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Resumo 

2015 Silva T L A O. Estudo da rota de externalização da dissulfeto isomerase 
protéica (PDIA1) em células endoteliais [Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, 
Universidade de São Paulo; 2015. 

Dissulfeto isomerase protéica (PDIA1 ou PDI) é uma chaperona e ditiol-dissulfeto 

oxido-redutase residente do reticulo endoplasmático (RE). PDI é essencial à regulação da 

proteostase por ter função no enovelamento oxidativo de proteínas e na via de degradação 

associada ao RE (ERAD). Além disso, PDI interage fisicamente e regula a atividade de NADPH 

oxidases, e fora da célula é um regulador redox essencial à atividade de proteínas extracelulares. 

Este pool epi/pericelular da PDI (pecPDI) regula função de proteínas de membrana/secretadas, 

como integrinas, glicoproteínas gp120 do virus HIV e outras, com múltiplas funções que 

incluem: trombose, ativação plaquetária, adesão celular, infecção viral e remodelamento 

vascular. A rota de externalização da PDI permanece obscura, e seu conhecimento pode indicar 

mecanismos dos efeitos (fisio)patológicos da PDI. A secreção da PDI pela rota RE-Golgi foi 

sugerida em células endoteliais infectadas pelo vírus da dengue, células pancreáticas e 

tireoideanas. No entanto, uma varredura sistemática das possíveis rotas de externalização da 

PDI não foi previamente realizada. Neste estudo, mostramos que células endoteliais (EC) 

externalizam constitutivamente, por rotas distintas, dois pools de PDI, de superfície celular e 

solúvel, enquanto na EC não estimulada PDI não foi detectada significativamente em 

micropartículas. PDI externalizada corresponde a ca.1,4% do pool total de PDI celular. Tanto a 

PDI de superfície celular como a solúvel foram majoritariamente secretadas pela via de secreção 

não-convencional do tipo IV independente de GRASP. Contudo, a via de secreção clássica 

também contribui para externalização basal da PDI de superfície celular, mas não da solúvel 

basal ou estimulada por PMA, ATP e trombina indicando que todas envolvem escape do Golgi. 

Além disso, a externalização constitutiva da PDI de superfície em célula muscular lisa vascular 

também ocorre por via independente de Golgi. Externalização da PDI não foi detectavelmente 

mediada pela secreção não-convencional do tipo I, II, III, lisossomos secretórios, endossoma de 

reciclagem e transporte ativo (dependente de ATP) em EC. Considerando que chaperonas são 

vias essenciais de resposta a estresses, investigamos o efeito de estresse do RE e choque térmico 

na pecPDI. Estresse do RE não altera a PDI de superfície celular, mas aumenta PDI solúvel. 

Ambos os pools de PDI não foram alterados por choque térmico, embora a recuperação desse 

estresse diminua a secreção de PDI.  Estes dados sugerem que a liberação de PDI é um processo 

regulado, dependente da natureza do estresse. Bloqueio da síntese de proteínas com 

cicloheximida não altera pecPDI, indicando que PDI recém-sintetizada não é preferencialmente 

externalizada e que o tráfego da PDI independe de outras proteínas recém-sintetizadas. Um 

aspecto importante do estudo foi indicar uma resiliência da pecPDI à modulação individual de 



distintas vias secretoras, consistente com uma estrita auto-regulação e possibilidade de vias 

sinérgicas e complementares. Estes resultados indicam que a externalização da PDI de 

superfície e PDI secretada possam ser externalizadas por mecanismos independentes. Estes 

processos compõem um processo regulado estritamente, consistente com papel homeostático da 

pecPDI. 

 

Descritores: 1. Isomerases de dissulfetos de proteínas 2. Espaço extracelular 3. Células 

endoteliais 4. Músculo liso vascular 5. Retículo endoplasmático 6. Biologia celular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Summary 

Silva T L A O. Study of protein disulfide isomerase (PDIA1) externalization route 

in endothelial cells [Thesis] São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo”; 2015.  
Protein disulfide isomerase (PDIA1 or PDI) is dithiol-disulfide oxireductase chaperone 

resident in the endoplasmic reticulum (ER). PDI is essential for proteostasis, due to its support 

of oxidative protein folding and ER-associated protein degradation (ERAD). In addition, PDI 

associates with NADPH oxidase(s) and regulate its activity, while outside of the cell, PDI 

redox-dependently modulates extracellular proteins. This epi/pericellular PDI (pecPDI) pool is 

known to regulate membrane/secreted proteins such as integrins, HIV glycoprotein gp120 and 

others, with functions that involve thrombosis, platelet function, cell adhesion, viral infection 

and vascular remodeling. PDI externalization route remains enigmatic and its elucidation can 

help understand some (patho)physiological PDI effects. An ER-Golgi route for PDI secretion 

has been as described on dengue virus-infected endothelial cells pancreatic and thyroid) cells. 

However, none of these papers addressed PDI secretion routes in a systematic fashion.  Here, 

we show that endothelial cells (EC) constitutively externalize, through different routes, two PDI 

pools, a cell-surface and a secreted one, while in nonstimulated ECs PDI was not significantly 

detected in microparticles.  Externalized PDI corresponds to <2% of total cellular PDI pool. 

Both cell-surface and soluble PDI were predominantly externalized through unconventional 

type IV GRASP-independent pathway(s). However, the classical secretory pathway also 

contributes to basal cell-surface, but not soluble, PDI externalization, as PMA, ATP or 

thrombin-stimulated secretion  also involve Golgi bypass. Furthermore, constitutive cell-surface 

PDI externalization in vascular smooth muscle cells also occurs in a Golgi-independent way. 

PDI externalization was not detectably mediated by non-conventional type I, II and III secretion 

routes, secretory lysosomes, recycling endosomes and ATP dependent active transport in EC. 

Since chaperones are essential for cellular stress response, we assessed the effects of ER stress 

and heat-shock on pecPDI. ER stress did not affect cell-surface PDI but increased the soluble 

pool. Both PDI pools were unaltered by heat shock, while stress recovery decreased PDI 

secretion.  These data suggest that PDI release is finely tuned and dependent on the type of 

stress. Blockade of protein synthesis with cycloheximide did not change pecPDI levels, 

suggesting that newly-synthesized PDI is not preferentially externalized and that PDI traffic 

does not require newly-synthesized proteins. An important aspect of the study was the evidence 

for pecPDI resilience to individual modulation of distinct secretion routes, consistent with strict 

auto-regulation and possible synergic or complementary pathways. Overall, our data suggest 

that cell-surface and secreted PDI pool externalization are regulated through independent 

mechanisms, which in both cases involve Type IV non-conventional routes, with some minor 

contribution of Golgi-dependent secretory pathway. These patterns compose a strictly regulated 

process, consistent with an important homeostatic role for pecPDI. 

 

Descriptors: 1. Protein disulfide-isomerases 2. Extracellular space 3. Endothelial cells  

4. Muscle, smooth, vascular 5. Reticulum endoplasmic 6. Cell Biology 
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1.1 Dissulfeto isomerase protéica (PDI) 

Em 1964, Anfinsen e colaboradores descobriram o primeiro catalista do 

enovelamento protéico com o isolamento de uma enzima microssomal capaz de 

introduzir pontes dissulfeto na RNase e lisozima (Goldberger et al, 1964), 

posteriormente (1975) denominada dissulfeto isomerase protéica (PDI, do inglês 

protein disulfide isomerase; para revisão, v. Hatahet & Ruddock, 2009). A função 

prioritária da dissulfeto isomerase protéica (PDIA1, doravante referida como PDI) é 

catalisar o enovelamento de proteínas secretadas/ membrana por meio da introdução, 

redução ou isomerização (organização) de pontes dissulfeto (Dobson, 2003). Exemplos 

de subtratos in vivo da PDI incluem: procolágeno (Appenzeller-Herzog & Ellgaard L, 

2008), tiroglobulina, peptídeo carregado no MHC classe I, fibrilina, imunoglobulinas, 

interferon-gama (Hatahet & Ruddock, 2009), albumina, transferrina, α-fetoproteína, α2-

HS glicoproteína, (Rutkevich et al, 2010).  

A PDI é uma proteína multidomínio de 55 kDa presente em altas concentrações 

(ca. mM) no retículo endoplasmático (Wilkinson & Gilbert, 2004) e apresenta dois 

domínios homólogos à tiorredoxina na sua estrutura (Turano et al, 2002). No lúmen do 

RE, o correto enovelamento protéico é desafiado pela alta concentração de 

macromoléculas (macromolecular crowding). As pontes dissulfeto restringem a 

flexibilidade da cadeia polipeptídica, diminuindo o número de conformações que a 

proteína pode assumir, de forma a favorecer a estrutura nativa (Christis et al, 2008).  

De fato, pontes dissulfeto, juntamente com a glicosilação, tornam as proteínas de 

superfície ou secretadas termodinamicamente mais estáveis do que as proteínas 

citosólicas (Buchberger et al, 2010), protegendo-as de eventuais danos causados por 

oxidantes e enzimas proteolíticas, comumente encontradas no espaço extracelular 

(Hogg, 2003). Assim como o espaço extracelular, o reticulo endoplasmático (ER) é uma 
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organela com ambiente redox favorável à formação de pontes dissulfeto, pois a razão 

glutationa reduzida (GSH)/ glutationa oxidada (GSSG) é de 3-5:1, enquanto no citosol 

esta razão é ~ 100:1 (Wilkinson & Gilbert, 2004).  

A introdução de pontes dissulfeto em proteínas nascentes pela PDI gera como 

subproduto a PDI reduzida, que necessita ser reoxidada para completar o ciclo 

catalítico. Esse processo de regeneração ocorre classicamente pela oxidoredutina do RE 

(Ero1), que é essencial à viabilidade celular em organismos como leveduras. A 

reoxidação da Ero1, por sua vez, é feita pela transferência de elétrons via FAD para o 

oxigênio molecular. Este processo gera, assim, peróxido de hidrogênio (Laurindo et al, 

2012). Estudos recentes indicam que o peróxido de hidrogênio gerado pela Ero1 e talvez 

de outras fontes ainda indeterminadas, reage com glutationa peroxidase 7 e 8 (Gpx7/8) 

ou com peroxiredoxina IV (Prdx4), que operam rotas alternativas de reoxidação da PDI 

em eucariotos superiores. Há evidências de que Gpx especificamente reduzem o 

peróxido derivado da Ero1, enquanto a Prdx4 reduz o peróxido gerado por fontes 

alternativas (Ramming et al, 2014). Outras rotas de regeneração da PDI incluem 

dissulfeto de glutationa (GSSG), vitamina K epóxido oxido-redutase, arcorbato/ácido 

dehidroascórbico (Laurindo et al, 2012).  

Outra importante característica da PDI, além da sua atividade oxido-redutase 

ditiol/dissulfeto, é sua atividade chaperona, que permite sua associação com peptídeos e 

proteínas por meio do bolsão hidrofóbico presente na sua estrutura (Buchberger et al, 

2010). Essa atividade não requer as cisteínas do sítio catalítico e capacita PDI a inibir 

agregação de proteínas, que em condições específicas se tornam mal-enoveladas e 

agregam, p.ex. gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, álcool desidrogenase, citrato 

sintase, lisozima e rodanese (Wilkinson & Gilbert, 2004). Essa atividade chaperona da 

PDI sustenta e justifica sua heterodimerização (como subunidade β) com a proteína de 
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transferência de triacilglicerol microssomal ou prolil 4-hidroxilase do colágeno (Turano 

et al, 2002).  

A relação estrutura-função da PDI tem sido ativamente estudada. PDI apresenta 

quatro domínios, a, a’, b, b’ e extensão C-terminal acídica, c (Figura 1A). Os domínios a 

e a’ contêm as cisteínas catalíticas (Cys 53, 56, 397 e 400) e o domínios b e b’ são 

essenciais para ligação ao subtrato por conter o domínio hidrofóbico. A estrutura e a 

sequência de aminoácidos da PDI humana são esquematizados na Figura 1 B e C, 

respectivamente. A descoberta de que a oxidação do domínio a’ leva a alteração 

conformacional da PDI, aumentando sua afinidade a substratos, indica que a função da 

PDI é regulada pelo seu estado redox (Wang et al, 2012).  

A PDI (também chamada de PDIA1, P4HB) é o membro fundador de uma 

família que em células humanas conta com pelo menos 20 membros (Laurindo et al, 

2012). Alguns desses diferem em quantidade de domínios, por exemplo, a Erp72 

apresenta mais um domínio a além dos quatro domínios. Já a Hag3 é o menor membro, 

contendo apenas o domínio a. A expressão celular /tecido específica de alguns membros 

é notória, por exemplo, a PDIp é encontrada no pâncreas e neurônios dopaminérgicos. 

Há uma importante sobreposição de função dentro da família (Imaoka, 2011). 
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MLRRALL CLAVAALVRA DAPEEEDHVLVLRKSNFAEALAAHKYLLVEFYAPW C

GHCKALAPEYAKAAGKLKAEGSEIRLAKVDATEESDLAQQYGVRGYPTIKFFRN

GDTASPKEYTAGREADDIVNWLKKRTGPAATTLPDGAAAESLVESSEVAVIGFK

DVESDSAKQFLQAAEAIDDIPFGITSNSDVFSKYQLDKDGVVLFKKFDEGRNNFG

EVTKENLLDFIKHNQLPLVIEFTEQTAPKIFGGEIKTHILLFLPKSVSDYDGKLSNF

KTAAESFKGKILFIFIDSDHTDNQRILEFFGLKKEECPAVRLITLEEEMTKYKPESE

ELTAERITEFCHRFLEGKIKPHLMSQELPEDWDKQPVKVLVGKNFEDVAFDEKK

NVFVEFYAPWCGHCKQLAPIWDKLGETYKDHENIVIAKMDSTANEVEAVKVHS

FPTLKFFPASADRTVIDYNGERTLDGFKKFLESGGQDGAGDDDDLEDLEEAEEPD

MEEDDD QKAVKDEL 

 

Figura 1. Estrutura da PDI humana. (A) A arquitetura dos domínios da PDI humana, sendo os 17 

primeiros aminoácidos a sequência de endereçamento para o retículo endoplasmático (Hatahet & 

Ruddock, 2009), (B) estrutura da PDI humana truncada no N-terminal resolvida por cristalografia de raio-

X. O domínio a não está presente neste esquema. N-term =N-terminal e C-term =C-terminal (Wang et al, 

2012). (C) A sequência da PDI humana com os resíduos coloridos de acordo com a extensão dos 

domínios, como em B. O C-terminal possui a sequência de recuperação do RE, KDEL. Todas as sete 

cisteínas estão apresentadas em negrito.  

A 

B 

C 
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1.2 O papel da PDI fora do retículo endoplasmático: foco na PDI epi/pericelular 

(pecPDI) 

Todos os membros da família da PDI são canonicamente residentes no RE. No 

entanto, alguns membros da família tem sido encontrados no citosol (PDI e ERp57), 

núcleo (PDI e ERp57) e superfície celular (PDI, ERp57 e ERp72) (Turano et al, 2002). 

A PDI foi encontrada na fração citosólica de fígado humano e de primatas, em possível 

associação com degradação da insulina (Wroblewski et al, 1992), bem como em 

leucócitos humanos (de A Paes et al, 2011). A PDI também foi detectada na matriz 

nuclear de monócitos e linfócitos humanos (Gerner et al, 1999).  

A presença de uma sequência C-terminal de recuperação do ER nos membros da 

família PDI torna intrigante os achados de que estas proteínas são detectadas em outros 

compartimentos (Turano et al, 2002; Laurindo et al, 2012). A secreção da PDI foi 

documentada em neutrófilos (Hahm et al, 2013), monócitos (Langer et al, 2013), 

plaquetas, células endoteliais da aorta bovina, hepatócito de ratos, células B humanas, 

leveduras e distintas linhagems de células: leucêmicas, fibrosarcoma e endotelial 

(Jordan & Gibbins, 2006). PDI foi ainda encontrada em micropartículas de células 

endoteliais (Banfi et al, 2005) e plaquetas (Raturi et al, 2008). PDI também foi 

detectada na superfície de eritrócitos, apresentando aumento de sua atividade em 

eritrócitos humanos de pacientes com anemia falciforme (hemoglobina SS) comparado 

à pessoas saudáveis (hemoglobina AA). Resultado similar foi obtido com eritrócitos de 

camundongos transgênicos para anemia falciforme. Inibição de pecPDI diminui 

atividade basal e estimulada por endotelina-1 (ET-1) do canal de Gardos (canal de 

cálcio). Tratamentos desses animais com antagonista do receptor de ET-1diminui 

atividade de pecPDI com consequente melhora no parâmetros hematológicos (Prado et 

al, 2013).  
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 A presença da PDI na superfície celular foi inicialmente observada em 1988. 

Análise ultraestrutural revelou a presença da PDI na membrana plasmática lateral e 

basal de células pancreáticas (Akiga et al., 1988b) e traços de PDI foram encontrados na 

membrana de hepatócitos (Akiga et al., 1988a). A presença da PDI na superfície de 

hepatócitos primários de ratos também foi confirmada por outras técnicas como 

imunofluorescência e imunoprecipitação. A lavagem das células com carbonato de 

sódio diminuiu a quantidade de proteína encontrada na superfície, sugerindo interação 

eletrostática entre PDI e a membrana plasmática. A PDI detectada no meio de cultura 

apresenta a sequência KDEL e tem um padrão de digestão similar à PDI intracelular 

(Terada et al., 1995). Assim como em hepatócitos, a PDI foi secretada pela linhagem de 

célula exócrina pancreática de rato e o resultado da caracterização da PDI também foi 

similar (Yoshimori et al., 1990).   

Uma das primeiras evidências da funcionalidade da PDI na superfície celular foi 

obtida em células de ovário de hamster chinês. A incubação com bloqueadores de 

sulfidrila impermeáveis a membranas (DTNB ou pCMBS) ou de inibidores de PDI 

(bacitracina ou anticorpos anti-PDI) inibiu a clivagem na superfície celular do 

conjugado poli D-lisina I125iodotiramina ligado por dissulfeto, bem como o efeito 

citotóxico da toxina diftérica. Esses dados sugerem que a PDI extracelular tem atividade 

redutora (Mandel et al, 1993). Considerando que tecnicamente a PDI de superfície 

celular pode ser indistinguível da PDI secretada peri-celular nestes ensaios de inibição 

extracelular, nosso grupo tem utilizado o termo PDI epi/pericelular (pecPDI) para 

designação geral dos dois pools de PDI externalizada. 

É interessante notar que o sobrenadante de plaquetas ativadas tem atividade PDI 

medida por ensaios de renaturação de ribonuclease, sendo essa atividade perdida após 

fervura (100oC), dependente de pH e inibida por bacitracina e peptídeos inibidores da 
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PDI (Chen et al, 1992). Posteriormente, a presença de PDI na superfície de plaquetas 

humanas não ativadas foi mostrada por imunofluorescência, citometria de fluxo e 

medidas de atividade de renaturação de ribonuclease (Chen et al, 1995).  Ero1α de 

superfície foi descrita na superfície de plaquetas (embora até o momento não em outros 

tipos celulares), colocalizando com PDI e αIIβ3, indicando uma possível cooperação 

entre Ero1α  e PDI na modulação do estado redox de integrinas. PDI ativa αIIbβ3 (ligante 

do fibrinogênio), receptor de colágeno α2β1, entre outros. Ero1α também foi detectada 

em micropartículas de plaquetas ativadas por trombina (Swiatkowska et al, 2010). É 

interessante que Ero1α não contém a sequência C-terminal de retenção no RE e sua 

localização no lúmen do RE decorre de associação física com PDIs, por exemplo Erp44 

(Otsu et al, 2006).  

Em plaquetas ativadas, 81% da PDI de superfície está reduzida, comparada a 

26% em plaquetas não ativadas. No mínimo 11 proteínas de superfície das plaquetas 

ativadas/agregadas apresentaram tióis livres quando comparadas a plaquetas controle, 

sendo uma dessas proteínas a glicoproteina 1bα (GP1bα), que é o receptor do fator de 

Von Willebrand (vWF). Um dado importante é que a ligação entre vWF e GP1bα foi 

inibida por anticorpo neutralizante anti-PDI. Esse resultado, juntamente com a evidência 

de que PDI e GP1bα estão fisicamente próximas na superfície celular, sugerem que a 

PDI estaria alterando a conformação da GP1bα (Burgess et al, 2000). Outra 

glicoproteína de plaquetas que interage com PDI é a trombospondina 1 (TSP1). A PDI é 

capaz de catalisar trocas tiol-dissulfeto em TSP1 de fibroblasto e de plaquetas in vitro, 

indicando que a PDI na superfície celular pode regular funções biológicas da TSP1 

(Hotchkiss et al, 1996). A PDI extracelular de plaquetas é a mais estudada na literatura, 

sendo fundamental para agregação, secreção e adesão plaquetária (Essex, 2009). 
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A PDI também foi encontrada na superfície da célula endotelial da aorta bovina, 

em concentrações calculadas de ca.~15µM. A incubação da PDI purificada com TSP1 

acentua sua adesão à célula endotelial, sendo esse processo mediado por integrina (αvβ3) 

e envolvendo exposição da sequência RGD na TSP1 (Hotchkiss et al, 1998, 1999). 

Células endoteliais estimuladas com manganês aumentam a quantidade de tióis livres 

expostos em PDI e integrina αvβ3;  esta última é convertida para uma conformação ativa 

de modo inibido por bacitracina e anticorpo bloqueador da PDI. Este dado é 

corroborado pela interação desta integrina via ponte dissulfeto com PDI (Swiatkowska 

et al, 2008). A PDI da superfície também controla adesão de plaquetas mediada por 

integrinas β1e β3, sugerindo um papel mais geral da PDI na ativação de integrinas em 

distintas células (Lahav et al, 2000).  

A pecPDI regula negativamente a liberação de proteínas (shedding) por 

ADAM17, uma metaloprotease disintegrina que promove  liberação proteolítica de 

TNF-alfa e de ligantes do fator de crescimento epidermal. Bacitracina e anti-PDI 

acentuam a atividade da ADAM17 e experimentos in vitro confirmam a inibição da 

ADAM17 pela PDI, provavelmente via alterações no domínio não catalítico de 

ADAM17 dependentes de isomerização de pontes dissulfeto por pecPDI (Willems et al, 

2010). Ao contrário, a inibição da PDI abole a liberação induzida por trombina do 

marcador-5 endotelial de tumor (TEM5), expresso em células endoteliais e pericitos 

durante angiogênese. PDI reduz pontes dissulfeto em TEM5, expondo sítio de clivagem 

por trombina, que por sua vez regula a exposição do motivo RGD envolvido em adesão 

e migração (Vallon et al, 2012).  

Uma função importante da PDI de superfície é modular a assimetria de 

fosfolípides na membrana de células endoteliais, importantes para a homeostase celular 

e trombose. Inibição da pecPDI, assim como silenciamento desta proteína, acentuam 
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atividade procoagulante do fator tecidual e a internalização de fosfatidilserina (PS). 

Dessa forma, a PDI é um regulador do início da coagulação (Popescu et al, 2010). A 

pecPDI também está envolvida na liberação do ectodomínio do receptor de tirotropina 

(TSHR) de cultura de tirócitos humanos e de linhagem celular estavelmente transfectada 

com receptor TSH. Bacitracina e imunoinibição da PDI diminuem drasticamente a 

liberação do ectodomínio do TSHR nesses modelos. Propõe-se que esse fenômeno 

resulte em diminuição da ação hormonal (Couët et al, 1996). 

Um exemplo interessante da função da pecPDI é a inibição da infecção pelo 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) por bacitracina, anti-PDI e reagentes de tiol 

impermeáveis a membrana, sugerindo um efeito da pecPDI no início da infecção viral 

(Ryser et al, 1994). Além disso, inibidores da PDI diminuem a transmissão célula a 

célula do vírus HIV. Quando a PDI exógena foi adicionada após o tratamento da célula 

CD4+CXCR4+ (receptores fundamentais para infecção) com o reagente de tiol 

(DTNB), a fusão do envelope viral, antes inibida, foi restaurada (Markovic et al, 2004). 

O efeito da PDI pode estar relacionado à redução de dissulfetos da glicoproteína gp120 

(subunidade do envelope viral). Evidências para esta proposta incluem: (1) após ligar ao 

CD4, a gp120 sofre redução de seus dissulfetos (Gallina et al, 2002), (2) gp120 tem tióis 

livres acessíveis a reagentes como DTNB e (3) a PDI, CD4 e CXCR4 colocalizam na 

presença de gp120 (Markovic et al, 2004). A pecPDI também funciona como receptor 

para galectina-9, que por sua vez aumenta a atividade da PDI, bem como a migração de 

células T mediada por integrinas  e infectividade do HIV (Bi et al, 2011).  

O efeito da pecPDI na trombose é o mais bem caracterizado até o momento. 

Microscopia de fluorescência intravital revela que a infusão de microparticulas de 

monócitos contendo TF na veia jugular do camundongo após ligação da artéria carótida 

(modelo de trombose) acelera a produção de fibrina, sendo esse efeito inibido pelo 
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anticorpo inibitório da PDI (RL90). A PDI intracelular oriunda de células da parede do 

vaso rompida contribui para este efeito, mas a diminuição da PDI no local da lesão em 

camundongos trombocitopênicos (plaquetas depletadas) indica contribuição da PDI 

secretada por plaquetas neste modelo. Estudos in vitro sugerem que ativação de TF por 

PDI envolva isomerização (Reinhardt et al, 2008).  

Em outro modelo de trombose, lesão arteriolar induzida por laser, foi mostrado 

que RL90 inibe geração de fibrina e acúmulo de plaquetas. Camundongos Par4-/- (não 

responde a trombina) não acumulam plaquetas, mas depositam fibrina, sendo esta 

também dependente de pecPDI (Cho et al, 2008).  Um fato intrigante é como a PDI 

extracelular permanece no local do trombo. Utilizando camundongos nocaute, mostrou-

se que os efeitos anteriormente descritos, foram dependentes da associação da PDI com 

β3 integrinas presentes na superfície de células endoteliais e plaquetas (Cho et al, 2012). 

A atividade antitrombótica do anticorpo anti-PDI, e o fato da pecPDI de plaqueta afetar 

pouco a hemostasia fisiológica (Kim et al, 2013) sugerem a pecPDI como um novo alvo 

antitrombótico (Flaumenhaft, 2013). O flavonóide quercetina 3 rutinosídeo (rutina) foi 

caracterizado como inibidor específico da PDI, e quando administrado em 

camundongos evita a formação do trombo no modelo de lesão induzida por laser ou por 

FeCl3 (Jasuja et al, 2012). Baseado no potencial anti-trombótico de inibidores da 

pecPDI, ensaios clínicos foram já desenhados e iniciados (Furie & Flaumenhaft, 2014). 

A modulação terapêutica farmacológica da PDI tem potencial aplicação em trombose 

associada à doença coronariana, acidente vascular cerebral e tromboembolismo venoso.   

Resultados de nosso laboratório (Tanaka et al, 2015- artigo submetido) mostram 

que a imuno-inibição da pecPDI in vivo (artérias ilíacas de coelho durante reparação à 

lesão) levou a perda sustentada do calibre vascular, sem espessamento da parede 

arterial, associada a remodelamento constritivo e desorganização do citoesqueleto e 
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matriz extracelular. Além disso, há aumento na quantidade de tióis livres expostos na 

superfície das artérias 14 dias após a lesão. Esses achados indicam que a pecPDI tenha 

papel fundamental na reconstrução e na regulação fina da arquitetura da parede 

vascular. Estes dados indicam um papel da pecPDI na função de células musculares 

lisas da parede vascular, cujos detalhes são ainda pouco estudados na literatura. 

Como visto até o momento com relação às funções da pecPDI (Benham, 2012), 

as pontes dissulfeto não somente estabilizam, como também são capazes de modular a 

função de proteínas. Essas pontes dissulfeto são ditas alostéricas (Hogg, 2003).  A 

modulação de tióis redox de superfície parece, de fato, uma atividade geral da PDI. A 

superexpressão da PDI em células de fibrosarcoma humano leva ao aumento na 

intensidade da marcação com reagente tiol específico impermeável a membranas (MPB) 

de 11 proteínas, enquanto a menor expressão da PDI diminui a marcação de 3 dessas 11 

proteínas. Além disso, as células superexpressando PDI evidenciaram aumento da 

secreção e translocação da PDI para superfície e o contrário foi visto quando a PDI foi 

silenciada. A imunoinibição da pecPDI diminui a marcação do MPB, indicando que PDI 

controla o estado redox de pelo menos 14 proteínas tiol/dissulfeto na superfície celular 

(Jiang et al, 1999).  

 

1.3 O retículo endoplasmático: organela central na via secretória clássica  

Um terço de todas as proteínas de Saccharomyces cerevisiae se enovela no RE e 

esse número parece ser ainda maior para as células humanas (Christis et al, 2008). 

Estudos proteômicos foram capazes de detectar 832 proteínas exclusivas do RE, 193 

exclusivas do complexo de Golgi e 405 em ambas organelas. Dessas 1430 proteínas, 

1424 foram encontradas no banco de dados humanos de predição de proteínas para RE 

(Scott et al, 2004).  
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O RE apresenta subdomínios como RE liso, rugoso, envelope nuclear e locais 

enriquecidos com COPII (coat protein complex II), entre outros (Christis et al, 2008).  

A via secretória RE-Golgi em mamíferos é constituída pelo RE rugoso, locais de saída 

do RE (ERES), compartimento intermediário RE-Golgi (ERGIC), complexo de Golgi e 

carreadores pós-Golgi (Grieve & Rabouille, 2011). As proteínas nascentes contendo 

peptídeo de sinal são reconhecidas e direcionadas para o RE via partícula de 

reconhecimento de sinal (SRP). Na maioria dos casos, a transferência para o RE se dá 

co-traducionalmente e a proteína se enovela no RE com auxilio de chaperonas, como 

Bip, Calnexina e Calreticulina, além dos catalistas do enovelamento protéico, como a 

PDI e peptidilprolil-isomerases (Christis et al, 2008). Após passar pelo sistema de 

controle de qualidade de enovelamento do RE, a proteína segue a via secretória RE-

Golgi, também denominada via clássica de secreção. As proteínas que não saem por 

esta rota são externalizadas pela via não-convencional de secreção (Figura 2).   



Introdução| 14 

 

 
Figura 2. Secreção clássica e não-convencional de proteínas. A proteína pode sair de locais de saída do 

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

seguida, as proteínas que passam através do complexo de Golgi até membrana plasmática associam-se a 

eventos de fusão dependente de proteínas como SNAREs, NSF e SNAP. A rota de secreção clássica é 

inibida por Brefeldina A (BFA). Rotas que desviam do complexo de Golgi (não convencionais) estão em 

azul e são resistantes à BFA. Nesse caso a saída pode ser também via ERES próximos ao cis-Golgi (rota 2 

a  e c) ou periféricos (rota 2b). Enquanto a rota 2 a e b envolve intermediário vesicular oriundo do RE, a 

rota 2c utiliza intermediário endossomal. Em alguns casos, por exemplo, no caso da secreção do 

regulador de condutância transmembrana da fibrose cística (CFTR) há envolvimento do corpo 

multivesicular (MVB). Modificado de Grieve & Rabouille, 2011.  

 

A maioria das proteínas secretadas que passam pelo RE seguem a via clássica de 

secreção. No entanto, são cada vez mais identificadas proteínas que não passam através 

do Golgi (Golgi bypass) e ao invés disso seguem uma via de tráfego denominada não-

convencional do tipo IV, ou independente do Golgi, sendo um ponto marcante dessa 

secreção a resistência a BFA (Grieve & Rabouille, 2011, Rabouille et al, 2012). A 

secreção não-convencional do tipo IV pode ainda ser dependente ou não de GRASP. A 
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família de proteínas GRASP (do inglês, Golgi reassembly stacking protein) possui dois 

membros: GRASP55 (Shorter et al, 1999) e GRASP65 (Barr et al, 1997) de 55 e 

65kDa, respectivamente. GRASPs são ubiquamente expressas em mamíferos e 

amplamente conservadas em eucariotos (Levi & Glick, 2007) e curiosamente 

(considerando o nome da proteína) envolvidas no tráfego independente do Golgi.  

A secreção de IL1β por macrófagos depende de componentes envolvidos em 

autofagia, Atg5 e GRASP55 (Dupont et al, 2011). A externalização de alfa integrina 

durante desenvolvimento de Drosófila é dependente de GRASP (Schotman et al, 2008). 

GRASP também está envolvida no tráfego não-convencional da proteína ligadora de 

acil coenzima A (AcbA) que ocorre durante privação de soro em Dictyostelium 

discoideum (Kinseth et al, 2007), de Acb1 em Pichia pastoris (Manjithaya et al, 2010) e 

em Saccharomyces cerevisiae (Duran, 2010). GRASP55 também promove a secreção 

não-convencional de ∆F508CFTR. A superexpressão de GRASP55 em camundongos 

com a mutação ∆F508-CFTR promove recuperação fenotípica desses animais, tornando 

essa via um alvo terapêutico em potencial para tratamento da fibrose cística (Gee et al, 

2011) 

 Outros exemplos de tráfego não-convencional (Zhang & Schekman, 2013) 

incluem: 1) entrega de panexinas e conexina 26 nas junções gap de separação entre 

células vizinhas; 2) serglicina, um proteoglicano com papel na imunidade, hemostase, 

crescimento e polaridade celular Rabouille et al, 2012); 3) CD45, uma tirosino- 

fosfatase essencial para desenvolvimento de timócito e célula T. É interessante notar 

que CD45 é dividida em dois pools secretados pela via clássica e não-convencional, esta 

última sendo três vezes mais rápida e ocorrendo em condições de crescimento normal 

(constitutivamente) (Baldwin et al, 2002). As panexinas 1 e 3 também podem ser 
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secretadas pelas duas vias. BFA em altas concentrações é capaz de estimular a secreção 

de serglicina (Grieve & Rabouille, 2011).   

 Há também secreção não-convencional envolvendo proteínas citoplasmáticas 

(não têm sequência de sinal), que é dividida nos tipos I, II e III. A do tipo I envolve a 

translocação direta da proteína à membrana plasmática. Exemplos incluem o fator 2 de 

crescimento de fibroblasto 2 (FGF2), FGF1, HIV Tat e anexina A2. Em todos os casos, 

a ligação a fosfoinositídeos e formação de oligômeros antecede a secreção. A secreção 

do tipo II também é não-vesicular e dependente de tranportador ABC, sendo utilizada 

por peptídeos lipidados como fator feromonal de leveduras ou proteínas aciladas como 

proteína B de superfície acilada hidrofílica (HASPB) de Leishmania. A secreção do tipo 

III envolve intermediários de transporte vesiculares e é utilizada por interleucina 1β 

(IL1β) via lisossomos secretórios, microvesículas ou MVB, e AcbA, sendo que esta 

utiliza o autofagossomo secretório (Rabouille et al, 2012). 

 

1.4. A secreção de chaperonas moleculares e seu papel fora da célula  

Outras chaperonas, como as proteínas de choque térmico (Hsps), proteínas 

reguladas por glicose (Grp) e calreticulina, antes tidas como exclusivas do citosol ou 

RE, também têm sido detectadas extracelularmente e regulam processos inflamatórios 

(Calderwood et al, 2007). O acoplamento de biotinilação de proteínas de superfície com 

proteômica tem permitido identificar as chaperonas moleculares (Grps e Hsps) nas 

superfícies de outros tipos celulares, incluindo neuroblastoma, carcinoma de colon, 

adenocarcinoma de pulmão, célula B leucêmica e tumoral ovariana. A PDI foi 

encontrada na superfície celular destes três últimos tipos celulares, enquanto a Bip 

(Hsp70 do RE ou Grp78) foi presente em todos os tipos celulares, considerado um 

marcador do fenótipo tumoral (Shin et al, 2003). A externalização da Grp78 induzida 
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por estresse do RE é pela via clássica em células de câncer cervical (HeLa), mas não em 

células de câncer de colon (HCT-116) (Tsai et al, 2015).  

Bip e PDI foram encontradas também no lúmen dos folículos tireoideanos. Os 

autores sugerem que PDI e Bip poderiam exercer papel similar ao do ER e controlar 

multimerização de tiroglobulina (Delom et al, 2001). Calreticulina, também residente 

no RE, atua extracelularmente no reconhecimento de células apoptóticas e tumorais. 

Pacientes com doença autoimune têm quantidade aumentada de calreticulina circulante. 

A sua externalização envolve sua retrotanslocação do RE para citosol durante apoptose 

e ocorre junto com fosfatidilserina por vias dependentes de S-nitrosotiois e 

independentes de caspase (Tarr et al, 2010).  

Já a proteína citosólica Hsp70 é secretada por várias vias: (1) por exossomos e 

independente de lipid rafts, em células mononucleares no estado basal e após choque 

térmico, (Lancaster et al, 2005) e em células endoteliais após tratamento com LDL 

oxidada e homocisteina (Zhan et al, 2009);  (2) por lisossomos secretórios e dependente 

de transportador ABC (Mambula et al, 2006). Em todos os estudos acima, foi 

documentada a independência do Golgi. 

Em geral, a externalização/secreção de chaperonas é um mecanismo fisiológico 

relevante, comum a diferentes tipos celulares. As vias envolvidas no tráfego dessas 

proteínas parecem ser complexas e dependentes do contexto celular.  

 

1.5. Hipótese 

Há evidências de que a pecPDI regula desde função plaquetária, trombose, 

adesão celular, infecção viral (Essex et al, 2009, Jordan et al, 2006) e remodelamento 

constritivo vascular (Tanaka et al, 2015- artigo submetido). Apesar de sua importância 

em inúmeras condições fisio/patológicas, aspectos fundamentais do processo de 
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externalização da PDI permanecem um enigma (Henderson & Pockley, 2012, Furie & 

Flaumenhaft, 2014). Entender os mecanismos da rota secretória da PDI é importante 

para: (1) aprofundamento da compreeensão dos efeitos (fisio)patológicos da pecPDI, (2) 

compreensão de mecanismos importantes em sinalização redox e (3) manipulação da 

externalização da PDI como importante ferramenta de estudo ou intervenção 

terapêutica. A externalização da PDI pode envolver a via clássica e/ou não-

convencional de secreção de proteínas (Figura 3), embora o fato de a PDI ser uma 

proteína residente do RE aumenta a probabilidade de sua saída ser dependente do Golgi. 

O estudo destas rotas requer um minucioso rastreamento sistemático das vias 

potencialmente envolvidas, o que não foi até o momento realizado.  

 

Figura 3. Esquema das possíveis vias pela qual a PDI é externalizada. A PDI pode sair da célula 

através da via clássica ou através das vias não convencionais do tipo I, II, III ou IV (dependente ou 

independente de GRASP55/65). A saída da PDI também pode envolver vesículas oriundas do RE cortical  
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2.1. Objetivo Geral 

 

  O principal objetivo deste estudo é entender mecanismos envolvidos na 

externalização da PDI, com particular ênfase à investigação de rotas subcelulares desse 

tráfego, mediante um rastreamento sistemático de possíveis vias secretórias e estímulos 

específicos.  

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Investigar se a PDI basal ou estimulada por trombina, PMA ou ATP é 

externalizada pela via clássica de secreção de proteínas.  

 

• Investigar se o tráfego não-convencional está envolvido na secreção constitutiva 

da PDI. 

 

• Avaliar o efeito do estresse do RE e choque térmico no tráfego da PDI.   

 

• Desenvolver modelo(s) in vitro de secreção/translocação da PDI para superfície 

celular utilizando, em células musculares lisas ou endoteliais, estímulos 

específicos incluindo: ionóforo cálcico, PMA, trombina, ATP e citocinas (TNF-

alfa, TGF-beta). 
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3.3.3.3. MétodoMétodoMétodoMétodossss    
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3.1. Isolamento da célula muscular lisa de coelho/rato  

As células musculares lisas foram isoladas da aorta de coelhos machos albinos 

da raça New Zealand com peso aproximado de 3,0 kg ou de ratos Wistar machos com 

250-300g. A aorta foi removida após sacrifício dos animais com CO2, e então colocada 

em PBS com antibióticos (penicilina e estreptomicina) a 4oC. Posteriormente, restos de 

outros tecidos e a camada adventícia externa visível foram retirados com bisturi. No 

fluxo laminar, a aorta passou por lavagem em PBS com antibiótico, seguida de 

incubação em solução de digestão contendo colagenase IV (1mg/mL), elastase (160 

ng/mL) e inibidor de tripsina (0,375 mg/mL) diluídos em DMEM com antibióticos a 

37oC por 1,5h. Após esse período, a aorta foi lavada e cortada tranversalmente, expondo 

o lúmen do vaso. Em seguida, a camada endotelial foi removida cuidadosamente com o 

auxilio do bisturi. A aorta foi fragmentada em quadrados de aproximadamente 0.5 cm e 

quatro a cinco pedaços foram colocados em cada poço (placa de 6 poços), previamente 

tratado com gelatina 0.1% e riscado com lâmina estéril para aumentar adesão. Cada 

fragmento de aorta ficou com uma gota de DMEM com antibióticos e 10% soro fetal 

bovino (SFB) por 4-5h em estufa de 5% CO2 a 37oC. Foi adicionado mais DMEM com 

10% SFB até todos os fragmentos estivessem cobertos, com cuidado para que os 

fragmentos não ficassem suspensos. A adição de meio com SFB foi feita todos os dias 

de acordo com a necessidade, tomando-se cuidado para que os fragmentos não 

descolassem. Após 6-7 dias, o fragmento foi removido e as células cresceram por 1-2 

dias. Quando a placa estava confluente, foi realizada a primeira passagem das células 

musculares lisas vasculares (VSMCs), sendo utilizada até a quarta passagem.  
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3.2. Modelo de indução de translocação/secreção da PDI  

Células endoteliais de cordão umbilical humano (HUVEC), imortalizadas 

espontaneamente por passagens sucessivas, foram cultivadas em meio RPMI com 10% 

de soro fetal bovino (SFB) contendo os antibióticos sulfato de estreptomicina (100 

mg/L) e ampicilina (25 mg/L). Para subcultura, células foram lavadas com PBS (NaCl 

140 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 anidro; KH2PO4 1,5 mM; pH 7,4), tratadas com 

tripsina e após se destacarem da placa, ressuspendidas em meio de cultura com 10% de 

SFB para então serem distribuídas em garrafas ou placas, as quais foram mantidas em 

estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. As células plaqueadas de acordo com o tipo 

de avaliação ao qual serão submetidas, como explicada em detalhe abaixo, serão 

cultivadas por 24h em DMEM (VSMC linhagem/primária) e RPMI (HUVEC) contendo 

10% soro fetal bovino (SFB). Os estímulos serão adicionados em meio sem SFB nas 

concentrações e pelos tempos indicados nas legendas das figuras. No caso da PDI 

solúvel no sobrenadante, 2,5x106 HUVEC foram dispensadas em placas de 100 mm 

(Corning) e a PDI foi isolada por centrifugação utilizando filtro Centricon de 10kDa 

(ultracell YM-10; Millipore). Após concentrado, o meio condicionado (CM) foi 

estocado a -80oC e utilizado quando necessário. Para o choque térmico, placas de 

cultura foram seladas com parafilm e posicionadas em banho-maria ajustado para 42°C 

(±0,1°C), por 1h, de forma que apenas o fundo da placa fosse coberto por água. CM foi 

coletado logo após o choque térmico ou após as células retornarem para estufa para 

recuperação do choque térmico, conforme indicado na legenda. Os seguintes compostos 

foram utilizados na concentração e tempos indicados: CHX (d'Alessio et al, 1998 e 

Barry et al, 1997), TNF-α (Yang et al, 2005), tunicamicina (Zemskov et al, 2011), 

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

12-miristato 13-acetato (PMA) e trombina (Jasuja et al, 2010).  

 

3.3. Inibição das rotas de secreção convencional e não-convencional  

Os seguintes compostos foram utilizados nas concentrações e tempos indicados: 

BFA (Tellier et al, 2007), Noc (Di Pietro et al, 2006), Cyt D (d'Alessio et al, 1998), 

Mon, SC, Neomicina e NEM (Zemskov et al, 2011), bafilomicina (Zemskov et al, 2011, 

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

 

3.4. Ensaio de secreção de fibrilina-1  

Fibroblastos embrionário de camundongos (MEFs, 2x105 células) foram 

cultivados por 24h (placa de 6 poços) em meio com SFB, e submetidos a duas lavagens 

com PBS e incubação com 1mL de meio sem SFB (controle) ou com 1mL de meio sem 

SFB contendo BFA 10µM por 4,5h. Após esse período, o meio condicionado foi 

coletado e centrifugado a 3000g por 10min a 4oC para remoção de células/debris. O 

sobrenadante foi coletado e estocado a -80oC até o uso. O dot-blot foi realizado com 

200µL de cada amostra em membrana de nitrocelulose, seguido de bloqueio com 5% de 

leite desnatado por 1h sob agitação. As membranas foram incubadas 15h-18h com 

1:1000 em TBS-T de anti-fibrilina-1 (gentilmente doado pela Profa. Lynn Sakai, da 

Oregon Health and Science University). Posteriormente, foram incubadas com o 

anticorpo secundário anti-coelho conjugado com peroxidase (diluído 1:2000 em 3% de 

leite em TBS-T) por 2h a 25oC. A revelação foi feita por método quimioluminescente 

(peroxidase-H2O2-luminol) com o kit ECL (Amersham). 
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3.5. Microscopia de fluorescência da célula muscular lisa (VSMC) e célula 

endotelial da veia umbilical humana (HUVEC)  

As células RASMC (1,5x104 células), VSCM (1,5x104 células) ou HUVEC 

(3x104células) foram plaqueadas em lamínulas de vidro (em placa de 24 poços) e após 

estímulos específicos, fixadas em paraformaldeido 4% por 20min a 25oC. Após fixação, 

as células foram lavadas com PBS por duas vezes e permeabilizadas (quando pertinente) 

com Nonidet P40 (NP-40) 0.1% por 0,5h a 37oC. O bloqueio foi feito com BSA 2% em 

PBS por 0,5h a 37oC. As lamínulas de vidro foram transferidas para câmara úmida 

(placa contendo papel de filtro molhado e Parafilm®). Os anticorpos primários 1:200 

(diluídos em BSA 1% em PBS) e o Alexa Fluor R 635 phalloidin (quando indicado) 

foram incubados durante a noite, e em seguida foram realizadas três lavagens com BSA 

1%. Após incubação com anticorpos secundários Alexa Fluor R 488 goat anti-rabbit ou 

Alexa Fluor R 546 goat anti-mouse) 1:200,  Hoechst 1:200 ou DAPI 1:300 (marcadores 

do núcleo) por 1,5h à temperatura ambiente (protegido da luz), as lamínulas foram 

montadas nas lâminas de microscopia em glicerol: PBS (2:1) e guardadas a 4oC até 

análise em microscópio confocal a laser (Zeiss LSM510 Meta).  

 

3.6. Dosagem de proteínas na membrana plasmática de VSMC e HUVEC 

As proteínas da superfície das RASMC/VSMC subconfluentes (3.5x105 células) 

e HUVEC (4x105 células) em placa de 15x60mm antes e após estímulos foram 

biotiniladas com EZ-Link sulfo-NHS [(N-hidroxisuccinimido)-biotina] (Thermo 

Scientific) em PBS por 1h a 4oC para marcar amino-grupos. A reação foi interrompida 

com 50mM Tris/HCl (pH=7.5) por 10min a 4oC. No caso da marcação para tióis livres, 

células foram incubadas com MPB [3-(N-maleimido-propionil) biocitina; Molecular 

Probes]; a reação foi interrompida com GSH 200µM a 4oC por 20min, seguido de 
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iodoacetamida 400 µM por 5min a 4oC. Posteriormente, as células foram lisadas em 

tampão de lise (50mM Tris-HCl, 1% Triton X-100, 150mM NaCl) contendo inibidores 

de protease ([leupeptina (1:100), aprotinina (1:100), PMSF (phenylmethane-

sulfonylfluoride, 1:50)]) por 10min a 4oC. As células foram removidas (com espátula) 

das placas e transferidas para tubo eppendorf de 1,5mL e após 50min de lise a 4oC 

foram  incubadas com 150µL de beads magnéticas (2mg/mL) conjugadas a 

streptavidina por 15h a 4oC. Posteriormente, as beads foram lavadas e incubadas com 

tampão de amostra por 30min a 25oC e depois fervidas por 5min, submetidas a 

eletroforese em gel de poliacrilamida (30mA/gel por 1,5h). As proteínas foram 

transferidas para membrana de nitrocelulose (100mA por 1h), seguido de bloqueio da 

membrana por 1h com 5% leite desnatado. As membranas foram incubadas a 4oC por 

15-18h com anticorpo primário anti-PDI ABR e em seguida lavadas três vezes com 

TBS-T (Tris 10mM, NaCl 150mM, tween 0,1%) e incubadas com o anticorpo 

fluorescente donkey anti-mouse IRDyeR 800 CW por 1h sob agitação a 25oC. Após três 

lavagens com TBS-T, procedeu-se à revelação no equipamento Odyssey (LI-COR). 

Posteriormente, as membranas foram incubadas com anti-Biotina-HRP (peroxidase) e 

incubadas a 4oC por 15-18h,  seguido de três lavagens com TBS-T e revelação pela 

reação de quimiluminescência. 

 

3.7. Perda de função da GRASP55 por RNA de interferência  

HUVEC (2x106 células) foram ressuspendidas em 100µL do reagente de 

transfecção AMAXA Cell line Nucleofactor kit V (Lonza, cat# VCA-1003) com 500 

nM de siRNA para GRASP55 (CAGAGCUGGUUUGGAGCCUUUCUUU/ 

AAAGAAAGGCUCCAAACCAGCUCUG) ou sequência embaralhada 

(CAGGUCUUGGGUCGAUUCCUAGUUU/AAACUAGGAAUCGACCCAAGACCU
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G) (Invitrogen), submetidas a eletroporação no aparelho Nucleofector™ Device 

utilizando-se o programa A-034. 

 
3.8. Tabela de anticorpos utilizados 
 

 
Anticorpo 

 
Classe 

 
Origem 

 
Clone 

 
Fabricante 

 
Imunógeno 

 

anti-PDI 

 

Monoclonal 

 

Camundongo 

 

RL90 

Affinity Bioreagents/ 

Thermo scientific 

 

PDI de rato 

 

anti-PDI 

 

Monoclonal 

 

Camundongo 

 

1D3 

Stressgen/ 

Enzo life science 

C-terminal da 
PDI de rato 
(499-509) 

 

anti-PDI 

 

Policlonal 

 

Coelho 

 

- 

Stressgen/ 

Enzo life science 

PDI de fígado 
bovino 

 

Anti-Erp57 

 

Policlonal 

 

Coelho 

 

- 

 

Enzo life science 

Erp57 nativa 
de fígado de 

rato 

 

Anti-Erp72 

 

Policlonal 

 

Coelho 

 

- 

 

Abcam 

Aminoácidos 
623-638 de 
Erp72 de 

camundongo 

 

Anti-Grp78 

 

Policlonal 

 

Coelho 

 

- 

 

Abcam 

C-terminal da 
Grp78 de 

camundongo. 

 

Anti-
Golgina 97 

 

Monoclonal 

 

Camundongo 

 

CDF4 

 

Invitrogen 

 

Não descrito 

 
 

Anti-GM130 

 
 

Monoclonal 

 
 

Camundongo 

 
35/GM

130 

 
BD Transduction 

Laboratories 

GM130 de 
rato aa. 869-

982 
 

 
 
,Anti-KDEL 

 
 

Monoclonal 

 
 
Camundongo 

 
 

10C3 

 
 

Enzo Life Science 

Peptídeo 
sintético do 
a.a 649-654 

(S649EKDEL65

4) da Grp78 de 
rato. 

 
Anti-beta 

actina 

 
Monoclonal 

 
Camundongo 

 
AC-74 

 
Sigma 

N-terminal da 
isoforma β da 

actina 
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Anti-

tubulina 

 
 

Monoclonal 

 
 

Coelho 

 
 

EP1332
Y 

 
 

Abcam 

Peptídeo 
sintético do N-

terminal da 
tubulina 

 
 
Anti- Hsp70 

 
 

Monoclonal 

 
 

Camundongo 

 
 

3A3 
 

 
 

Thermo scientific 

a.a 504-617 
Hsp70 
humana 

recombinante 
Anti- 

GORASP2 
(GRASP55) 

 
Policlonal  

 
Coelho 

 
- 

 
Abcam  

C-terminal a.a 
392-441 

 
Anti-Biotina 

HRP 

 
Monoclonal 

 
Camundongo 

 
BN-34 

 
Sigma 

 
Biotiniladado 

KLH. 

 

3.9. Avaliação da morte celular por citometria de fluxo 

Após incubação das células (6x104 células /poço, placa de 12 poços) com os 

estímulos investigados, estas foram descoladas com 250µL de tripsina/poço a 37oC 

durante 3-5min. A proteólise foi interrompida com adição de 500µL de meio a 4oC e 

todo meio presente no poço foi coletado em tubo eppendorf e centrifugado a 1600 rpm 

por 8min a 4oC.  Posteriormente, as células foram lavadas com 900µL de PBS a 4oC. 

Para a marcação de morte celular, as células foram ressuspendidas em 30µL de anexina 

V (Invitrogen/Molecular Probes) 1:20 em tampão de ligação e incubadas no escuro por 

15min a 25oC. Após a incubação, as células foram ressuspendidas em 140µL de tampão 

de ligação para anexina V e foi adicionado 20µL de iodeto de propídio (1mg/ml em 

PBS) diretamente na placa, seguido de leitura no citômetro.  

 

3.10. Avaliação da morte celular por atividade da lactato deseidrogenase 

Medidas da atividade de desidrogenase láctica (LDH) no meio condicionado 

foram realizadas utilizando os kits Cytotoxicity Detection Kit (Roche), seguindo os 

procedimentos recomendado pelo fabricante. A atividade percentual foi calculada em 

relação ao valor da atividade de LDH do lisado de HUVEC (2,5x106 células) preparado 
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a partir da incubação das células com 5mL meio sem SFB (volume utilizados nos 

ensaios) com 2% triton X-100, conforme recomendação do fabricante. 

 

3.11. Análise estatística 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média (SEM), 

exceto quando especificado. Utilizando o software GraphPad Prism 5.0, foram 

realizados: 1)  análise de variância de uma via (ANOVA) com teste pós teste Newman-

Keuls, para comparações entre 3 ou mais grupos; 2) teste t pareado, para as 

comparações entre 2 dados na mesma amostra. Em ambos os casos, o nível de 

significância foi 0,05.  
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4.1. Investigação do envolvimento da rota de secreção clássica na externalização da 

PDI em células endoteliais 

Como descrito anteriormente, a PDI humana tem uma sequência N-terminal de 

endereçamento para o RE. Proteínas solúveis residentes do RE, como a PDI, que 

possuem no C-terminal a sequência KDEL (sinal de recuperação do RE), são 

reconhecidas no compartimento intermediário RE-Golgi (ERGIC) ou no complexo de 

Golgi pelo receptor KDEL e recicladas de volta para o RE (Wilkinson & Gilbert, 2004, 

Dancourt et al, 2010). O receptor KDEL é localizado no RE, ERGIC e no cis-Golgi 

(Capitani & Sallese, 2009) e sua afinidade à sequência KDEL é favorecida em pH mais 

acídico como encontrado no Golgi (pH~ 6,4), enquanto no RE (pH~ 7.2) essa interação 

é desfavorecida, permitindo assim que proteínas que interagiram no Golgi sejam 

liberadas no RE (Dancourt & Barlowe, 2010).  

Esse estágio da PDI no complexo de Golgi levanta a possibilidade de que sua 

externalização ocorra através da via clássica de secreção de proteínas. No entanto, não 

encontramos na literatura nenhuma evidência (imunofluorescência, por exemplo) da 

PDI no complexo de Golgi. A Figura 4A mostra a marcação usual da PDI condizente 

com predominância do perfil de retículo endoplasmático e também comprova a 

presença de um pool de PDI no mesmo compartimento onde se encontra o marcador de 

cis-Golgi, GM130.  

A principal rota de saída da célula utilizada pelas proteínas que se enovelam no 

RE é a via RE-Golgi (Lee et al, 2004) e dois tradicionais inibidores desta via são: a 

Brefeldina A (BFA) e a Monensina (Misumi et al, 1986). A brefeldina A é um 

metabólito de fungo que inibe recrutamento de COP-I (coatmer protein complex I) pelo 

fator de ribosilação de ADP (ARF) via estabilização do complexo ARF-ADP-GEF 

(fator de troca de nucleotídeo guanina de ARF), impedindo assim a ativação da ARF 
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por GTP. Como o principal responsável pelo transporte anterógrado RE-Golgi é COP-I, 

a presença de BFA promove bloqueio da saída de proteínas do RE e esse fenômeno é 

seguido pela fusão do complexo de Golgi com RE e bloqueio total da secreção (Barzilay 

et al, 2005, Grieve et al, 2011). Já a monensina (Mon) é um ionóforo catiônico (H+/Na+) 

que mantêm a integridade do complexo de Golgi, mas aumenta o pH desse 

compartimento, e consequentemente bloqueia o trafégo Golgi-Membrana plasmática 

(Barzilay et al, 2005).  

O tratamento da HUVEC com BFA leva GM130 (marcador de cis-Golgi) e 

golgina 97 (marcador do trans-Golgi) deixar sua distribuição característica perinuclear 

para uma distribuição difusa, indicando colapso do complexo de Golgi (Figura 4A e B). 

Condizente com essa evidência morfológica de eficiência da BFA nessas condições 

experimentais, a secreção de fibrilina-1 (uma proteína de matriz extracelular) por MEF 

foi abolida (redução de 77%) após tratamento com BFA (Figura 4C). A monensina, por 

sua vez, foi capaz de inibir 43% da secreção de fibrilina-1 (Figura 4C). O tempo de 

exposição e o mecanismo de ação de cada inibidor justifica essa diferença. A 

monensina, ao contrário da BFA, não rompe o Golgi, mas causa dilatação do mesmo, 

com retenção da fibrilina-1 (Meirelles et al, 2015- artigo submetido).  
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Figura 4. Efeito da brefeldina A (BFA) no Golgi e na distribuição intracelular da PDI. A HUVEC foi 

incubada por 4,5h com BFA 10µM. As micrografias são representativas da imunofluorescência indireta 

das células permeabilizadas com NP-40 utilizando (A) anti-GM130 e anti-PDI e (B) anti-golgina 97, n=2. 

(C) O meio condicionado de MEFs tratados com BFA ou Mon 10µM por 4,5h investigado por dot blot 

como descrito na metodologia foi marcado com anti-fibrilina-1. As barras representam média ±erro 

padrão (n=3) da densitometria do dot blot. Com (* e #) p < 0,05 em relação ao controle (ANOVA com 

pós teste Newman-Keuls). 
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Análise da cinética de ação da BFA 10µM mostra que esse inibidor é capaz de 

promover a difusão do marcador de cis-Golgi (anti-GM130) com apenas 0,25h (15min). 

Este efeito drástico na alteração da marcação perinuclear do complexo de Golgi 

permaneceu após um período de 4,5h (Figura 5). O rompimento da estrutura do Golgi, 

bem como a absorção de membranas do complexo de Golgi dentro do RE é observado 

também em outros tipos celulares (Grieve et al, 2011).  

 
Figura 5. Cinética de ação da Brefeldina A. HUVECs foram incubadas por 0,25h (n=2), 0,5h (n=2) e 4,5h 

(n=3) com BFA 10µM. As micrografias são representativas da imunofluorescência indireta das células 

permeabilizadas utilizandoanti-GM130. 

 

Confirmada a funcionalidade desses inibidores, o passo seguinte foi validar uma 

técnica sensível e reproduzível para quantificar a PDI na superfície celular. A 

biotinilação de proteínas é uma técnica bastante utilizada e sob vários aspectos o padrão 

de referência para quantificar proteínas de superfície (Gee et al, 2011, Scheurer et al, 

2005, Shin et al, 2003, Zemskov et al, 2011), inclusive chaperonas oriundas do RE 
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como calnexina, calreticulina, BIP, Grp94 (Okazaki et al, 2000, Wiest et al, 1997, 

Robert et al, 1999, Xiao et al, 1999) e PDI (Ahamed et al, 2006, Burgess et al, 2000, 

Hahm et al, 2013, Hotchkiss et al, 1998, Söderberg et al, 2013, Willems et al, 2010, 

Xiao et al, 1999). Padronizamos essa técnica no laboratório com alteração no protocolo 

original (Willems et al, 2010).  

A PDI foi facilmente detectada na superfície celular assim como 

trombomodulina, um receptor específico de célula endotelial que se liga a trombina 

(Figura 6A). A presença da PDI na superfície celular foi confirmada com experimentos 

de proteólise da superfície celular com Pronase (uma mistura com no mínimo três 

atividades proteolíticas incluindo serino-proteases). A PDI foi removida da superfície 

celular após tratamento com Pronase (Figura 6B, Basal vs Pronase). A recuperação 

parcial da expressão da PDI de superfície foi observada após relaxação (Relax) já após 

5,5h, mostrando uma auto-regulação eficiente e relativamente rápida da PDI de 

superfície (Figura 6B). Estes ensaios apresentaram dificuldades técnicas significativas, 

principalmente a suscetibilidade ao descolamento em uma fração das células tratadas 

com Pronase, durante ensaio de biotinilação. Além disso, os inibidores poderiam 

adicionar complexidade maior ao ensaio. Desta forma, optamos por não prosseguir com 

esses ensaios de re-expressão da PDI de superfície. 

O estado redox da PDI é essencial para sua função (Laurindo et al, 2014) e foi 

avaliado através de ensaio de biotinilação de proteínas de superfície com MPB. Em 

concordância com resultados prévios da literatura (Swiatkowska et al, 2008), nossos 

dados indicam presença de PDI reduzida na superfície da célula endotelial (Figura 6C, 

Basal). Uma curta exposição à diamida é capaz de oxidar uma fração importante da PDI 

de superfície, como mostrado pela diminuição na quantidade de tiol livre na PDI de 

superfície após o tratamento (Figura 6C, Diamida). Esses dados em conjunto 
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contribuem para validar a técnica de biotinilação de proteínas de superfície utilizada em 

nosso estudo. Além disso, sugerem o papel da PDI na isomerização e redução de pontes 

dissulfeto na superfície celular, pois para realizar tais funções a PDI deve estar reduzida. 

De fato, vários substratos foram reduzidos ou isomerizados por pecPDI, como descrito 

na Introdução.  

 
Figura 6. PDI de superfície celular total e reduzida, detectada por biotinilação de proteínas de superfície. 

(A) HUVECs foram incubadas por 4,5h em meio sem SFB, seguida de biotinilação na superfície e 

western blot com anti-PDI (ABR) e anti-trombomodulina (n=3) na mesma membrana. (B) HUVECs 

foram incubadas por 1h com 10% SFB e posteriormente por 4,5h em meio sem SFB (Basal), tratadas com 

Pronase 0,02mg/ml por 7 min (Pronase) ou tratadas com Pronase seguida da incubação por 1h com 10% 

SFB e posteriormente por 4,5h sem SFB (Relax), n=2. (C) HUVECs foram incubadas por 1h em meio 

sem SFB e tratadas ou não (Basal) com diamida 0,1mM nos últimos 15 min. Após o tratamento, as 

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

metodologia. Barras representam média ± erro padrão (n=3) com (*) p < 0,05 em relação ao Basal (teste 

t).  

 

O próximo passo foi investigar se a PDI de superfície celular é externalizada 

pela via clássica de secreção. Um aumento de 32% na quantidade de PDI na superfície 

foi observado após tratamento com Brefeldina 5µM (BFA 5µM), enquanto diminuições 

significativas de 24% e 25% ocorreram com BFA 10µM e Monensina 10µM (Mon 

10µM), respectivamente (Figura 7A e B). Uma redução significativa média de 49% da 

PDI de superfície foi observada com Mon 5µM (Figura 7A e B). O western blot da PDI 

intracelular (lisados) comprova que as diferenças encontradas na superfície celular não 

são devidas a diferentes quantidades de células (Figura 7A, painel inferior). Além disso, 
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a presença de inúmeras proteínas biotiniladas em todas as amostras (Figura 7C) 

comprova a eficácia do protocolo de biotinilação de proteínas de superfície.  

Como esperado, os efeitos da Mon e BFA não foram específicos para a PDI, 

sendo observados para outras proteínas, como mostrado à Figura 7C. Esse resultado 

também indica que os inibidores são funcionais e que a biotinilação possui sensibilidade 

para essa avaliação. Outro controle importante é que o lisado (sobrenadante após a 

remoção das beads magnéticas) não tem marcação, indicando que a vasta maioria das 

proteínas de superfície foram captadas pelas beads (Figura 7C). Ainda, para investigar a 

hipótese da saída da PDI pela via ER-Golgi, realizamos a incubação com BFA por 

longo período de tempo (Figura 7D), no qual as células mantiveram morfologia normal. 

A inibição do tráfego RE-Golgi-Membrana plasmática não promoveu redução, mas, ao 

contrário, aumento significativo da PDI de superfície celular em 44% (Figura 7 D e E), 

confirmando assim que a via clássica não é predominante. Experimentos por citometria 

de fluxo indicam que a morte celular não foi aumentada após tratamento com BFA ou 

Mon comparado ao basal (Figura 7F) reforçando o efeito específico dos inibidores na 

via secretória investigada. 

Estes resultados mostram que a externalização da PDI de superfície pela via 

clássica é possível e de fato, ocorre para pelo menos ca. 1/4 da PDI em célula endotelial 

(Figura 7A e B). No entanto, nossos dados sugerem que essa não é a rota majoritária 

para a externalização da PDI basal.  
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Figura 7. PDI de superfície celular detectada por biotinilação de proteínas de superfície. (A) HUVECs 

foram incubadas por 4,5h com BFA e Mon 5 ou 10 µM, seguido de biotinilação na superfície e western 

blot com anti-PDI (ABR). A última banda é 2% do lisado controle. (B) Quantificação da PDI de 

superfície celular de A. Barras representam média ± erro padrão (n=3) com (*) p < 0,05 em relação ao 

controle (ANOVA com pós teste Newman-keuls). (C) A membrana superior do painel (A) foi incubada 

com anticorpo anti-biotina-HRP. (D) HUVEC foi incubada com BFA 0,4µM por 15h40’ seguida de 

biotinilação na superfície e western blot com anti-PDI ABR. (E) Quantificação do painel superior em (D) 

com barras representando média ± erro padrão (n=3) com (*) p < 0,05 em relação ao controle (teste t 

pareado). (E) Viabilidade celular de HUVEC tratadas ou não com BFA ou Mon por 4,5h, medida por 

citometria de fluxo, evidenciando apoptose (anexina V) e necrose (iodeto de propídio) (n=3). Barras 

representam média±erro padrão (n=3) com p > 0,05 para todos os grupos (ANOVA com pós teste 

Newman-keuls). 
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Esse dado de biotinilação foi confirmado com ensaios de imunofluorescência 

confocal em células não permeabilizadas, nos quais foi observado que BFA 10µM e 

Monensina 5 ou 10µM promovem uma redução visível na quantidade PDI de superfície 

celular (Figura 8). É importante ressaltar que os controles negativos somente com 

anticorpos secundários foram devidamente realizados em todas as imagens de confocal 

presentes nesta tese. 

 
Figura 8. Efeito de BFA e Mon na externalização da PDI. HUVECs foram incubadas por 4,5h com BFA 

5, 10µM e Mon 5 ou 10µM, como descrito na metodologia. As micrografias são representativas (n=4) da 

imunofluorescência indireta das células não permeabilizadas utilizando anti-PDI (Stressgen).  

 

Uma investigação minuciosa da externalização da pecPDI requer a análise do 

tráfego dos outros pools de PDI existente nas células, a saber, PDI secretada solúvel no 

meio condicionado (CM) ou presente em micropartículas, e possivelmente um pool de 

PDI transmembrana. Quanto à última, embora a PDIA1 não seja de fato conhecida 

como transmembrana (Cho, 2013), confirmamos essa informação submetendo a 
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sequência da PDIA1 humana (P07237) à análise pelo TMpred, que é um programa de 

predição de sequência e orientação transmembrana baseado no banco de dados de 

proteínas constitutivamente proteínas transmembranas. Dessa forma, seguimos 

analisando a presença da PDI solúvel e presente em micropartículas por ensaios em 

frações concentradas de CM de células endoteliais. A PDI está presente na fração 

solúvel, mas não de micropartícula (Figura 9A, ABR), definida neste caso como a 

fração inferior (´ṕellet’’) do CM submetido a 100.000 g por 1h (Jasuja et al, 2010, 

Théry et al, 2006) indicando que a secreção constitutiva da PDI não é por 

micropartícula.  

Além disso, a PDI na fração solúvel foi também detectada utilizando anticorpo 

que reconhece C-terminal contendo a sequência KDEL de recuperação do RE (Figura 9 

A, SPA891) o que está de acordo com o peso molecular da PDI secretada na condição 

basal (Figura 9 B). A ausência de β actina na secreção basal de PDI por HUVEC 

(Figura 9B) indica que a PDI solúvel detectada não é devida à morte celular. Essa é uma 

forma simples de avaliar se a secreção foi acompanhada de morte celular 

(principalmente necrose), ou se de fato a proteína é secretada sem a existência de 

comprometimento da membrana plasmática da célula, o que parece ser o caso. O 

ionóforo cálcico (A23187), na concentração utilizada, foi um controle positivo para 

marcação com β actina (Figura 9B) devido a morte celular. A cinética da secreção da 

PDI mostra que há um aumento dependente do tempo da PDI no CM (Figura 9C). A 

escolha de 4h como 100% da secreção foi arbitrária, porém justificada pelo tempo 

utilizado nos ensaios posteriores. Em todos os ensaios os lisados funcionam como 

controle de carregamento e como garantia de que a mesma quantidade de células foram 

plaqueadas em todas as placas.  
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Figura 9. Cinética da secreção de PDI por HUVEC. (A) A fração solúvel e de micropartícula do meio 

condicionado de HUVEC, e lisado (intracelular) da mesma amostra foram submetidas a western blot 

seguida de marcação com anti-PDI ABR, exceto a fração solúvel de igual amostra marcada com anti-PDI 

(Stressgen SPA891) que detecta C-terminal da PDI humana. (B) O CM de HUVEC após 4,5h de 

incubação em meio sem SFB na ausência ou presença de A23187 1,8µM (últimos 30min) ou BFA 

10µM. Foram realizadas sucessivas marcações da mesma membrana com anti-PDI ABR e com anti- β 

actina. (C) O CM foi coletado 0,5, 2 e 4 h após incubação de meio sem SFB nas células, seguido de 

western blot com anti-PDI ABR ou β-actina. (E) Quantificação do painel à esquerda com barras 

representando média ± erro padrão (n=3), com * p < 0,05 em relação ao controle (ANOVA com pós teste 

Newman-keuls).  

 

Após a realização de todos os controles, foi investigado se a PDI solúvel no CM 

seria secretada pela via convencional. O tratamento com BFA ou Mon por 0,5h não 

afetou a secreção da PDI (Figura 10A). Por outro lado, tratamento das células por 1h 

(Figura 10B) e por 4,5h (Figura 10C) aumenta de forma significativa a quantidade de 

PDI solúvel no CM. Não foi possível detectar β actina após tratamento com BFA e Mon 

nos diferentes tempos (Figura 11). Portanto, a PDI secretada não segue a via clássica de 
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secreção de proteínas, e o fato de BFA até mesmo estimular a liberação da PDI indica 

secreção não-convencional do tipo IV. Apenas uma pequena fração da PDI intracelular 

é externalizada na condição basal, esse valor sendo de 0,83±0,11% (média ±erro 

padrão) para PDI de superfície celular e de 0,43±0,06% (média ±erro padrão) para PDI 

solúvel, com as células incubadas em meio sem SFB por 15h40min e 4h, 

respectivamente. 

 

Figura 10. Avaliação de BFA e Mon na secreção da PDI por HUVEC. (A) CM foi coletado por 0,5h, (B) 

por 1h e (C) por 4,5 h para BFA 10µM e 4h para Mon 10µM após incubação de meio sem SFB na 

presença dos inibidores seguido de western blot com anti-PDI ABR. No tempo de 4h ocorreu uma 

incubação prévia das células por 0,5h com Mon, assim as células foram expostas à Mon por 4,5h. 

Quantificação dos painéis à esquerda com barras representando média ± erro padrão (n=3), com * p < 

0,05 em relação ao controle (teste t).  
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Figura 11. Avaliação da viabilidade celular após tratamento com BFA e Mon 10µM. CMs após 

tratamentos (Figura 10) foram coletados, seguido de western blot com anti-β actina (n=3).  

 

4.2. O papel do citoesqueleto na rota de externalização da PDI em células 

endoteliais 

A seguir, investigamos o papel do citoesqueleto na externalização da PDI. O 

citoesqueleto de actina está envolvido em eventos tardios do transporte de vesículas até 

a membrana plasmática, mas a actina cortical funciona como uma barreira, dificultando 

processos de aproximação e fusão de vesículas (Manneville et al, 2003). A inibição da 

polimerização de actina por uma toxina de fungo, citocalasina D (CytD), aumentou em 

22,6% a externalização da PDI de superfície celular (Figura 12A, CytD). Um efeito 

similar foi observado com a PDI solúvel no CM (Figura 12B). Os ensaios de 

imunofluorercência confocal em células não permeabilizadas corroboram o dado de PDI 

de superfície celular após tratamento com CytD (Figura 13A). A CytD foi eficaz, visto 

que foi capaz de romper as fibras de estresse marcadas com faloidina já com 30 minutos 

de exposição (Figura 13B).  

Avaliamos também se microtúbulos seriam importantes para externalização da 

PDI. O tráfego de vesículas por longas distâncias depende de microtúbulos e é essencial 

para secreção vesicular de inúmeras citocinas (Stow et al, 2013).  Para avaliar se esse 

tipo de transporte ocorre para PDI, incubamos as células com nocodazol (Noc), um 
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agente despolimerizador de microtúbulo que se liga diretamente à tubulina, alterando 

sua conformação. O nocodazol aumentou a quantidade de PDI secretada (Figura 12C), 

mas não alterou a quantidade de PDI de superfície celular (Figura 12D). Nas 

concentrações e tempo utilizados, nocodazol de fato promoveu desorganização dos 

microtúbulos já com 15min de exposição, que permaneceu efetiva durante no mínimo 

1h (Figura 14). A ausência de inibição da externalização da PDI por nococozol é uma 

sugestão adicional de que o tráfego majoritário da PDI não é mediado pela via clássica, 

já que a integridade dos microtúbulos é essencial para a manutenção da estrutura 

perinuclear do complexo de Golgi (Di Pietro et al, 2006). Esse resultado também sugere 

que o tráfego vesicular por longas distâncias provavelmente não é utilizado para 

secreção da PDI.  

 
Figura 12. Papel do citoesqueleto de actina e microtúbulos na externalização da PDI. (A e D) HUVECs 

foram incubadas por 1h com citocalasina D (CytD) 0,5µM, inibidor de RhoA (iRho) 1,5µg/mL ou 

nocodazol (Noc) 10µM, seguido de biotinilação na superfície e western blot com anti-PDI ABR. (B e C) 

O meio condicionado foi coletado por 2h de tratamento com Cyt 3µM (com incubação prévia por 30 

minutos), com iRhoA 4µg/mL e Noc 20µM. Quantificação do painel superior com barras representando 

média ± erro padrão (n=3), com (*) p < 0,05 teste t em (B e D) e ANOVA com pós teste Newman-keuls 

(A e C).  
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RhoA é um membro da família de Rho GTPase que regula citoesqueleto de 

actina cortical, induzindo nucleação e alongamento da actina e está envolvido na 

exocitose, por exemplo, resposta neurosecretória dependende de Ca2+ (de Curtis et al, 

2012). O inibidor de RhoA (iRhoA) promoveu diminuição na PDI de superfície celular 

(Figura 12A) e PDI secretada (Figura 12C), mostrando papel de RhoA na secreção da 

PDI. As diferenças observadas acima não foram devido aumento na morte celular após 

tratamento com os inibidores (Figura 15).  

 

Figura 13. Efeito da citocalasina D (Cyt D) na externalização da PDI. (A) HUVECS foram incubadas por 

1h com Cyt D 0.5µM. As micrografias são representativas (n=3) da imunofluorescência indireta das 

células não permeabilizadas utilizando anti-PDI (StressGen). (B) Similar a (A), exceto que as células 

foram permeabilizadas com NP-40 e também incubadas com Alexa Fluor R 635 phalloidin. (C) Similar a 

(B), exceto que o tempo de incubação com CytD foi de 0,5h.  
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Figura 14. Comprovação do efeito do nocodazol (Noc) 10µM na desorganização de microtúbulos. 

HUVECs foram incubadas por 0,25, 0,5 (n=2) ou 1h (n=3) com nocodazol. As micrografias são 

representativas da imunofluorescência utilizando o anti-tubulina nas células permeabilizadas.  

 

 

 

 

Figura 15. Avaliação da viabilidade celular 

após tratamento com inibidores do 

citoesqueleto. (A) Avaliação da apoptose e 

necrose por citometria de fluxo (exps. da 

Figura 12 A). Barras representam média 

±erro padrão (n=3) com p > 0,05 para todos 

os grupos (teste t pareado). CMs após 

tratamentos (Exps. da Figura 12B e C) 

foram coletados, seguido de western blot 

com anti-β actina (n=3). 
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4.3. Investigação do papel de rotas não convencionais na externalização da PDI 

em células endoteliais 

Tendo abordado a rota convencional de secreção, investigamos a seguir se a 

externalização basal da PDI é dependente da secreção não-convencional do tipo I de 

proteínas (Nickel et al, 2009). O clorato de sódio (SC) é um inibidor da biossíntese de 

proteoglicano heparan sulfato, o qual bloqueia a secreção não-convencional de FGF2 

(Zehe et al, 2006). O SC aumentou de forma significativa (55%) a quantidade de PDI de 

superfície celular (Figura 16A), mas não afetou de forma significativa a quantidade de 

PDI secretada (Figura 16B).  

Outro inibidor da externalização pela via não-convencional de proteínas do tipo I 

é a Neomicina, que sequestra fosfatidilinositol 4,5 difosfato [PI(4,5)P2], e assim 

bloqueia a interação de proteínas com fosfoinositídeos. Por exemplo, neomicina 

bloqueia a externalização de transglutaminase tecidual em 70% (Zemskov et al, 2011) 

Não houve alteração significativa nos níveis de PDI de superfície celular (Figura 16C) 

ou PDI secretada  (Figura 16D), indicando que a interação com fosfoinositídeos não 

ocorre durante tráfego de PDI para fora da célula. O papel do tráfego não-convencional 

do tipo II também foi avaliado por meio da inibição do transportador ABC com 

gliburide (Glyb) (Flieger et al, 2003, Rabouille et al, 2012, Zemskov et al, 2011). Glyb 

não diminui de forma significativa a quantidade de PDI de superfície celular (Figura 

17A) ou PDI secretada (Figura 17B). Globalmente, esses ensaios sugerem que o trafégo 

não-convencional (não-vesicular) do tipo I e do tipo II não estão envolvidos na 

externalização da PDI em células endoteliais. Não foi detectada atividade LDH no CM 

das células tratadas com Glyb.  
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Figura 16. Efeitos dos inibidores da secreção não-convencional do tipo I de proteínas na externalização da 

PDI. (A) HUVECs foram incubadas por 15h40min com clorato de sódio (SC) ou (C) neomicina (Neo), 

seguido de biotinilação na superfície e western blot com anti-PDI ABR. Gráficos de barras 

representammédia ± erro padrão (n=3-4), com (*) p < 0,05 em relação ao basal (teste t pareado). (B e D) 

CM de células incubadas por 16h com Neo ou SC foi submetido a western blot revelado com anti-PDI 

ABR. Após esse período, as células foram incubadas por 30min com meio sem SFB, seguido de troca por 

novo meio sem SFB por mais 30 min, sendo esta fração a coleta para análise da presença da PDI no CM. 

Gráficos de barras representam média ± erro padrão (n=3) com p > 0,05 em relação ao basal (teste t 

pareado).  

 

A secreção não-convencional de inúmeras proteínas, como: IL-1β (Rubartelli et 

al, 1990), galectina 3, fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGF2) e tiorredoxina 

(Hughes, 1999) é inibida por metilamina. Como visto à Figura 17A e B, a metilamina 

(Methy) não altera os níveis de pecPDI. Além disso, Methy assim como bafilomicina 

(Baf), inibem secreção não-convencional por lisossomos secretórios (Mambula et al, 

2006), por induzirem neutralização deste compartimento (Okasaki et al, 2000), e 

potencialmente bloqueiam também secreção não-convencional do tipo III. No caso da 

PDI, inibição da função lisossomal com Methy ou Baf não altera a quantidade de 
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pecPDI (Figura 17A e B). Não foi detectada atividade de LDH no CM das células 

tratadas com Methy e Baf.  

A seguir, investigamos se a externalização de PDI seria realizada por um 

transporte ativo dependente de ATP ou endossomos de reciclagem. Depleção de ATP 

com 2,4-dinitrofenol (DNP) não afeta a secreção da PDI (Figura 17A e B). A secreção 

não-convencional envolvendo endossomos de reciclagem de transglutaminase tecidual é 

drasticamente inibida pelo tratamento com NEM (Zemskov et al, 2011), o qual inibe 

processos envolvendo NSF ATPase (importante para eventos de fusão de membrana).  

NEM aumenta os níveis de PDI secretada, ao invés de inibir, indicando que esta via não 

é utilizada pela PDI (Figura 18A). Avaliamos também o efeito da depleção de cálcio 

com BAPTA na secreção da PDI, e observamos que este aumenta os níveis de PDI 

solúvel (Figura 18B), mostrando que modulações na concentração de cálcio regulam 

tráfego da PDI.  

. 

Figura 17. Avaliação de tráfego não-convencional por HUVEC. (A) As células foram tratadas por 1h com 

Glyb 100µM, DNP 0,2mM, Methy 8mM e Baf 40nM, seguido de biotinilação na superfície e western blot 

com anti-PDI ABR. Gráficos de barras representam média ± erro padrão (n=3-4), com p > 0,05 em 
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relação ao basal (ANOVA com pós teste Newman-keuls). (B) CM de células tratadas por 2h com Glyb 

100µM, DNP 0,6mM, Methy 6mM e Baf 40nM foi submetido a western blot com anti-PDI ABR (n=3).   

 

 
Figura 18. Avaliação de tráfego dependente de endossomo de recilagem e cálcio na secreção da PDI. (A) 

CMs de HUVEC tratadas com NEM 0,05mM nos últimos 15 minutos de 4,5h de incubação em meio sem 

SFB ou (B) tratadas com BAPTA 10µM por 2h foram submetidos a western blot com anti-PDI ABR. 

Gráficos de barras representam média ± erro padrão (n=3-4), com * p < 0,05 em relação ao basal (teste t 

pareado).  

 

4.4.     Investigação do papel de GRASP55 na externalização da PDI em células 

endoteliais 

O bloqueio das vias não-convencionais do tipo I, II, III , dependente de 

endossomo de reciclagem ou lisossomos secretórios não inibe a externalização da PDI. 

A via clássica de secreção afeta apenas parcialmente o tráfego da PDI de superfície 

celular e até mesmo estimula a secreção da PDI e de PDI de superfície celular (após 

inibição sustentada da via RE-Golgi). Portanto, os resultados sugerem que a secreção 

majoritária da PDI se enquadra dentro da via de secreção não-convencional do tipo IV.  

O próximo passo foi avaliar se o tráfego da PDI seria dependente ou não de GRASP. 

Após a diminuição da expressão de GRASP55 com RNA de interferência (Figura 19A),  

avaliamos o impacto desta proteína no tráfego da PDI. Não há alteração significativa na 

quantidade de PDI de superfície celular (Figura 19 B) e PDI secretada (Figura 19 C) 

após silenciamento de GRASP55, indicando que a externalização da PDI é 

independente de GRASP55. Não foi detectada atividade de LDH no CM de células 

Scrambled ou siGRASP.  
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Figura 19. Avaliação da externalização da PDI após silenciamento de GRASP55 (GORASP2). (A) 

HUVEC foram previamente transfectadas com RNA de inteferência para GRASP55 (siGRASP55) ou 

sequência Scrambled (Scrb) em HUVEC conforme descrito na metodologia. Quantificação de GRASP55 

(painel superior) / β actina (painel inferior/ lisados) com média± erro padrão, n=6. (B) HUVEC 

transfectadas com Scrb ou siGRASP incubadas em meio sem SFB por 1h seguida de biotinilação na 

superfície e western blot com anti-PDI ABR (C) CMs de HUVEC transfectadas com Scrb ou siGRASP 

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

 

4.5. O papel de plataforma lipídicas (lipid rafts) na rota de externalização da PDI 

em células endoteliais 

As plataformas lipídicas são importantes para o ancoramento de proteínas, 

modulação da sinalização e endocitose mediada por cavéola. A filipina III (Fil III) e 

nistatina (Nyst) depletam colesterol da membrana plasmática (Greene &  Gao, 2009). 

Esses agentes não foram capazes de diminuir as quantidades de PDI de superfície 

celular (Figura 20 A) e PDI secretada (Figura 20 B), sugerindo que eventos dependentes 

de colesterol não inibem diretamente a saída da PDI. No entanto, o aumento observado 

na pecPDI indica três possíveis eventos: (1) diminuição na endocitose/reciclagem da 

pecPDI que possivelmente ocorre via lipid rafts levaria a aumento da PDI solúvel e em 

menor extensão da PDI de superfície celular, (2) a depleção de colesterol poderia estar 

rompendo vias de sinalização que regulam a inibição do tráfego da pecPDI e (3) a 

alteração na arquitetura da membrana estimularia diretamente a secreção da PDI.  
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Figura 20. Efeito da depleção do colesterol na externalização da PDI. (A) HUVECs foram tratadas com 

nistatina (Nyst) 10µg/mL e filipina III (Fil III) 2,5µg/mL por 1h. Quantificação do painel com barras 

representando média ± erro padrão (n=3) com * p < 0,05 em relação ao basal (ANOVA com pós teste 

Newman-keuls). (B) CM de HUVECs HUVECs foram tratadas com Nyst 10µg/mL Fil III 2,4µg/mL por 

1h. Gráficos de barras representam média ± erro padrão (n=3) com * p < 0,05 em relação ao basal 

(ANOVA com pós teste Newman-keuls). 

 

4.6.     Investigação da reciclagem da PDI solúvel  em células endoteliais 

       A questão da endocitose da PDI é relevante e recorrente. Dessa forma,  

avaliamos qual tipo de endocitose seria responsável pela reciclagem da PDI. O 

tratamento das células com um inibidor clássico de endocitose mediada por clatrina 

(Pitstop2) aumenta os níveis de PDI solúvel e nenhum efeito significativo foi observado 

com inibidor de endocitose mediada por dinamina (dynasore) (Figura 21). Esses dados 

sugerem que a endocitose da PDI seja via clatrina. 

 
Figura 21. Avaliação da endocitose mediada por clatrina e dinamina. CMs de HUVEC tratadas com  

PitStop2 2µM e dynasore (Dyn) 30µM por 1h em meio sem SFB foram submetidas a western blot com 

anti-PDI ABR (n=3). Gráficos de barras representam média ± erro padrão (n=3), * p < 0,05 em relação ao 

basal (ANOVA com pós teste Newman-keuls).  
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4.7.  Investigação de possíveis moduladores da quantidade de pecPDI 

Além da investigação da externalização constitutiva da PDI em células 

endoteliais, outro fator importante e estudado na literatura é a secreção estimulada da 

PDI, sendo PMA e trombina dois agonistas já utilizados previamente em HUVEC 

(Jasuja et al, 2010). Os aumentos nos níveis de PDI solúvel por PMA, trombina e ATP 

não foram inibidos por BFA (Figura 22), sugerindo que a secreção estimulada da PDI, 

assim como a basal, não é pela via clássica de secreção de proteínas. É importante 

ressaltar que BFA por 0,5h não altera os níveis de PDI secretada (Figura 10), indicando 

que esse aumento observado na presença de BFA provavelmente é devido à presença 

dos estímulos.   

 
Figura 22. Efeito de PMA, ATP e trombina na secreção da PDI. CMs de HUVEC incubadas com PMA 

10ng/mL, ATP 0,5mM e trombina 1U/mL nos últimos 30’ de 1h em meio sem SFB na ausência ou 

presença de BFA 10µM foram submetidas a western blot com anti-PDI ABR (n=3). Gráficos de barras 

representam média ± erro padrão (n=3).  
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Além de estudar a rota secretória da PDI na condição basal ou estimulada, é 

essencial entender seu comportamento diante de diferentes condições que mimetizam 

estresse fisiológico ou patológico, ambos relevantes à função de uma chaperona redox 

como a PDI. Inicialmente, avaliamos o efeito do choque térmico na secreção da PDI, e 

observamos que não afeta a quantidade de PDI secretada (Figura 23A, comparar Basal 

com 42oC) e de PDI de superfície celular (Figura 23B). No entanto, uma redução 

significativa na quatidade de PDI solúvel foi observada após recuperação do choque 

térmico (Figura 23, Comparar Basal R com 42oC R). Este resultado é similar ao 

previamente reportado em hepatócitos de rato após recuperação de choque térmico 

overnigth (Terada et al, 1995).  

Como esperado, o choque térmico induziu um aumento na expresssão da Hsc70 

intracelular (Figura 23A). Especulamos que o choque térmico promova um aumento na 

carga de processamento de proteínas no RE, de modo que a quantidade de PDI 

secretada é diminuída devido a maior demanda de enovelamento protéico dependente de 

PDI no RE. Não se detectou atividade de LDH no CM das células no Basal e Basal R. 

No entanto, a média da atividade de LDH no CM foi de 0.8% e 4% no choque térmico e 

na recuperação, respectivamente. 
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Figura 23. Efeito do choque térmico na secreção da PDI. (A) CMs de HUVEC foram incubadas por 42oC 

na última 1h de incubação por 2h em meio sem SFB. Após o choque térmico ou na condição basal (Basal 

R), as células foram deixadas em recuperação por 6h a 37oC (42oC R), seguido de western blot com anti-

PDI ABR. Gráfico de barras representa média ± erro padrão (n=3), com * p < 0,05 em relação ao basal 

(ANOVA com pós teste Newman-keuls). Quantificação das proteínas intracelulares PDI (lisados) e 

Hsc70, com * p<0,05. (B) HUVEC incubadas a 42oC por 30minutos finais de 1h em meio sem SFB, n=3. 

Gráfico de barras representa média ± erro padrão (n=3), com p > 0,05 em relação ao basal (teste t 

pareado).  

 

Outro tipo de estresse relevante a doenças vasculares é o estresse do retículo 

endoplasmático. Um indutor clássico de estresse do RE é a tunicamicina, que bloqueia 

N-glicosilação que ocorre no RE, levando assim a acúmulo de proteínas mal-

enoveladas. O protocolo de indução de estresse RE com tunicamicina foi eficaz, já que 

promoveu um aumento significativo nos níveis das chaperonas Grp78 e Grp94 (Figura 

24A), conhecidos marcadores de estresse do RE. A indução do estresse do RE não 

promoveu alteração significativa na PDI de superfície celular (Figura 24B), mas causou 

diminuição significativa de 31,6% na chaperona Hsc70 de superfície, utilizada como 

controle (Figura 24C). 
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 O aumento de proteínas mal-enoveladas no RE resulta no seu transporte para o 

citosol, seguido de degradação mediada pelo sistema ubiquitina-proteassoma, 

denominada degradação associada ao RE (ERAD). Embora a Hsc70 seja chaperona 

citosólica, sua participação na degradação via ERAD de CFTR e TCRα é relatada na 

literatura (Araki et al, 2011). Uma possibilidade é que no citosol, substratos da via 

ERAD se liguem à Hsc70 e que a quantidade de Hsc70 disponível para externalização 

diminua. Além disso, a Hsc70 de levedura, Ssa1, é necessária para degradar inúmeras 

proteínas integrais de membrana pela via ERAD (Fewell et al, 2001).  

Embora não tenha afetado a quantidade de PDI de superfície celular, o estresse 

do RE estimula a secreção da PDI (Figura 24D), mas não foi detectada β-actina no CM 

após tratamento com tunicamicina (dados não mostrados). Essa diferença pode ser pelo 

tempo de exposição à tunicamicina, já que a incubação com tunicamicina 0,02ug/mL 

por 24h leva aumento na quantidade PDI de superfície celular (média=157, n=2). No 

caso de hepatócitos de rato, o estresse do RE promove a redução na PDI secretada 

(Terada et al, 1995).   

 
Figura 24. Efeito do estresse do RE na externalização da PDI e da Hsc70. (A) HUVEC foi incubada por 

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

KDEL, o qual reconhece o C-terminal das chaperonas Grp78 e Grp94 e β-actina. Gráfico de barras 
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representa média ± erro padrão (n=3), com * p < 0,05 em relação ao controle (teste t pareado). (B) 

HUVEC foi incubada por 16,5h com tunicamicina 0,2µg/mL seguida de biotinilação na superfície e 

western blot com anti-PDI ABR e (C) anti-Hsc70. Gráfico de barras representa média ± erro padrão 

(n=3), com * p < 0,05 em relação ao controle (teste t pareado). (D) CMs de HUVEC incubadas por 24h 

com tunicamicina 0,1µg/mL foram submetidas a western blot com anti-PDI ABR. Gráfico de barras 

representa média ± erro padrão (n=3), com * p < 0,05 em relação ao controle (teste t pareado) 

 

Os dados acima corroboram outros resultados deste trabalho indicando que o 

pool secretado da PDI e o pool da superfície celular são governados por distintos 

mecanismos de externalização. Embora o efeito estimulatório de alguns compostos seja 

conhecido para PDI solúvel (Jasuja et al, 2010, Sharda et al, 2015), estes não têm sido 

investigados para PDI de superfície celular. A23187, por exemplo, estimula a secreção 

de PDI em fibroblastos, célula de ovário de hamster chinês, plaquetas e HUVEC 

(Booth et al, 1989, Dorner et al, 1990, Chen et al, 1992, Jasuja et al, 2010, 

respectivamente). Julgamos oportuno, assim, avaliar efeitos de ionóforo de cálcio 

(A23187) e de citocinas (ainda não estudado para PDI), na quantidade de PDI de 

superfície celular.  

O A23187 aumenta a concentração intracelular de Ca2+ (Jasuja et al, 2010) e 

aumentou os níveis de PDI de superfície celular (Figura 25A). Tratamento das células 

por tempos curtos (0,5h ou 1h) com fator de crescimento transformante-β1 (TGF-β1) 

não teve efeito na quantidade de pecPDI (dado não mostrado). Resultado similar foi 

observado após o tratamento das células por longo período com TGF-β1 (Figura 25B). 

O estímulo das células com uma citocina pró-inflamatória, o fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α), levou a aumento significativo de 58% na PDI de superfície celular (Figura 

25B). TNF-α 25ng/mL (≥4h) ocasiona aumentos dos níveis de expressão da molécula 

de adesão intercelular 1 (ICAM-1) em HUVEC (Yang et al, 2005), que por sua vez é 

importante mediador da adesão de leucócitos. Adesão de neutrófilo em HUVEC 
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estimulada com TNF e fluxo (shear), provavelmente via ICAM-1, é mediada por αMβ2, 

uma integrina de neutrófilo cuja atividade é regulada de forma positiva pela PDI 

extracelular (Hahm et al, 2013). Portanto, esse aumento de pecPDI poderia sustentar 

maior ativação de integrinas na superfície da HUVEC (Swiatkowska et al, 2008), além 

de atuar na ativação da integrina de neutrófilo durante a adesão. 

 
Figura 25. Efeito de ionóforo de cálcio (A23187) e citocinas na externalização da PDI. (A) HUVEC foi 

incubada com A23187 0,1µM nos 30min finais de1h em meio sem SFB e (B) TNF-α 10ng/mL ou TGF-β1 

25ng/mL  por 16h40min seguida de biotinilação na superfície e western blot com anti-PDI ABR. Gráfico 

de barras representa média ± erro padrão (n=3), com * p < 0,05 em relação ao basal em (A) teste t 

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

 

Outro tema pouco estudado quanto à PDI de superfície celular é qual o tipo de 

força que mantem a PDI ligada à superfície celular. No hepatócito de rato, a interação 

entre PDI e membrana plasmática envolve interações eletrostáticas, já que lavagem das 

células com carbonato de sódio 0.1M pH=9.0 elimina a presença da PDI na superfície 

celular (Terada et al, 1995). No entanto, nenhuma alteração significativa na PDI de 

superfície celular foi observada em nosso estudo após lavagem das células endoteliais 

(Figura 26A). Por outro lado, nas mesmas condições, ocorreu redução significativa na 

Hsc70 da superfície celular (Figura 26A), corroborando dado da literatura que mostra 

interação eletroestática entre Hsp70 e lipossomas (Armijo et al, 2014). Utilizamos a 

Hsc70 como controle em inúmeros ensaios e investigamos o perfil de sua distribuição 

na superfície de células endoteliais. Observamos que Hsc70 se localiza em placas na 
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superfície celular, não diretamente correspondentes à sua disposição citoplasmática 

(Figura 26B).  

 
Figura 26. Efeito da lavagem com carbonato de sódio em células endoteliais. (A) As células foram 

incubadas com carbonato de sódio 0.1M pH=9.0 por 5min antes da biotinilação de proteínas de 

superfície,  seguido de western blot com anti-PDI ABR e a seguir  marcação para Hsc70. Gráfico de 

barras representa média ± erro padrão (n=3), com * p < 0,05 em relação ao basal (teste t pareado). (B) As 

micrografias são representativas (n=3) da imunofluorescência indireta das células não permeabilizadas 

utilizando anti-Hsc70 mostrando Hsc70 de superfície (csHsc70) e das células permeabilizadas (Hsc70 

intracelular). As imagens contrastadas à direita mostram o contorno celular.  

 

Considerando que no caso de chaperonas como calnexina e calreticulina (Wiest 

et al, 1997) as proteínas externalizadas são preferencialmente recém-sintetizadas, 

investigamos se o mesmo ocorreria para PDI. Incubação por 1h e 16h40min com 

cicloheximida (CHX), inibidor da síntese protéica, não afetou a externalização da PDI 

de superfície celular (Figura 27A). É interessante notar que o tempo de meia vida da 

PDI em hepatócitos é longo, de 96h (Terada et al, 1995). Em células HeLa não 

proliferativas o tempo previsto de meia vida da PDI foi de 116,8h (Cambridge et al, 
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2011). Logo, quando utilizamos CHX por tempos curtos não estamos avaliando o efeito 

da inibição da síntese de PDI em si, e sim de proteínas com tempo de meia vida curto 

que poderiam ser essenciais para a externalização da PDI. Um experimento importante é 

calcular o exato de tempo de meia vida da PDI na HUVEC. Nós pretendemos fazer 

esses ensaios em futuro próximo.  

É possível que em células proliferativas como as utilizadas aqui, esse tempo seja 

menor, já que a demanda de enovelamento protéico é maior para permitir que as células 

se dividam. De fato, o tratamento com CHX por tempos mais prolongados (16h40min) 

promoveu redução de 34±5% (média ±SEM, n=3) na expressão intracelular da PDI 

(Figura 27A, painel inferior CHX 16h), confirmando que diminuição da PDI recém-

sintetizada não afeta a quantidade de PDI na superfície celular. Portanto, PDI recém-

sintetizada não constitui um pool de PDI preferencialmente externalizado em células na 

condição basal. No entanto, esse tempo de tratamento com CHX é suficiente para 

reduzir de forma importante os níveis das proteínas de superfície total (Figura 27 B). 

Além disso, o tratamento com CHX por 16h40min diminui de forma significativa a 

Hsc70 intracelular, bem como a Hsc70 de superfície, sugerindo que aproximadamente 

metade desta é oriunda da Hsc70 recém-sintetizada.  

 

 

 



Resultados| 61 

 

 

Figura 27. Efeitos da cicloheximida na externalização da PDI. HUVEC foi incubada por 1h ou 16h40min 

com cicloheximida 10µg/mL e 0,5µg/mL, respectivamente; seguida de biotinilação na superfície e 

western blot com anti-PDI ABR. Gráfico de barras representa média ± erro padrão (n=3) com p>0,05 

(ANOVA com pós teste Newman-keuls). (B) A membrana do painel à direita em (A) foi incubada com 

anticorpo anti-biotina-HRP. (C) HUVEC foi incubada por 16h40min com cicloheximida seguida de 

biotinilação na superfície e western blot com anti-Hsc70. Gráfico de barras representa média ± erro 

padrão (n=3), com * p < 0,05 em relação ao controle (teste t pareado). (D) CMs de HUVEC incubadas 

com cicloheximida por 24h. Gráfico de barras representa média ± erro padrão (n=3), com p > 0,05 em 

relação ao controle (teste t pareado).  

    

4.8. Investigação do envolvimento da via convencional e o papel do citoesqueleto 

na externalização da PDI em células musculares lisas vascular 

 

Conforme discutido à introdução, um dos objetivos de nosso estudo é investigar 

a pecPDI em células musculares lisa vasculares primárias (VSMC) e de linhagem 

(RASMC). O primeiro passo foi investigar se a PDI estaria presente na superfície dessas 
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células. A análise por biotinilação das proteínas de superfície na RASMC revelou duas 

bandas: uma banda no peso esperado 52kDa e uma segunda banda abundante com peso 

ca. 40kDa (Figura 28). O tratamento com BFA ou Mon não afetou a banda de 52kDa ou 

de 40kDa, exceto pela ligeira diminuição na banda de 40kDa. Resultado similar foi 

encontrado na VSMC (Figura 28B). Esses dados indicam que a via RE-Golgi-

Membrana plasmática não contribui na externalização da PDI nessas células.  

 

Figura 28. Efeito do tratamento com BFA e Mon na célula muscular lisa (A) RASMC foi incubada por 

4,5h com BFA e Mon 10/18µM seguida de biotinilaçãode proteínas de superfície e western blot 

utilizando anti-PDI (ABR). Barras representam média ±erro padrão (n=3) com p > 0,05 para todos os 

grupos (ANOVA com pós teste Newman-keuls), exceto para Mon 52kDa (n=2).  (B) VSMC foi incubada 

por 4,5h com BFA e Mon 18µM seguida de biotinilação de proteínas de superfície e western blot 

utilizando anti-PDI (ABR). Barras representam média ±erro padrão (n=3) com p > 0,05 para todos os 

grupos (ANOVA com pós teste Newman-keuls)  
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É importante ressaltar que o tampão de lise contêm inibidores de protease e em 

todo procedimento a célula/lisado celular foi mantido a 4oC. Essa provável clivagem da 

PDI de superfície celular está sendo investigada e resultado preliminar mostra que não é 

realizada por metaloprotease. Outras possibilidades são que (1) seja realizada por outra 

protease extracelular e (2) que ocorra durante o processo de externalização. Dados 

recentes do laboratório indicam que esta forma mais curta é detectada preferencialmente 

em ensaios de biotinilação em artérias intactas (Tanaka et al, 2015-paper submetido). 

Assim, esta banda de menor tamanho parece ser uma particularidade da VSMC, já que 

não foi usualmente observada na HUVEC.  

A imunofluorescência indireta por microscopia confocal em células musculares 

lisas de linhagem (RASMC, Basal Figura 29), cultura primária da aorta de coelho 

(Basal Figura 33) e de rato (Basal Figura 39) não permeabilizadas revelou que a PDI 

estava presente na superfície destas células de modo independente da espécie ou se a 

célula é de linhagem ou primária. Em todos os casos, a PDI de superfície celular parece 

exibir o sinal de recuperação KDEL, como sugerido pela marcação com o anticorpo que 

reconhece esta porção C-terminal da PDI. A PDI de superfície celular de VSMC tem 

padrão de marcação puntiforme análogo a descrições prévias da literatura para a 

linhagem imortalizada de célula endotelial- EA.hy926 cells (Popescu et al, 2010).   

Como visto em células não permeabilizadas na Figura 29, o tráfego da PDI para 

superfície não foi inibido na presença da BFA ou Mon. Resultado similar ao da Mon 

18µM foi obtido com Mon 10µM (dado não mostrado). A não-permeabilização das 

células como requisito para garantir a detecção de proteínas de superfície é utilizada por 

vários autores (Popescu et al, 2010, Swiatkowska et al, 2008 Shin et al, 2003, 

Mezghrani et al, 2000). Além disso, utilizamos tempo curto de fixação (20 min) e o 

laser foi ajustado de acordo com o controle negativo (incubação somente com o 
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secundário) para obtenção das imagens. Outro ponto que valida que a marcação 

observada é na superfície celular é o fato de ser nitidamente mais fraca do que a 

marcação da PDI presente no lúmen do reticulo endoplasmático (comparar Basal Figura 

29 com Basal Figura 30).  

Um resultado chamativo neste experimento foi a detecção de placas contendo 

PDI de superfície celular, também observadas com 2,5h após o tratamento com BFA 

(dado não mostrado). Para investigar se essas placas da superfície celular são 

acompanhadas de alteração de distribuição da PDI intracelular, observamos que 

RASMC permeabilizada apresenta padrão alterado, também em aglomerados/placas, de 

distribuição da PDI intracelular após o tratamento com BFA (comparar BFA Figura 29 

e 30). Especulamos, deste modo, que a placa observada à superfície seja reflexo de um 

aglomerado e/ou complexo intracelular contendo PDI que de alguma forma tem 

capacidade de exteriorização parcial. Este fenômeno foi específico desse tipo celular, 

visto que esse padrão não foi observado em HUVEC ou MEF (dado não mostrado). 

Essa formação de placas contendo proteína após tratamento com BFA não foi 

específica para PDI, pois a Erp72 (membro da família da PDI) também perde sua 

distribuição difusa e perinuclear (Figura 31A) e forma agregados intracelulares após 

tratamento com BFA (Figura 31B). A marcação de uma banda única utilizando o 

anticorpo que reconhece a Erp72 (Figura 31C) valida o resultado obtido. Em geral, 

esses dados são consistentes com a possibilidade que essas placas sejam plataformas 

que otimizam o processo de externalização da PDI e de outras proteínas. 
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Figura 29. Efeito da brefeldina A e monensina na externalização da PDI. As células musculares lisa de 

linhagem da aorta de coelho (RASMC) foram incubadas por 4,5h com BFA 10 e 18µM e Mon 10 (não 

mostrado) e 18µM como descrito na metodologia. As micrografias são representativas (n=5) da 

imunofluorescência indireta das células não permeabilizadas utilizando anti-PDI que reconhece o C-

terminal da PDI (StressGen).   

 

 

Figura 30. Efeito da brefeldina A na distribuição intracelular da PDI. As células musculares lisas de 

linhagem (RASMC) foram incubadas por 4,5h com BFA 10 e 18µM, conforme descrito na metodologia. 

As micrografias são representativas (n=3) da imunofluorescência indireta das células permeabilizadas 

com NP40 e incubada com anti-PDI (Stressgen).  
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Figura 31. Efeito da brefeldina A na distribuição intracelular da 

PDI e Erp72. (A) As células musculares lisa linhagem 

(RASMC) foram incubadas por 4,5h (B) com BFA 10µm 

conforme descrito na metodologia. As micrografias são 

representativas (n=3) da imunofluorescência indireta das 

células permeabilizadas e marcadas com anti-PDI (StressGen) 

e Erp72. (C) Avaliação da expressão da Erp72 por western blot 

na célular muscular lisa vascular (VSMC) da aorta de coelho e 

HUVEC. 
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Investigamos também se o efeito da BFA na PDI de superfície celular na VSMC 

da aorta de coelho. O resultado com a RASMC se reproduziu na VSMC (Figura 32). 

Com objetivo de avaliar se a especificidade do anticorpo contra C-terminal da proteína 

não estaria subestimando a quantidade de PDI na superfície celular, utilizamos outro 

anticorpo, o anti-PDI ABR. A marcação do anti-PDI ABR foi ligeiramente mais 

acentuada do que a marcação com anti-PDI StressGen (comparar Figura 32 com Figura 

33). Após tratamento com BFA, a presença dos aglomerados foi também visível e 

nenhuma alteração foi observada após incubação com Mon (Figura 33). Os resultados 

mostram que a via de externalização da PDI na célula muscular lisa vascular não é pela 

via de secreção clássica de proteínas.  

É importante ressaltar que não foi detectada a presença de PDI no CM após 15h 

de incubação de RASMC ou VSMC na presença ou ausência de BFA em meio sem 

SFB. Desta forma, apenas o pool de PDI de superfície celular foi investigado neste tipo 

celular. Por outro lado, foi possível detectar PDI solúvel em artérias iliacas (recém 

retiradas do animal) incubadas em meio sem SFB por 1h (dados não mostrados).  

 

Figura 32. Efeito da brefeldina A na externalização da PDI. VSMC da aorta de coelho foram incubadas 

por 4,5h com BFA 10 µM como descrito na metodologia. As micrografias são representativas (n=3) da 

imunofluorescência indireta das células não permeabilizadas utilizando anti-PDI dirigido contra o C-

terminal da PDI (Stressgen).   
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Figura 33. Efeito da brefeldina A e Monensina na externalização da PDI. VSMC da aorta de coelho foram 

incubadas por 4,5h com BFA 10, 18µM (não mostrado), Mon 10 e 18µM (não mostrado) como descrito 

na metodologia. As micrografias são representativas (n=3) da imunofluorescência indireta das células não 

permeabilizadas utilizando anti-PDI (ABR). As imagens contrastadas dos painéis inferiores evidenciam 

os contornos celulares. 

 

Processos de tráfego subcelular de proteínas são estreitamente governados pelo 

citoesqueleto celular. Para investigar se o citoesqueleto de actina participaria da 

externalização basal da PDI em células musculares lisas, realizamos experimentos com 

CytD, capaz de romper as fibras de estresse. Este efeito foi documentado pela marcação 

com faloidina (Figura 34A, painel inferior). CytD promoveu aumento pequeno 

detectável na quantidade de PDI de superfície celular (Figura 34A, painel superior), 

enquanto Methy induz mudança no padrão de marcação da PDI de superfície sem uma 

alteração clara da quantidade (Figura 34A, painel superior). Investigamos também se a 

externalização da PDI de superfície celular em VSCM é modulada com padrão similar 

ao das HUVECs em resposta aos mesmos estímulos. O ionóforo de cálcio foi eficiente 
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em aumentar a quantidade de PDI de superfície celular em RASMC (Figura 35, painel 

superior), bem como TNF-α (Figura 35, painel inferior). Ambos mostraram um padrão 

de marcação com aglomerados de proteínas, distintos da célula endotelial. 

 

Figura 34. Efeito da citocalasina D (Cyt D) e metilamina (Methy) na externalização da PDI.  RASMC 

foram incubadas por 1,5h com Cyt D 0.5µM e Methy 10mM, como descrito na metodologia. As 

micrografias são representativas (n=3) da imunofluorescência indireta das células não permeabilizadas 

utilizando anti-PDI (Stressgen). As imagens abaixo são de imunofluorescência indireta utilizando anti-

PDI (Stressgen) e Alexa Fluor R 635 phalloidin das células permeabilizadas com NP-40. 
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Figura 35. Efeito A23187 e TNF-α na externalização da PDI. RASMC foram incubadas por 4,5h em meio 

sem SFB e nos últimos 30min com ionóforo de cálcio A23187 5µM e TNF-α 50ng/mL.  As micrografias 

são representativas (n=3 para cada estimulo) da imunofluorescência indireta das células não 

permeabilizadas utilizando anti-PDI (Stressgen).  

 

Avaliamos também se o bloqueio da via clássica seria capaz de abolir o 

aparecimento da PDI de superfície celular estimulada por A23187. Como mostrado à 

Figura 36, BFA e Mon não inibiram a externalização da PDI na RASMC. Na tentativa 

de entender como a PDI seria mantida na superfície celular, realizamos ensaio para 

avaliar a importância da interação eletrostática nesse contexto. A lavagem das células 

com carbonato de sódio 0.1M pH=9.0 não afeta os níveis de PDI de superfície celular 

basal e estimulada por A23187 em VSCM de rato (Figura 37), indicando que a 

interação eletrostática não é a principal força responsável por manter a PDI na 

superfície neste tipo celular. Resultado similar foi obtido com RASMC (dado não 

mostrado). 
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Figura 36. Efeito de inibidores da via clássica de secreção na externalização da PDI estimulada por 

A23187. A RASMC foi incubada por 4,5h com BFA 10µM e Mon 18µM e nos últimos 30 minutos 

incubados com A23187 5µM conforme descrito na metodologia. As micrografias são representativas 

(n=3) da imunofluorescência indireta das células não permeabilizadas utilizando anti-PDI (Stressgen). 

 

As células apresentavam uma morfologia similar ao basal após todos os 

tratamentos realizados até o momento. Com objetivo de validar os dados, quantificamos 

a morte celular total em alguns ensaios específicos (Figura 38). De uma forma geral 

estes não foram citotóxicos, exceto um baixo nível de citotoxicidade (aumento de 7,1% 

de morte celular total) detectado após o tratamento da RASMC com BFA 18µM 

seguido do estímulo com A23187 (BFA 18µM A23) comparado ao basal.  
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Figura 37. Efeito do A23187 e carbonato de sódio na externalização da PDI. A VSCM de rato foi 

incubada por 0,5h em meio sem SFB com ionóforo de cálcio A23187 5µM (n=3). As células foram 

lavadas com carbonato de sódio 0.1M pH=9.0 por 5min (n=3), seguido imunofluorescência indireta das 

células não permeabilizadas com anti-PDI (Stressgen).   

 

 

Figura 38. Viabilidade celular da RASMC medida pela apoptose e necrose por citometria de fluxo como 

descrito na legenda das figuras anteriores e conforme descrito na metodologia. A23=A23187 5µM nos 30 

minutos (0,5h)  finais. Barras representam média ±erro padrão (n=33) com p > 0,05 para quase todos os 

grupos, exceto Cyt D x BFA 10 µM A23 ou BFA 18 µM A23 (ANOVA com pós teste Newman-keuls).
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Globalmente, nossos dados indicam que 1/4 do pool de PDI de superfície celular 

é externalizado pela via clássica de secreção de proteínas (Figura 7 e 8). Há duas 

possibilidades para justificar a saída da PDI via Golgi: (1) seus substratos seriam 

responsáveis por esconder a sua sequência KDEL, diretamente ou indiretamente (por 

promover alteração conformacional da PDI) impedindo assim o reconhecimento da PDI 

pelo receptor KDEL e (2) a sua sequência KDEL seria clivada permitindo escape 

(Turano et al, 2002, Furie & Flaumenhaft et al, 2014). A segunda opção é improvável já 

que a PDI de superfície celular apresenta o peso molecular correto. Embora o tráfego 

RE-Golgi contribua para a externalização da PDI para superfície, a rota majoritária é 

independente de Golgi e de GRASP55 (Figura 19 B).   

A PDI solúvel no meio condicionado, denominada PDI secretada, é estimulada 

por brefeldina A (Figura 10), sugerindo assim que a secreção constitutiva da PDI seja 

não-convencional do tipo IV independente de GRASP55 (Figura 19 C). Uma secreção 

independe de Golgi é corroborada pela ausência de inibição com nocodazole (Figura 

12), já que o transporte vesicular oriundo do Golgi depende de microtúbulos (Lee et al, 

2004). A secreção da PDI estimulada por nocodazole e em menor extensão por 

Citocalasina D (Figura 12) indica que o transporte da PDI é dependente de vesículas já 

que é afetado pelo rompimento do citoesqueleto (Manneville et al, 2003). Além disso, 

este transporte poderia ser regulado por RhoA de forma direta ou indireta já que o 

inibidor de RhoA reduz de forma significativa a externalização da PDI (Figura 12 A e 

C). 

PDI é detectada em vesículas que não contêm vWF e colocaliza parcialmente 

com a quimiocina Gro-α em grânulos pequenos em células endoteliais (Jasuja et al, 

2010) e silenciamento de HPS6 (proteína envolvida na biogênese grânulos denso em 

plaquetas, outros grânulos e de lisossomos em células endoteliais) inibe secreção da PDI 



Discussão| 75 

 

estimulada por trombina em HUVEC e plaquetas (Shardan et al, 2015). O trafégo 

constitutivo da PDI de superfície celular e PDI secretada por uma via vesicular também 

é sugerido pelo fato da secreção não-convencional (não-vesicular) do tipo I  e do tipo II 

inibidas por clorato de sódio/neomicina e gliburide, respectivamente, não inibirem a 

externalização da PDI (Figura 16 e 17). Uma via secretória da PDI dependente de 

lisossomos ou autofagossomos (secreção não-convencional do tipo III), inibidos pela 

exposição à bafilomicina e metilamina, foi descartada (Figura 17).  

A rota utilizada pela PDI também não é pela via dependente de endossoma de 

reciclagem ou de ATP, pois N-etilmaleimida (Figura 18 A) e 2,4-dinitrofenol (DNP) 

não foram capazes de inibir a externalização da PDI (Figura 17). Alguns pontos 

marcantes da secreção da PDI são: (1) regulação por cálcio (Figura 18 B e 25 A), (2) 

por lipid rafts (Figura 20) e (3) sua endocitose ocorre preferencialmente via clatrina 

(Figura 21). Outro fator relevante é que a PDI recém-sintetizada não parece constituir o 

pool de PDI que sai da célula (Figura 27). É possível também que a inibição de síntese 

protéica aumente a mobilização da PDI direcionada para a secreção, e que outro pool 

além do recém-sintetizado passe a ser utilizado.  

É interessante ressaltar que apenas uma pequena fração da PDI intracelular foi 

externalizada. No entanto, o fato da PDI ser uma enzima, a mesma PDI pode interagir e 

modular inúmeros substratos de forma sequencial, reduzindo um e posteriormente 

oxidado outro, ou ainda isomerizando pontes dissultefos. Portanto, um pequeno 

aumento na quantidade de pecPDI pode ter um grande impacto. Nossos dados dão 

suporte à idéia de que ocorre uma estrita regulação dos níveis de pecPDI e que a 

ausência de efeito ou até mesmo esfeito estimulatório de alguns inibidores reflita a 

importância da manutenção da quantidade de pecPDI para sobrevivência e homeostase 

da célula.  
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Em termos de resposta patológica a externalização da PDI não é afetada pelo 

choque térmico, mas é reduzida no período de recuperação (Figura 23). Já o estresse do 

RE promove efeito imediato de aumento da PDI secretada, mas não afeta PDI de 

superfície celular (Figura 24). Esta diferença na PDI de superfície celular e PDI solúvel 

pode ser justificada pela atuação mais abragente autócrina e parácrina da PDI solúvel, 

ao contrário da PDI de superfície celular que tem atuação apenas autócrina. Em 

conjunto esses dados indicam que a regulação dos níveis de pecPDI são dependentes do 

estresse celular e do tipo celular (Terada et al, 1995). 

De forma geral, nossos resultados sugerem que a externalização da PDI por 

células endoteliais é parcialmente pela via clássica de secreção de proteínas para PDI de 

superfície celular. A fração majoritária da PDI de superfície celular e toda PDI secretada 

segue uma rota não-convencional do tipo IV independente de GRASP55 (Figura 39). 

Não podemos descartar que a secreção da PDI ocorra via fusão de vesículas oriundas do 

RE cortical com a membrana plasmática, e por isso seus níveis não seriam reduzidos 

pela inibição das rotas testadas (Figura 39). Essa hipótese é plausível (Fox et al, 2013), 

pois a PDI é detectada no RE cortical em células HeLa por criomicroscopia eletrônica 

(Giordano et al, 2013, Jasuja et al, 2010).  

Nós temos evidências de que a PDI segue uma via independente de golgi 

também em células musculares lisas vascular na condição basal (Figura 28 e 29) e na 

presença dos agonistas PMA, trombina e ATP em células endoteliais. É interessante 

notar que estresses que gerem dano celular, e consequente aumento das concentrações 

extracelulares de ATP, podem promover de forma indireta secreção estimulada da PDI 

em células endoteliais. Um ponto importante é se modificações pós-traducionais 

poderiam funcionar como sinal para endereçar PDI para a rota secretória, como é o caso 

da anexina 2 (Deora et al, 2004).  



Discussão| 77 

 

 

Figura 39. Esquema das possíveis vias pela qual a PDI é externalizada. A PDI pode sair da célula 

através da via clássica no caso da PDI de superfície celular, mas a fração majoritária da PDI de superfície 

celular e toda PDI secretada sai pela via não convecional do tipo IV independente de GRASP55. A saída 

da PDI também pode envolver vesículas oriundas do RE cortical. As vias de secreção não-convencional 

do tipo I, II e III foram descartadas.  
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5.5.5.5. ConclusõesConclusõesConclusõesConclusões    
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• Um pool da PDI de superfície em células endoteliais é externalizado pela via 

clássica de secreção de proteínas, enquanto a fração majoritária sai pela via não-

convencional independente de golgi e de GRASP55.  

 

• O tráfego da PDI de superfície em célula muscular lisa vascular é independente de 

golgi. 

 

• A associação da PDI na superfície de células endoteliais e musculares lisas 

vascular não é dependente de interação eletroestática. 

 

• A PDI solúvel no meio condicionado de célula endotelial é secretada pela via não-

convencional de secreção do tipo IV independente de GRASP55.  

 

• A secreção não-convencional do tipo I, II, III, lisossomos secretórios e endossoma 

de reciclagem não participam do tráfego basal da PDI em células endoteliais. 

 

• A rota secretória da PDI estimulada por PMA, ATP e trombina em células 

endoteliais é independente de Golgi.   

 

• A endocitose da PDI solúvel é mediada por clatrina em células endoteliais.  

 
• Estresse do RE aumenta os níveis de PDI solúvel, mas não afeta a quantidade de 

PDI de superfície. 

 
• Choque térmico não altera a secreção da PDI, enquanto a recuperação ao estresse 

diminui os níveis de PDI solúvel.
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