um efeito geral na regulacdo de processos dindmicos envolvendo o

citoesqueleto celular.
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Fig. 12. PecPDI sustenta organizacdo do citoesqueleto durante mecanoresposta em
células expostas ao estiramento ciclico e ajustes direcionais finos em células em
migracédo estimuladas por PDGF. Painel A: Células musculares lisas vasculares (VSMCs)
primaria da aorta de coelho foram mantidas em condic&o estatica (Static) ou submetidas por
24 h ao estiramento ciclico biaxial (Stretch, 12%, 1 Hz) na presenca de 1gG controle ou PDI
Ab (ambos 1 pg/ml, incubados 1 h antes do inicio de estiramento). Imediatamente apos,
células foram fixadas em paraformaldeido para andlise dos filamentos de actina (F-actin,
Alexa-Phalloidin 635nm, branco). Nucleos foram marcados com DAPI (azul). Painel B:
Meio condicionado (CM) de células submetidas a condicdo estatica (CM Static) ou de
estiramento (CM Stretch) na presenga de IgG controle ou PDI Ab como em A foram
coletadas, centrifugadas (2000 rpm por 10 min em 4°C) e incubadas VSMCs estéticas.
Marcacao das adesGes focais por vinculina (esquerda, Alexa488nm, verde), fibras de actina
(centro, Alexa635nm, branco) foram registradas. Nacleos foram marcados com DAPI (azul)
e multiplas marcagdes sdo apresentadas nos quadros a direita; n=3. Magnificagdo da
imagem: 126x, barra de escala 20 um. Painéis C e D: Migragao randdémica de células Unicas
de VSMCs de rato mantidas em condicdes fisioldgicas (37°C, CO, 5% por 16h) sendo
avaliada em condicgdo basal (Ctr) e estimuladas por PDGF 25 ng/ml. Painel C: Gréfico da
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transformacao de Fourier da andlise da persisténcia de migracdo demonstrada em D. *p<0.05
PDGF IgG/PDI Ab vs. Ctr IgG/PDI Ab n>7. Trajetorias representativas das células sdo
apresentadas nos dados suplementares.

5.10 PecPDI sustenta distribuicdo localizada de RhoA

Devido ao marcante efeito da PDI na ativacdo de RhoGTPases (7) e da PDI
ou pecPDI sobre organizacdo do citoesqueleto, investigamos se RhoA esta envolvida
nos efeitos mediados pela pecPDI em mecanoadaptacdo, uma vez que RhoA é um
regulador crucial em mecanobiologia (47). Inicialmente, observamos que o ativador
de RhoA CNO1 (30 min) é capaz de restaurar a formacdo de fibras de estresse e
adesbes focais prevenidas pelo PDI Ab, sugerindo que a acdo de RhoA no
citoesqueleto ¢ distal & PDI. A expressdo de RhoA ndo foi diferentemente afetada
pela neutralizacdo da pecPDI em células isoladas e artérias lesadas (Figs. 13A/B).
Como atividade da RhoA é dificil analisar em tecidos devido a grande sensibilidade
ao tempo de processamento da amostra, avaliamos a atividade de RhoA em células
isoladas, e observamos somente uma pequena reducdo pelo PDI Ab em células
estaticas e nenhum efeito apds estiramento (Fig. 13C). Em contraste, a fosforilacao
de Fak na tirosina 397, um conhecido alvo de RhoA/ROCK (73), foi prevenida pela
inibicdlo da pecPDI em células estiradas e artérias lesadas (Fig. 13D/E),
possivelmente refletindo alteracdo focal e ndo global na sinalizacdo de RhoA. Assim,
formulamos a hipotese de que a pecPDI poderia afetar a distribuicdo subcelular de
RhoA durante a mecanoresposta. Em cardiomidcitos submetidos ao estiramento, a
ativacdo inicial de RhoA ocorre sabidamente em dominios lipidicos especificos
como cavéolas/lipid rafts (74). De fato, em nosso estudo, a neutralizacdo da pecPDI
em céulas estaticas promoveu redistribuicdo subcellular de RhoA na superficie
celular e colocalizagdo com blocos contendo caveolina-3. O estiramento também
favoreceu colocalizacdo de RhoA e pecPDI na superficie celular. Entretanto, apos
inibicdo da pecPDI durante estiramento, o padrdo foi alterado, com distribui¢do dos
em blocos contendo caveolina-3/RhoA de forma centripeta e ndo na periferia da
célula (Fig. 13F). De modo similar, o ativador de RhoA CNO1 também aumentou a
colocalizagdo de RhoA em dominios ricos em caveolina-3 em localizacGes
subcelulares periféricas (Anexo B, Fig. Supl 8). Um efeito oposto foi observado com

inibidor de RhoA (1 h). Resultados semelhantes foram observados para caveolina-1,
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porém as marcagfes foram um pouco menos evidentes, possivelmente devido a
aspectos relacionados ao anticorpo (dados ndo mostrados). Assim, pecPDI afeta a
localizacdo de RhoA, modulando o padrdo de distribuicdo subcelular em regides

periféricas ricas em caveolina durante adaptacdo mecéanica.
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Fig. 13. PecPDI sustenta ativagdo localizada de RhoA. Painel A: VSMCs primaria da
aorta de coelho mantidas em condicdo estatica ou submetidas ao estiramento expostas a 1gG
controle ou PDI Ab como na Fig. 6A. Andlise da expressdo proteica de RhoA. Painel B:
Expressdo de RhoA em anéis arteriais cultivados durante 48 h na presenca de IgG controle
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ou PDI Ab. Gréficos correspondentes aos Painéis A e B sdo demonstrados abaixo das
imagens representativas representando a quantificacdo de RhoA normalizado por B-actina e
expressos em relagdo ao Ctr/static 1gG; n=3 para VSMCs e n=8 para cultura de tecidos.
Painel C: Atividade de RhoA GTPase medida em VSMCs como em A. *p<0.05 vs. Static
IgG, n=4. Painéis D e E: Expressdo proteica total (tFak) e porcdo fosforilada de Fak (pFak)
na tirosina 397 em VSMCs e cultura de tecidos como em A e B, respectivamente, n=3.
Grafico representa quantificacdo de pFak em cultura de tecidos normalizada por B-actina e
expressos em relagdo ao Ctr 1gG. *p<0.05 Inj 1gG. Painel F: Imunofluorescéncia de células
ndo permeabilizadas para caveolina-3 (cav-3, quadros a esquerda, Alexa488nm, verde) e
RhoA (quadros centrais, Alexa546nm, vermelho) em VSMCs estéaticas e estiradas como em
A. Filamentos de actina foram marcados com Faloidina (Alexa-Phalloidin635nm, branco),
nacleos com DAPI (azul) e maltiplas marcagdes sdo demonstradas nos quadros a direita;
n=3. Aumento da imagem: 126x, barra de escala 20 pum.

5.11 Expressdo da PDI é inversamente relacionada ao remodelamento
constrictivo em placas coronarianas humanas

Uma vez que reparacdo a lesdo envolve aspectos comuns a outras doencas
vasculares, possivelmente pecPDI poderia influenciar o a fisiopatologia de outras
doencas vasculares, particularmente, aterosclerose (9). Para analisar se PDI est&
associada com remodelamento vascular em placas de ateroma, investigamos por
imunohistoquimica a expressdo da PDI em artérias coronarianas de pacientes que
morreram de infarto agudo do miocardio. Como essas amostras foram fixadas em
formalina e emblocados em parafina, ndo foi possivel analisar especificamente a
marcacdo da pecPDI. Entretanto, é possivel obter inferéncias relevantes, uma vez que
a expressdo da pecPDI correlaciona-se a da PDI total (Fig. 4A), pelo menos em
nosso modelo. A expressdao da PDI na média e intima de placas apresentando
remodelamento negativo/constrictivo foi diminuida (Fig. 14A) e, ao contrério,
aumentada na media de artérias com remodelamento positivo/expansivo, enquanto na
intima ndo houve diferenca estatisticamente significante (Fig. 14B). E conhecido que
0 grau de remodelamento correlaciona-se com o fendtipo instavel da placa de
ateroma (75). Assim, investigamos se a expressdo da PDI também esta associada com
a instabilidade da placa (Fig. 14C). De fato, placas com fenotipo vulneravel
apresentam marcante aumento da PDI na regido intimal. Na camada média, por outro
lado, tanto placas estaveis como instaveis apresentaram menor quantidade de PDI
(Fig. 14C).
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Fig. 14. Expressdao da PDI na média de artérias humanas com placas de ateroma é
inversamente correlacionada com remodelamento constrictivo e instabilidade da placa.
Detecgdo por imunohistoquimica da PDI e em artéria coronéaria descendente anterior
esquerda ou circunflexa, sendo os segmentos proximais assumidos como controle de
referéncia (RC) e regides distais apresentando remodelamento constricitivo/ negativo (Neg,
Painel A), remodelamento expansivo/positivo (Pos, Painel B) e com placas de aterosclerose
com fendtipo estavel/fibroso (Fib) ou instavel/vulneravel (Vul) ambos no Painel C.
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Quantificacdes da PDI foram corrigidas pela area da camada analisada (média ou intima) e
sd0 expressas como porcentagem da area. *p<0.05 vs. RC; n=20.



6. Discussao
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O presente estudo demonstra que PDI é fortemente superexpressa durante
reparacao vascular a lesdo e que a porcdo peri/epicelular (pecPDI) coordena a
arquitetura da matriz extracelular e do citoesqueleto de actina de forma a preservar o
[imen vascular e antagonizar remodelamento constrictivo. PecPDI ndo simplesmente
espelha a porcdo intracelular, que age na protegdo contra estresse do RE, enquanto
estresse do RE, por sua vez, aumenta a pecPDI. O remodelamento constrictivo apos
neutralizacdo da pecPDI esta associado a diminuicdo da quantidade de ROS e
derivados do NO e com profunda desorganizacao das fibras de estresse e colageno,
que resultam em menor ductilidade vascular. Efeitos da pecPDI no citoesqueleto séo
recapitulados em modelo in vitro, que evidencia uma distribuicdo subcelular alterada
de RhoA e sua localizacdo anormal em compartimentos contendo caveolina. Além
disso, expressdo da PDI na média correlaciona-se inversamente com remodelamento

constrictivo em placas de aterosclerose humana.

O marcante aumento da expressao da PDI durante reparacdo vascular é
notdério e ndo usual, ocorrendo tanto na regido intracelular como peri/epicelular.
Essencialmente, todas as células na parede vascular superexpressam PDI, incluindo
VSMCs e fibroblastos na adventicia, embora a expressdo seja mais evidente em
células neointimais e neoendoteliais (Fig 1C). Esse padrdo generalizado e
coordenado de expressdao em distintos tipos celulares é indicativo de um processo
fundamental de reparacdo tecidual. Os mecanismos que coordenam esta resposta
requerem ainda mais investigacdes. O aumento na expressdo da PDI ocorre em
diversas doencas, incluindo aterosclerose (revisado em ref. 13). Nossos resultados em
vasos intactos, bem como outros estudos do laboratorio (6, 7), indicam que em
celulas ndo estimuladas PDI pode ser silenciada de forma significativa sem induzir
UPR (revisado em ref. 8). Assim, o aumento observado do estresse do RE apds
siRNA durante reparagdo vascular, que foi associado a aumentada morte celular,
indica, em sintonia com estudos prévios (13), que a PDI intracelular exerce papel
importante na protecdo contra a indugéo sustentada ou excessiva da UPR. De fato, a
PDI ¢é geralmente relatada como proteina pré-sobrevivéncia celular (76), embora em

casos particulares possa induzir apoptose (29).
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O aumento do pool da pecPDI ap6s siRNA em artérias 14 dias apds leséo
indica que a PDI intracelular e a pecPDI diferem ndo somente na localizacdo, mas
também na meia-vida e outras funcdes. De fato, em relacdo a convergéncia da PDI
com sinalizagdo dependente de Nox, o silencimento com SiRNA, mas ndo a
incubacdo com PDI Ab neutralizante, previne a ativacdo da oxidase induzida por
angiotensina 1l (6) e dados ndo publicados), migracdo ativada por PDGF (7) (e
presente estudo) e ativagdo de ERK induzida por TNFa (77). A pecPDI, por sua vez,
apresenta fungdes especificas conhecidas, tais como ativacdo do sistema imune (32,
78), invasdo de patdgenos (78) e trombose (35). Os distintos efeitos da PDI
intracelular e da pecPDI foram ainda evidentes no padréo de ativacdo de estresse do
RE, morte celular e expressdo génica (Figs. 6 e 7). Apesar de efeitos diretos do
silenciamento da PDI serem dificeis de separar dos efeitos advindos da indugédo
paralela de estresse do RE, os resultados sugerem, de modo geral, que aos 14 dias
apos lesdo, a PDI sustenta diferenciacdo e expressao da Nox4 e o silenciamento com
siRNA induz fendtipo proliferativo (Fig. 7B). Em cultura de VSMCs, PDI é
claramente requerida para ativacdo de Nox dependente de fator de crescimento (7),
indicando que o efeito da PDI depende do contexto avaliado e ndo esta vinculado a
uma isoforma especifica de Nox ou a eventos de proliferacdo e migracdo. De fato,
em vasos coletados 7 dias apos lesdo, fase em que predomina proliferacdo celular
(52), o silencimento da PDI promove reducdo na proliferacdo, em sintonia com
observacdes em cultura de células (dado nédo publicado). Ao contrario do
silencimento da PDI, inibicdo da pecPDI nédo altera marcadores de estresse do RE,
proliferacdo/diferenciacdo e previne completamente a inducdo do mRNA da TERT,
uma enzima que protege contra senescéncia celular. A senescéncia associada a
reparacdo vascular foi reportada previamente (31), embora com papel ainda nédo

esclarecido.

As rotas subcelulares de externalizacdo da PDI sdo desconhecidas até o
momento (13). Entretanto, esta claro - na literatura (43, 44) e em observacgdes nédo
publicadas do nosso laboratério - que a externalizacdo da PDI e secrecéo em distintos
tipos celulares, incluindo endoteliais e VSMC, podem ocorrer na auséncia de morte

celular e ndo simplesmente representam vazamento de proteinas oriundas de células
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mortas. Isso também é sugerido pela auséncia de detectivel secre¢cdo de PDI em
vasos lesados, apesar da sua robusta inducéo na regiao peri/epicelular. O vazamento
de PDI proveniente de células mortas poderia, por outro lado, explicar o aumento da
pecPDI na lesdo vascular ja que foi evidenciada maior secrecdo de PDI e morte
celular induzida por siRNA em artérias lesadas (Fig. 6 F e D, respectivamente).
Assim, mecanismos de externalizacdo da pecPDI envolvem vias subcelulares
convencionais e ndo-convencionais de secrecdo ainda nao esclarecidas e em casos

especificos, extravazamento a partir de células mortas (13, 14).

Processos relevantes a patogénese de doencas vasculares associados a pecPDI
incluem trombose e inflamacdo (35, 79). A inducdo de pecPDI endotelial ¢ um sinal
precoce de resposta a lesdo (39), favorecendo, via sinalizacdo por integrinas,
acumulo de plaquetas e formacéo de fibrina (36), embora seu efeito na decriptacdo do
fator tecidual seja ainda debatido (80). PecPDI endotelial também regula
recrutamento de neutréfilos mediado por integrinas (41, 79). Ainda, a pecPDI
plaquetaria participa na adesdo mediada por integrinas (63) e silenciamento genético
especifico in vivo antagoniza a formacgdo de trombose sem evidente alteracdo na
hemostasia (40). PecPDI presente em leucécitos também regula processo de adesao
(79), enquanto em linfocitos pecPDI sustenta a migracdo mediada por integrinas
(32). Em nosso modelo, o acimulo de leucdcitos e plaquetas ndo é mais evidente no
14°dia apds lesdo (3). Assim, a pecPDI pode exercer funcdes especificas dependendo

do estégio da reparacdo vascular.

Mecanismos estruturais dos efeitos da pecPDI estdo relacionados ao
remodelamento da matriz e a alteragdes no citoesqueleto. Vasoespasmo tonico, que
contribui para o estreitamento do limen vascular durante fases iniciais do reparo
(81), ndo esta associado aos nossos resultados, ja que as analises foram feitas apds
tratamento com nitroglicerina. Embora o curto periodo de observacdo (48 h) seja
uma limitacdo do estudo, impossibilitando observaces mais tardias do acumulo de
matriz, o efeito pronunciado sobre a matriz de coladgeno e o citoesqueleto em curtos
tempos de exposicdo ao PDI Ab sugere a influéncia de um efeito tonico da pecPDI

durante reparacgdo vascular. Neutralizagdo da pecPDI em vasos promoveu alteragdo
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para um estado mais rigido da matriz e uma visivel alteracdo na disposicao das fibras
(Fig. 9A) . Diminuicdo da expressaio do mRNA do coldgeno tipo | com
silenciamento da PDI e reducédo da expressdo proteica dos colagenos tipos I e 11l em
artérias lesadas sob inibicdo da pecPDI em cultura (Figs. 7F, 9B e C,
respectivamente) podem estar atribuidas a alteragcGes no processamento subcelular ou
aumento da degradacao. Neutralizacdo da pecPDI promoveu capacidade reduzida de
sustentar tensdo induzida por estiramento, bem como menor resisténcia para
rompimento estrutural, indicando diminui¢do na ductilidade da parede vascular.
Estes resultados corroboram aos observados em modelo de perda de fungdo de
MMP13, em que o acimulo de coldgeno foi associado a artérias menos resistentes
(57). Coletivamente, esses dados sugerem que pecPDI participa na formacdo da
matriz em um modo relativamente complacente, sendo capaz de suportar tensdo,
porém ao mesmo tempo associada a maior resisténcia a colapso. Paralelamente,
pecPDI parece sustentar organizacdo do citoesqueleto (Fig. 9D) de modo a promover
uma rede de integracdo otimizada. Esse efeito foi evidente pela incubacdo do PDI Ab
na distribuicdo/organizacao de fibras de estresse e/ou quantidade, tanto em modelo
de lesdo vascular in vivo como em celulas isoladas. Além disso, PDI Ab promoveu
menor resiliéncia no padrdo de migracdo induzido por PDGF (Fig. 12C). Dessa
forma, esses dados sugerem que pecPDI regula dinamica da matriz e citoesqueleto,
sustentando uma reformulacdo orquestrada da arquitetura vascular em uma estrutura
expandida (i.e., com lumen aberto), ao inveés de uma cicatriz colapsada comum a
outros tipos de reparo tecidual. Embora uma possibilidade importante, ainda ndo se

sabe se mecanismos similares podem ser aplicados a outros tecidos.

Determinantes mecanobiol6gicos da reparacdo da arquitetura vascular sao
complexos, em analogia ao papel desempenhado por forgas mecanicas no
desenvolvimento (82). Nenhum modelo simples é capaz de integrar forma e tamanho
da célula, tensdo intrinseca de membrana, for¢a, complacéncia e organizacdo da
matriz com elementos de tensédo e rigidez do citoesqueleto e estruturas de adeséo
(descritas sob o ambito do modelo de tensegridade (83)). Mudancgas nas fibras de
coldgeno e orientacdo das fibras do citoesqueleto foram evidentes apds incubacdo

com PDI Ab in vivo, sugerindo perda significante em mecanismos sensores e/ou
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coordenadores da distribuicdo do estresse na parede vascular. De fato, as fibras de
estresse realinham em direcdo ao eixo perpendicular na dire¢do do estiramento por
meio do deslocamento de adesdes focais mediado por RhoA (84). De acordo com
modelo de tensegridade, pecPDI poderia ser entendida como um sensor tensegral
sustentando um remodelamento biomecénico otimizado, respeitando o principio de

minimizacao de energia em tensdes de adesao (85).

Processos redox sdo possiveis reguladores dos efeitos da pecPDI, em sintonia
com o papel da PDI em sinalizacdo redox e homeostase (13) bem como o efeito anti-
remodelamento constrictivo da SOD3 durante eventos tardios na reparagdo vascular
(4). PecPDI reconhecidamente catalisa transnitrosacdo e promove internalizacao de
nitrosotiois do meio extracelular (69, 86). De fato, a expressao relativamente maior da
pecPDI em plaquetas vs. células vasculares pode contribuir para inibigcdo seletiva da
agregacao plaquetéria por S-nitrosotiois (87). A neutralizagdo da pecPDI, reduzindo a
quantidade de Oxidos de nitrogénio em artérias lesadas (Fig. 10B), ndo somente
corrobora esse mecanismo, mas também esta de acordo com o conhecido papel da
eNOS no remodelamento vascular fisiolégico (88) e do NO derivado da iNOS
durante remodelamento apds lesdo (4). Inibicdo da pecPDI também reduz a producao
de ROS e, em paralelo, deteccdo de tidis livres no meio extracelular em artérias
lesadas. Estes efeitos sdo aparentemente paradoxais e indicam que geracdo de ROS e
atividade tiol redutase da PDI ocorrem em compartimentos e tempos distintos. Esse
panorama ndo € fundamentalmente distinto daquele observado no limen do RE,
embora neste caso a PDI apresente predominantemente atividade isomerase,
enguanto na regido peri/epicelular predomina atividade redutase (32, 33, 78), apesar
da atividade isomerase da pecPDI afetar atividade proteolitica de ADAM17 (34).
Pode-se especular que a superficie celular recapitula, em varios aspectos, 0 mesmo
ambiente favoravel ao enovelamento proteico observado no RE. Embora ainda nédo
se saiba a respeito das fontes de ROS na superficie, as Noxes sdo potenciais
candidatos (ver discussdo suplementar, Anexo C).

Recentemente, nosso grupo mostrou que a PDI é essencialmente requerida
para sustentar migracdo induzida por PDGF, ativacdo de Nox1, ativacdo de

RhoGTPases e organizacgdo do citoesqueleto (7). Aqui, demonstramos que este efeito
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é atribuido a PDI intracelular, j& que o silenciamento da PDI, mas ndo o PDI Ab,
inibiu fortemente a migracdo de VSMC (Fig. Sup 7A e B). RhoA é um importante
regulador em mecanobiologia (47, 89) e, na presente investigacdo obtivemos
evidéncias que indiretamente implicam a participacdo de RhoA nos efeitos da
pecPDI no citoesqueleto e arquitetura vascular (Fig. 9). De fato, formagdo do
citoesqueleto de actina, adesdes focais, fosforilacdo de Fak e polarizacdo celular
durante migracdo — todos estes eventos caracteristicos da reparacdo vascular - sao
conhecidamente associados a RhoA (47, 89). RhoA sinergiza com estiramento
mecanico para inducdo de fibras de actina, bem como sua organizacdo (47) e
orientacdo (84). Apesar de a pecPDI ndo alterar a expressdao de RhoA em células e
tecidos, nem atividade global em células apo6s estiramento, pecPDI governa a
distribuicdo de RhoA e associagdo com compartimentos como estruturas contendo
caveolina (Fig. 13F), que provavelmente representam conjuntos de cavéolas ou lipid
rafts. A translocacdo para cavéola passa por duas fases: recrutamento e retencdo. O
estiramento induz rapida ativacdo de RhoA, efeito que € dependente da sua
localizacdo inicial na caveola (74). Modulacdo redox é uma possivel forma de
regulagdo pela pecPDI na sinalizagdo de RhoA, uma vez que RhoA, dentre outras
GTPases, sofre reversivel modificacdo da formacdo de ponte dissulfeto nas cisteinas

16 e 20, escondendo o acesso do sitio de ligacdo a GTP (48).

O papel da pecPDI na arquitetura vascular, descrito no presente estudo, pode
ser importante para o entendimento dos mecanismos que controlam remodelamento
vascular ndo somente durante reestenose apés lesdo, mas também em outras doencas
como aterosclerose. Tal efeito é consistente com 0s achados da maior expressao da
PDI em artérias com placas de aterosclerose apresentando remodelamento vascular
positivo, juntamente com sua menor deteccdo em artérias com remodelamento
negativo. Os mecanismos de reparagdo a lesdo ndo podem ser diretamente
extrapolados a aterosclerose nativa, porém o processo inflamatério envolvido prové
um cenario de eventos ligados a célula e matriz que sdo analogos aos observados no
processo de reparo (90). Um dado importante foi 0 marcante aumento na expressdo
da PDI na regido intimal em placas instaveis, comparada a placas estaveis (Fig. 14C).

Devido ao importante papel da pecPDI na trombose (35), estas descobertas indicam
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que a pecPDI é um possivel alvo terapéutico em placas vulnerdveis. Entretanto,
nossos resultados indicam que a inibicdo da pecPDI acarreta um potencial
remodelamento constrictivo, um fato que deve ser considerado no desenho de
eventuais estudos clinicos envolvendo PDI. Nesse sentido, o presente estudo sugere
importancia da inibicdo especifica da pecPDI, ao contrario da inibicdo total da PDI,
ja que esta ultima foi associada a piora do quadro de estresse do RE e apoptose (Fig.
6A-D) em artérias em reparacdo a lesdo, o que poderia agravar a instabilizacdo da
placa. Esse mecanismo esta de acordo com evidéncias de que a inativacdo da PDI por
aldeidos eletrofilicos é aumentada por exposicdo a LDL oxidada e esta presente em
placas de ateroma com fenotipo vulneravel (9). A dualidade entre pecPDI, trombose
e remodelamento ndo € inesperada, dado que o remodelamento constrictivo é uma
caracteristica da cicatrizacdo vascular e é acentuado em terapias que estabilizam a
placa (91). Nesse sentido, uma implicacdo mais geral de nosso estudo é que o melhor
entendimento de mecanismos associados a eventos subcelulares e & matriz poderia
fornecer informacgdes importantes para elaboracdo de estratégias terapéuticas viaveis
capazes de lidar com esta dualidade e melhorar um remodelamento constrictivo

exacerbado.



7. Conclusao
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A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a PDI aumenta de forma
expressiva durante processo de reparacdo vascular a lesdo e que tanto a porcéo
intracelular como a peri/epicelular contribuem para este aumento. Coletivamente,
PDI intracelular afeta mecanismos de adaptacdo a estresse e resolucdo da resposta
reparativa, incluindo promocdo do fendétipo diferenciado de VSMC. A pecPDI, por
sua vez, sustenta a manutencdo do calibre vascular por prevenir um efeito pro-
remodelamento constrictivo. Os mecanismos envolvidos neste efeito envolvem sua
influéncia na organizacao da matriz extracelular e citoesqueleto de actina,
promovendo mecanoadaptacbes na arquitetura vascular, possivelmente em
convergéncia com ativacdo localizada de RhoA. O efeito da PDI no remodelamento
vascular € ainda reforcado pela correlacdo entre a expressdo da PDI e o padrédo de
remodelamento em placas humanas. Estes resultados indicam que a pecPDI formata

a arquitetura vascular para sustentar um efeito anti-remodelamento constrictivo.
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Tabela 1. Lista das sequéncias de siRNAs contra PDI (siPDI) ou controle embaralhada

(siScr)

siSCR449
senso: GACUUACAGUGGUCAGUCGAAGAGA
antisenso: UCUCUUCGACUGACCACUGUAAGUC

siSCR1217
senso: GAGCCGGGUUUAGCAGAAGAUGAGA
antisenso: UCUCAUCUUCUGCUAAACCCGGCUC

siPDI205
senso: CAAGCACCUGCUGGUGGAGUUCUAU
antisenso: AUAGAACUCCACCAGCAGGUGCUUG

siPD1449
senso: GACGACAUUGUGAACUGGCUGAAGA
antisenso: UCUUCAGCCAGUUCACAAUGUCGUC

siPDI1217
senso: GAGCCGGGUUUAGCAGAAGAUGAGA
antisenso: UCUCAUCUUCUGCUAAACCCGGCUC
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Tabela 2. Lista da sequencia dos primers utilizados para anélise da expressdo do

MRNA por PCR quantitativa de genes envolvidos em diferentes eventos celulares

Name Forward Reverse

GAPDH GGGCGTGAACCACGAGAA GGTGCAGGATGCGTTGCT

HPRT CGGCTTGCTCGAGATGTGAT GAGCACACAGAGGGCTACAATG
PDI CGGCTACCCCACGATCAA CCTCCCTGCCAGCTGTGTAC
Nox1 TGGCTAAATCCCATCCATTCC GCAATGCTGGTAAACGTCACA
Nox2 CTTCAACTGCCTGCTGATCCT CTGGAACCCCTGAGAAAAGAGA
Nox4 AGCATCTGCATCTGTCCTGAAC GACTGTCCGGCACATAGGTAAAA
p22phox GCTTCCTCCTTGCTACCATCCT GGCAGCCAGCAGGTAGATGA
p47phox AAAGACGCCAAGAGCAACGT GCGCGATAGGTCTGCAGAAT
Calponin AACTTCCAGCTGGGCCTAAAG GGCTGCAGCTTGTTGATGAG
PCNA TGCCTTCTGGTGAATTTGCA TACAACGGCATCTCCAATATGG
GPX1 ACCGACCCCAAGTTCATCAC CTCGAAGCTCCAGGAAACGT
TRX GCTGCAGAGTGTGAAGTCAAATG CCCACCTTTTGCCCCTTTT

Col Iy ACTGGATTGACCCCAACCAA CCATGTCGCAGAAGACCTTGA
Integring,p; GGCATGTGGGCCCTTATATG GCTGACGTTAGAACAGATTCCAGTT
mTERT CCTGTCTCCAGGCACAACAAG TCCCCAGCGAGATGAACCT
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Anexo B

Figuras suplementares

PDI

Fig. Supl. 1 — Superexpressdo da PDI em modelo de lesdo vascular mecéanica em art.
carotidade de ratos. Ratos Wistar foram submetidos a lesdo vascular por distensdo de
cateter de baldo Forgarty (2F). Artéria carétida direita foi mantida intacta (Control) e
carétida esquerda foi lesada (Injury). Detecgdo por imunohistoquimica da PDI foi realizada
14 dias ap6s lesdo, n=4. Aumento da imagem: 10x.
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Fig. Supl. 2 — Viabilidade de anéis vasculares mantidos em cultura. Reatividade
vascular em banho de 6rgdos em anéis de artéria carétida de coelho que foram recém-
colhidas (FR) ou cultivadas durante 96 h (Cult) em meio completo (soro e antibidticos).
Painel A: Contracdo a fenilefrina 10° M . Gréfico representa a maxima tenséo atingida,
expressa em g por mg peso seco, n=3. Painel B: Apos estabilizacdo da resposta contratil a
fenilefrina, vasos foram relaxados com concentracdes cumulativa de acetilcolina (10™° —
10" M). Gréficos representam relaxamento méximo; n=3. Diferencas ndo significantes
foram observadas entre FR vs. Cult para ambos o0s agonistas.
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BlockIT

Fig. Supl. 3 — Viabilidade da transfec¢do de siRNA em anéis vasculares mantidos em
cultura. Anéis vasculares de art. iliaca controle e 14 dias ap6s lesdo foram cultivados para
transfeccdo do oligonucleotideo de dupla fita fluorescente (BlockIT, 100 nM) durante 14 h
na auséncia e presenca de lipofectamina 5 pug/ml (Injury + lipo). Andlise da fluorescéncia foi
realizada ap6s 48 h da transfeccdo mantendo os tecidos em meio completo (soro e
antibidticos); n=2. Anéis foram cortados com lamina de bisturi e montados com excesso de
PBS:glicerol. Tecidos sdo apresentados em cinza por contraste de fase e oligo fluorescente
em verde. Aumento da imagem: 20x.
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Fig. Supl. 4 — Lesdo vascular aumenta a resisténcia ao silenciamento da PDI. Painéis A
— C: Expresséo proteica da PDI ap6s diferentes protocolos de silenciamento da PDI em anéis
arteriais mantidos em cultura. Painel A: Artérias ilio-femorais de coelhos coletadas em
situacdo controle e em diferentes dias apds lesdo (4, 7 e 14 dias) foram cortadas em anéis (2-
3 mm) e cultivadas para silenciamento da PDI como descrito na Fig. 4. Painel B: Protocolo
de silenciamento da PDI em cultura de anéis foi realizado em artérias ilio-femorais em
situacdo controle e 14 dias ap6s lesdo de modo similar ao descrito na Fig. 4, porém
aumentando o tempo de adaptacdo a cultura de 24 h para 48 h. Painel C: Artérias ilio-
femorais de coelho controle foram submetidas ao protocolo de silenciamento da PDI de
modo similar ao descrito na Fig. 4 exceto pelo tempo de analise apds transfeccdo (48, 72 e
96 h).
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Fig. Supl. 5 —Inibicdo da pecPDI néo altera o calibre vascular em artérias controle.
Painéis A — C: Aplicagdo in vivo perivascular do anticorpo anti-PDI (PDI Ab, clone RL90)
ou imunoglobulina controle IgG (ambos, 1 pug/ml) em gel plurénico e analise apds 48 h de
modo similar ao realizado em coelhos lesados. Os graficos demonstram a quantificacdo da
tomografia de coeréncia dptica do lumen (Painel A), da area do vaso (Painel B), expressas

em mm?, e da relagdo parede-ldmen (Painel C); n=3.
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Fig. Supl. 6 — Proximidade entre PDI e RhoA em espacos abertos em artéria lesadas.
Artérias iliacas 14 dias ap0s lesdo foram processadas para analise por imunofluorescéncia da
PDI (quadro 1, Alexa488nm, verde) e de RhoA (quadro 2, Alexa546nm, vermelho). Dupla
marcacdo (Merge 1+2) e marcacdo nuclear (Merge +DAPI) sdo apresentadas nos quadros a
direita. Espagos abertos expressam PDI e RhoA em sua margem apesar de ndo haver
colocalizacdo. Imagens estdo focadas na regido neointimal (N). Aumento da imagem: 80x,
barra de escala 20 um.
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Fig. Supl. 7- Silenciamento da PDI, mas ndo bloqueio da pecPDI, inibe migracéo
induzida por PDGF. Trajetorias das células foram analisadas durante 16 h em ensaio de
migracdo randdémica em células Unicas em situacdo basa; (control) ou durante exposic¢do a
PDGF (25 ng/ml). Cada linha colorida (8) representa a trajetéria de uma célula, medida em
intervalo de 10 min, sendo plotada a sua posicdo central. Painel A: VSMCs foram
transfectadas com siRNA contra PDI (siPDI) ou sequencia controle/scrambled (siScr). Apds
72 h em meio completo (soro e antibidticos), células foram plaqueadas em baixa confluéncia
para o ensaio de migracdo. Painel B: Inibicdo da pecPDI por PDI Ab (1 pg/ml) durante
protocolo de migracdo. Experimentos foram realizados pelo menos 3 vezes com resultados
similares. Imunoglobulina controle (IgG) néo afeta migracéo.
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Control
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Fig. Supl. 8- Ativacdo de RhoA aumenta colocalizacdo entre Cav-3 e RhoA.
Imunofluorescéncia de Cav-3 (quadros a esquerda, Alexa488nm, verde) e RhoA
(quadros centrais, Alexa546nm, vermelho) em células ndo permeabilizadas em situacéo
basal/controle e apds incubagdo com inibidor de RhoA (1 pg/ml, 1 h) ou ativador de
RhoA (CNO01, 0,5 U/ml, 30 min). Nucleos foram marcados com DAPI (azul) e multiplas
marcagOes sdo demonstradas nos quadros a direita. Destaca-se que essas células foram
cultivadas em laminulas de vidro enquanto células da fig. 13F foram cultivadas em
membranas de colageno | durante o protocolo de estiramento; n=2.
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Anexo C

Discussdo suplementar

Mecanismos dependentes do RE na reparacao vascular

A influéncia da PDI chama atenc¢éo para o envolvimento do RE na reparacéo
vascular. De fato, o estresse do RE foi sugerido como um possivel estimulo para
externalizacdo da PDI, pelo aumento da pecPDI durante tratamento com
tunicamicina e pelo aumento do estresse do RE e pecPID pelo silenciamento da PDI
(Fig. 6E e 5C, respectivamente). A exacerbagdo do estresse do RE indica que a UPR
¢ um mecanismo de regulacdo comum a PDI intracelular e a porcéo peri/epicelular
da PDI. Entretanto, as vias especificas destes mecanismos ainda ndo estdo claras.
Apesar de a neutralizagdo da pecPDI ndo impactar nos marcadores da UPR, ela
poderia potencialmente agir como um sinal responsivo ao estresse do RE, como
relatado para calreticulina na superficie de fibroblastos embrionarios, que participa
na remocdo de celulas apoptdticas (92), um mecanismo deficiente em placas de
ateroma vulneraveis (93). Outra via relacionada ao estresse do RE que poderia afetar
a reparacdo vascular envolve proteinas que regulam a morfologia do RE, como as
reticulons (RTN/NOGO), que sabidamente modificam a distribuicdo subcelular de
PDI e estdo associadas ao efeito protetor da PDI em esclerose lateral amiotrofica
(94). No sistema vascular, a isoforma NOGO-B atenua a formacao neointimal ap6s
lesio e em modelo de alteracdo no fluxo. Baixos niveis de NOGO-B estdo
relacionados a estenose e vulnerabilidade de placas de aterosclerose em humanos
(95).

Espacos abertos na parede vascular

Uma intrigante observag&o foi a ocorréncia de espacos abertos espalhados em
meio a média de vasos normais e acentuados em artérias lesadas.
Surpreendentemente, estas estruturas ndo receberam atencdo no passado (apesar de
uma pesquisa satisfatoria na literatura ser dificil neste caso), presumivelmente devido
a esses espacos se assemelharem a artefatos da marcagdo por hematoxilina/eosina.

No entanto, chamou atencdo a presenca de PDI na margem destes buracos. E
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intrigante 0 motivo pelo qual os espacos abertos, que parecem refletir células em
apoptose e/ou anoikis, ndo colapsarem. Interessantemente, as margens desses
buracos sd@o também marcadas para RhoA. NOs especulamos que eles poderiam
otimizar a distribuigéo de forgas, sustentar a estrutura do vaso e/ou servir como um
nicho para diferenciagdo de células-tronco. Até o momento, ndo esta claro se a
reducdo desses espagos com a inibicdo da pecPDI seria uma causa ou consequéncia

do remodelamento constrictivo.

Possiveis fontes de ROS durante reparacao vascular a lesdo

Noxes sdo candidatos naturais a geracdo de ROS na superficie celular (96).
Entretanto, sua expressdo proteica € dificil de investigar devido a baixa
especificidade dos anticorpos e a expressdo do mRNA ndo reflete sua atividade
constitutiva (por ex. Nox4), especialmente em observac6es de curto prazo como o
presente estudo. Dessa forma, ndo podemos excluir Noxes como fontes de ROS
baseado nas observacdes que a neutralizacdo da pecPDI ndo alterou 0 mRNA de
Nox4, aumentou expressao de Nox1 e refletiu em reducéo na geracdo de ROS. Maior
expressdo de Nox1 poderia refletir adaptacgdo inicial a um ambiente menos redutor
(96) causado pela inibicdo da pecPDI. Adicionalmente, outras possiveis fontes de
ROS incluem xantina oxidase (97), Erol, conhecida pela presenca na superficie de

plaquetas (36), ou outras enzimas secretadas como quiescina sulfidril oxidase (46).
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