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RESUMO 

Quiescina/sulfidril oxidase 1 (QSOX1) é uma flavoproteína predominantemente 
secretada (isoforma b) que contribui na montagem da matriz extracelular e regulação 
de proteínas como laminina, fibronectina e colágeno. Também modula a proliferação, 
migração e adesão de células tumorais, células musculares lisas e fibroblastos, 
sugerindo que pode atuar como promotor ou supressor de tumores, marcador tumoral, 
marcador de insuficiência cardíaca e regulador da função vascular. Nosso grupo 
mostrou, previamente que QSOX1b induz a proliferação e migração de células 
musculares lisas de aorta, através de superóxido e peróxido de hidrogênio 
intracelulares, respectivamente. Porém os mecanismos moleculares envolvidos 
nesses processos continuam desconhecidos. Neste trabalho, utilizando 
imunofluorescência indireta e western blot foi avaliada a internalização de QSOX1b 
recombinante. Através da técnica de scratch foi avaliada a migração celular induzida 
pela QSOX1b recombinante endocitada e foram utilizados inibidores da endocitose 
para caracterizar esse processo. As imagens adquiridas por microscopia confocal 
mostraram uma rápida internalização da QSOX1b recombinante selvagem e mutada 
e a co-localização com EEA1 e Rab5, mas não com Rab7, indicando a presença da 
QSOX1b nos endossomos iniciais, mas não nos endossomos tardios. Os ensaios de 
scratch evidenciaram que a incubação com 500 nM de QSOX1b recombinante 
endocitada durante 30 minutos foi suficiente para induzir a migração celular nas 
próximas 24 horas. A inibição da endocitose mediada por caveola com metil-β-
ciclodextrina ou com silenciamento gênico da caveolina 1, diminuiu drasticamente o 
efeito pró-migratório da QSOX1b selvagem. Esse efeito também foi confirmado por 
imunofluorescência, observando-se que QSOX1b recombinante ficou restrita à 
superfície celular após a inibição química ou gênica da endocitose. Como detectamos 
que QSOX1b colocaliza com Nox1, e de acordo com dados previamente publicados, 
aqui propomos que QSOX1 pode ser endocitada e internalizada com Nox1 e ativar 
Nox1 nos endossomos levando à produção de espécies reativas de oxigênio que 
possam promover a migração celular. Nossos dados não só proporcionam informação 
nova sobre a localização endossomal de QSOX1b, mas também apresentam um novo 
mecanismo regulador da migração celular. 

 

Palavras-chave: Migração celular. Quiescina/sulfidril oxidase. Endocitose. Caveola. 
Nox1. Fibroblastos.  

  



 
 

ABSTRACT 

Quiescin/sulfhydryl oxidase 1 (QSOX1) is a predominantly secreted flavoprotein 
(isoform b) that contributes to the assembly of the extracellular matrix and regulation 
of proteins such as laminin, fibronectin and collagen. It also modulates the proliferation, 
migration and adhesion of tumor cells, smooth muscle cells and fibroblasts, suggesting 
that it may act as a tumor promoter or suppressor, tumor marker, heart failure marker 
and vascular function regulator. Our group previously showed that QSOX1b induces 
the proliferation and migration of aortic smooth muscle cells through intracellular 
superoxide and hydrogen peroxide, respectively. However, the molecular mechanisms 
involved in these processes remain unknown. In this work, using indirect 
immunofluorescence and western blot, the internalization of recombinant QSOX1b 
was evaluated. Through the scratch assay, cell migration induced by endocytosed 
recombinant QSOX1b was evaluated and endocytosis inhibitors were used to 
characterize this process. Images acquired by confocal microscopy showed rapid 
internalization of wild-type and mutant recombinant QSOX1b and co-localization with 
EEA1 and Rab5, but not Rab7, indicating the presence of QSOX1b in early endosomes 
but not in late endosomes. Scratch assays showed that incubation with 500 nM 
endocytosed recombinant QSOX1b for 30 minutes was sufficient to induce cell 
migration in the next 24 hours. Inhibition of caveola-mediated endocytosis with methyl-
β-cyclodextrin or caveolin 1 gene knockdown, dramatically decreased the pro-
migration effect of wild-type QSOX1b. This effect was also confirmed by 
immunofluorescence, showing that recombinant QSOX1b was restricted to the cell 
surface after chemical or gene inhibition of endocytosis. As we detected that QSOX1b 
colocalizes with Nox1, and in accordance with previously published data, here we 
propose that QSOX1 can be endocytosed and internalized with Nox1 and activate 
Nox1 in endosomes leading to the production of reactive oxygen species that can 
promote cell migration. Our data not only provide new information about the endosomal 
localization of QSOX1b, but also present a new regulatory mechanism of cell 
migration. 

 

Keywords: Cell migration. Quiescin/sulfhydryl oxidase. Endocytosis. Caveola. Nox1. 
Fibroblasts. 
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1 INTRODUÇÃO  

A migração celular é um processo fundamental para manter diversos 

fenômenos fisiológicos como a homeostase tecidual, cicatrização de feridas, 

desenvolvimento embrionário e resposta imune. Falhas na migração celular podem 

desencadear vários problemas desde feridas que não cicatrizam, deficiências 

imunológicas até condições patológicas mais graves como inflamação, fibrose, 

aterosclerose e metástase do câncer (Trepat et al., 2012; Wilson et al., 2018, 

SenGupta et al., 2021).  

Um importante regulador da migração celular é a endocitose. Através do 

trafego endocítico são internalizados receptores de fatores de crescimento e 

quimiocinas. Também são recicladas e distribuídas integrinas e caderinas 

moduladoras da adesão celular, e metaloproteases que reorganizam a matriz 

extracelular na quimiotaxia. Esses mecanismos ativam cascatas de sinalização que 

levam à reorganização do citoesqueleto de actina e finalmente à migração celular 

(Maritzen et al., 2015; Wilson et al., 2018). 

Quiescina/sulfidril oxidase 1 (QSOX1) é uma flavoenzima predominantemente 

secretada que catalisa a formação de pontes dissulfeto. Foi mostrado que QSOX1 

modula a proliferação, migração e adesão de células tumorais. O aumento da 

expressão de QSOX1 foi confirmado em células tumorais da próstata (Ouyang et al., 

2005; Song et al., 2009; Baek et al., 2018), mama (Katchman et al., 2013; Soloviev et 

al., 2013; Knutsvik et al., 2016), pâncreas (Antwi et al., 2009; Katchman et al., 2011), 

neuroblastoma (Araújo et al., 2014) e mesotelioma pleural (Lacerenza et al., 2020). 

Além disso, a inibição da atividade da sulfidril oxidase e a inibição gênica da QSOX1 

demonstrou suprimir o fenótipo proliferativo, migratório e invasivo em linhagens 

celulares de câncer renal, de mama, de pulmão e de pâncreas (Hanavan et al., 2015; 

Fifiel et al., 2020; Sung et al., 2018).  

Em doenças cardiovasculares a QSOX1 também tem ganhado atenção 

devido a seu papel protetor frente ao dano oxidativo em placas ateroscleróticas e 

cardiomiócitos e a sua participação no remodelamento vascular (de Andrade et al., 

2011; Caillard et al., 2018; Borges et al., 2015). Nesse sentido, nosso grupo mostrou 

que QSOX1b extracelular induz a proliferação e migração de células musculares lisas 

de aorta de rato (VSMC), provavelmente contribuindo para a formação da neoíntima 
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(Borges et al., 2015). A migração induzida por QSOX1b em VSMC foi dependente da 

atividade enzimática e do peróxido de hidrogênio derivado de Nox1 (França et al., 

2020). 

Apesar que os efeitos da QSOX1 têm sido principalmente atribuídos à sua 

função sulfidril oxidase na matriz extracelular, promovendo a organização e 

incorporação de proteínas como laminina, fibronectina e colágeno (Ilani et al., 2013; 

Javitt et al., 2018; Feldman et al., 2020). Observações previas também sugeriram que 

QSOX1b exógena interage com a membrana plasmática e depois é rapidamente 

internalizada pelas VSMC (Martinez, 2018). Porém, todos esses dados ainda são 

insuficientes para entender completamente os mecanismos moleculares envolvidos 

na migração induzida pela QSOX1.  

Uma vez que a migração celular é um passo chave na progressão e invasão 

tumoral e também no reparo tecidual, neste trabalho em uma etapa preliminar 

avaliamos a internalização de QSOX1b em VSMC de cultura primária e procuramos 

possíveis alvos. Na sequência, avaliamos o efeito da QSOX1b nos fibroblastos L929, 

como modelo alternativo às células de musculo liso, demonstrando que QSOX1b 

também estimula a migração nestas células. Além disso caracterizamos uma via 

endocítica que medeia a migração celular induzida pela QSOX1b exógena.   
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2 OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL 

 Caracterizar os mecanismos envolvidos na migração de fibroblastos da 

linhagem L929 induzida pela QSOX1b recombinante 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Avaliar o efeito de QSOX1b exógena nas células L929 

 Avaliar a internalização de QSOX1b exógena em diferentes tempos 

 Avaliar o efeito da temperatura na internalização 

 Avaliar a localização de QSOX1b nos endossomos 

 Avaliar o efeito da endocitose de QSOX1b na migração celular 

 Avaliar o tipo de endocitose de QSOX1b através de inibidores específicos  

 Silenciar uma proteína essencial na endocitose e avaliar o efeito na 

migração celular  

 Avaliar o efeito de QSOX1b na transição de fibroblastos a miofibroblastos  
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

3.1 PROTEÍNA QSOX1 

3.1.1 Estrutura   

Quiescina/sulfidril oxidase 1 (QSOX1) é uma flavoenzima que catalisa a 

formação de tióis a dissulfeto com redução de oxigênio molecular a peróxido de 

hidrogênio (Coppock & Thorpe, 2006). Em humanos, é codificada pelo gene QSCN6, 

que produz duas isoformas mediante processamento alternativo: QSOX1a (isoforma 

longa, 74 kDa), que possui um domínio transmembrânico e é detectada principalmente 

no complexo de Golgi, reticulo endoplasmático e vesículas secretoras, e QSOX1b 

(isoforma curta, 65 kDa) que apresenta-se no Golgi mas é predominantemente 

secretada (Chakravarthi et al, 2007; Radom et al, 2006; Kodali & Thorpe, 2010; 

Benayoun et al., 2001; Zanata et al., 2005; Israel et al., 2014). 

Estruturalmente, como visto na figura 1, as duas isoformas são resultado da 

fusão de duas grandes superfamílias: tiorredoxina (Trx) e essential for respiration and 

vegetative growth (ERV). A sequência primária da QSOX1 consiste em um domínio 

Trx1 na porção N-terminal, seguido de um domínio Trx2 e um domínio rico em hélices 

(HRR), que é exclusivo das QSOX (Coppock et al., 1998), e um domínio ALR/ERV na 

porção C-terminal (Kodali & Thorpe, 2010).  

FIGURA 1. REPRESENTAÇÃO DOS DOMÍNIOS DAS ISOFORMAS LONGA E CURTA DA QSOX1 

 

Nota: As estruturas mostram os domínios Trx1, Trx2, HRR (helix rich domain) e ERV/ALR. Os 3 motivos 
CxxC, a região de ligação do FAD e o domínio transmembrânico (TM) são também representados. 
FONTE: Figura adaptada de KODALI & THORPE (2010). 

3.1.2 Atividade sulfidril oxidase  

O domínio Trx1 e o domínio ALR/ERV da QSOX1 possuem um e dois motivos 

tiorredoxina (CxxC) respectivamente (Coppock & Thorpe, 2006), como mostrado na 
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Figura 1. A atividade sulfidril oxidase está diretamente relacionada à presença desses 

motivos CxxC, sendo o primeiro e segundo motivo (C70xxC73 e C449xxC452), essenciais 

para a atividade enzimática. A transferência dos dois elétrons do substrato reduzido 

(tióis) tem a seguinte ordem: substrato reduzido→C70xxC73→C449xxC452→FAD→O2. 

Por estudos cristalográficos foi determinado que no estado basal, a distância entre o 

primeiro e o segundo motivo é de 40Å e por ser grande é impossível uma transferência 

eletrônica. Mas, durante a catálise, os domínios TRX1 e ALR/ERV se reorientam e 

aproximam, permitindo assim a reação redox entre os resíduos de cisteínas, como 

observado na figura 2 (Alon et al., 2012).  

FIGURA 2. FLUXO DE EQUIVALENTES REDUTORES NOS CENTROS REDOX EM QSOX 

 

Nota: acima, o fluxo de equivalentes redutores de um substrato (seta 1) segue através dos dois motivos 
CxxC redox-ativos (seta 2), do anel de flavina (seta 3) chegando ao oxigênio molecular (seta 4). 
Embaixo, reorientação dos domínios TRX1 e ALR/Ver para permitir o fluxo de elétrons. FONTE: 
THORPE LAB (2016). 
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3.1.3 Expressão e localização  

Com exceção de fungos e leveduras, QSOX1 está presente em vários 

organismos como Arabidopsis thaliana (Limor-Waisberg et al., 2012; Sevier, 2012), 

Oryza sativa (Du et al, 2020), Caenorhabditis elegans (Coppock et al., 1998), 

Trypanosoma brucei (Thorpe & Coppock, 2002), Plasmodium berghei (Zheng et al, 

2020), insetos (Magalhães et al., 2008), aves e mamíferos (Thorpe & Coppock, 2007).  

Em mamíferos foi observado que se expressa em locais como trato reprodutor 

masculino (Ostrowski e Kestler, 1980; Benayoun et al., 2001; Iskandar et al., 2023), 

tecido uterino (Musard et al, 2001), fibroblastos de pulmão (Coppock et al., 1993), 

ilhotas de Langerhans, glândula parótida, glândulas apócrinas da pele, células no 

intestino que secretam peptídeos e proteínas (Coppock e Thorpe, 2006), epiderme 

(Matsuba et al., 2002), encéfalo (Mairet-Coello et al., 2004; 2005), glândula sebácea, 

placenta (Thorpe e Coppock, 2007) e leite bovino (Jaje et al., 2007). 

A nível intracelular QSOX1 foi descrita no retículo endoplasmático (embora 

não tenha sequência de retenção no RE), complexo de Golgi e vesículas secretoras 

(Kodali & Thorpe, 2010). Por ter um domínio transmembrânico, a QSOX1a localiza-se 

no complexo de Golgi e parece participar do dobramento oxidativo intracelular de 

proteínas com destino extracelular (Chakravarthi et al., 2007). Já a QSOX1b 

apresenta-se no Golgi, mas é principalmente secretada ao meio extracelular, como 

demonstrado no líquido seminal de rato (Benayoun et al., 2001), no soro de mamífero 

(Zanata et al., 2005; Israel et al., 2014) em plasma e recentemente em exossomos 

(Ganig et al., 2021) de fibroblastos. 

3.1.4 Função biológica  

As funções da QSOX1 em condições normais e patológicas são diversas. Os 

primeiros estudos mostraram que QSOX1 regula negativamente o ciclo celular em 

fibroblastos embrionários e células epiteliais de endométrio (Coppock et al., 1993; 

2000; Musard et al., 2001). Por outro lado, a elevada expressão de QSOX1 

principalmente em tecidos derivados do mesoderma e ectoderma sugeriu um papel 

regulatório no desenvolvimento fetal de camundongos (Portes et al., 2008). 

Recentemente foi mostrado que QSOX1 no Golgi ativa sialiltransferases que 

glicosilam mucinas formadoras do muco intestinal. Animais knockout para QSOX1 
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apresentam alteração na microbiota e colite (Ilani et al., 2023). Esse papel variado em 

condições normais também é observado em doenças como detalhado a seguir.   

3.1.4.1 QSOX1 no câncer  

A expressão aumentada de QSOX1 foi confirmada em células tumorais de 

próstata (Ouyang et al., 2005; Song et al., 2009; Baek et al., 2018), mama (Katchman 

et al., 2013; Soloviev et al., 2013; Knutsvik et al., 2016), pâncreas (Antwi et al., 2009; 

Katchman et al., 2011), neuroblastoma (Araújo et al., 2014) e mesotelioma pleural 

(Lacerenza et al., 2020). Morel e colaboradores (2007) indicaram um possível papel 

protetor da QSOX1 frente a apoptose, pois observaram que células MCF-7 que 

superexpressavam QSOX1 eram mais resistentes à morte celular causada por 

estresse oxidativo, possivelmente devido à preservação da polarização mitocondrial. 

Hanavan e colaboradores (2015) mostraram que a expressão de QSOX1 favorece o 

crescimento tumoral de pâncreas (in vivo) e observaram também uma diminuição 

significativa da invasão de células tumorais de pâncreas e rim (in vitro) quando a 

atividade enzimática da QSOX1 foi inibida com Ebselen, um composto de 

organoselênio de conhecida atividade anti-inflamatória e antioxidante, ao qual se une 

covalentemente. Da mesma forma, foi mostrado que o composto SBI-183 inibe a 

atividade da QSOX1 e em consequência suprime o fenótipo proliferativo e invasivo 

em linhas celulares de câncer renal, mama, pulmão e pâncreas (Fifiel et al., 2020). 

Células tumorais de pulmão também mostraram uma diminuição na migração e 

invasão quando QSOX1 foi silenciada (Sung et al., 2018). Geng e colaboradores 

(2020) sugeriram que QSOX1 regula positivamente a migração e proliferação celular 

parcialmente através da via PI3K/Akt em células de glioblastoma. Recentemente 

também, através de analise bioinformática, o gene da QSOX1 foi associado a estágios 

clínicos de carcinoma de tireoide (Pan et al., 2021).  

A alta expressão da QSOX1 nesses tipos celulares e tumores indica que ela 

está diretamente relacionada com a progressão tumoral e baixa sobrevivência, devido 

à estimulação da proliferação celular, ativação de metaloproteases (Katchman et al., 

2011; 2013) e regulação da matriz extracelular (Lake & Faigel, 2014).  

Por outro lado, foi observado que a superexpressão de QSOX1 levou a 

redução da proliferação celular e do potencial invasivo em células de câncer de mama 

(Pernodet, 2012) e ainda foi levantada a hipótese da QSOX1 inibir a autofagia e em 
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consequência reduzir a invasão celular e crescimento tumoral (Poilet et al., 2014). Em 

geral, esses resultados associam a presença da QSOX1 com um melhor prognóstico 

para pacientes oncológicos, ideia que também foi fortalecida pelo grupo de Zhang 

(2019), que mostrou que QSOX1 tem um efeito inibidor do potencial invasivo e 

metastático em carcinoma hepatocelular, suprimindo vias de integrina/FAK e 

EGFR/Raf/ERK e promovendo a apoptose destas células. Na continuação, foi 

mostrado que QSOX1 afeta a capacidade antioxidante de células de carcinoma 

hepatocelular ao impedir a ativação de NRF2 (conhecido regulador da resposta 

antioxidante). Essa regulação negativa de NRF2 é mediada pela inibição da 

sinalização de EGFR após QSOX1 e esta facilita sua ubiquitinação e posterior tráfego 

endossomal (Sun et al., 2021).  

Estas evidências embora contrastantes, sugerem que o papel da QSOX1 

como promotor ou supressor de tumores varia dependendo do tipo e estágio do tumor. 

Mesmo assim, o nível de expressão da proteína associada com a progressão da 

doença poderia ser utilizado como biomarcador e um possível alvo terapêutico.  

3.1.4.2 QSOX1 em doenças cardiovasculares  

A função da QSOX1 nas doenças cardiovasculares ainda não é compreendida 

completamente, mas sua participação nestas patologias tem adquirido importância. A 

elevada expressão de QSOX1 na placa aterosclerótica foi associada com um papel 

protetor contra apoptose por dano oxidativo (de Andrade et al., 2011). Além disso, um 

estudo baseado em proteômica identificou a QSOX1 como um biomarcador de 

insuficiência cardíaca aguda descompensada. Nesse estudo os pacientes com esta 

patologia apresentaram níveis plasmáticos elevados de QSOX1 solúvel (Mebazaa et 

al., 2012). Também foi mostrado em camundongos que a deleção de QSOX1 induziu 

insuficiência cardíaca caracterizada por estresse crônico do reticulo endoplasmático, 

assim como uma resposta inflamatória por disfunção contrátil cardíaca e um severo 

dano oxidativo, sugerindo que QSOX1 tem um papel cardioprotetor e representa um 

alvo de interesse no diagnóstico e tratamento de insuficiência cardíaca aguda (Caillard 

et al., 2018). Recentemente um estudo avaliou RNA circulares em sangue de 

pacientes com infarto agudo de miocárdio e identificou níveis mais altos de expressão 

de RNA de QSOX1 em pacientes que tinham desenvolvido disfunção ventricular após 
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o infarto sugerindo que QSOX1 podia ser um marcador prognóstico para esta 

patologia (Vanhaverbeke et al., 2019).  

No tecido neointimal de carótidas de rato, também foi altamente expressa 

após lesão por cateter balão e foi parcialmente responsável pelo espessamento da 

neoíntima (Borges et al., 2015). É conhecido que as células musculares lisas 

constituem o único tipo celular na camada media da parede das artérias, e tem um 

papel importante na função vascular (Chi et al., 2019). Nesse sentido, nosso grupo 

recentemente tem observado mediante ensaios in vitro que QSOX1 extracelular induz 

a proliferação e migração de células musculares lisas de aorta de rato (VSMC). A 

proliferação independe da atividade sulfidril oxidase e é mediada por superóxido 

intracelular cuja fonte pode ser Nox1 ou outra fonte alternativa; já a migração depende 

da atividade enzimática e é mediada por peróxido de hidrogênio derivado de Nox1 

(França et al., 2020). 

3.1.4.3 Papel da QSOX1 na matriz extracelular  

Por sua localização extracelular, acredita-se que a QSOX1 contribua na 

remodelação da matriz extracelular e montagem de proteínas extracelulares. Assim, 

Katchman e colaboradores (2013), sugeriram que as metaloproteases poderiam ser 

substratos da QSOX1, sendo ativadas através do switch de cisteínas ou pelo ambiente 

oxidativo. Neste estudo foi mostrado que o silenciamento de QSOX1 diminuiu a 

atividade funcional das MMP-9 e MMP-2. E como a expressão dos mRNA destas 

MMPs se manteve constante, concluíram que QSOX1 podia ativar estas MMPs de 

forma pós-traducional.  

Além disso, foi demonstrado que QSOX1 recombinante extracelular é 

importante para a adesão celular e incorporação de trímeros solúveis de laminina na 

matriz extracelular de fibroblastos, em um processo que depende da atividade sulfidril 

oxidase (Ilani et al., 2013). Este mesmo grupo, com o objetivo de descobrir as 

interações redox da QSOX1 em ambientes fisiológicos, gerou mutantes da proteína 

para estabilizar a interação da enzima com seus substratos e mostraram que a 

expressão de fibronectina na matriz extracelular, assim como a proliferação e adesão 

celular também foram severamente reduzidas quando os fibroblastos foram tratados 

com QSOX1 recombinantes com os resíduos de prolina mutados, sugerindo que a 

QSOX1 pode utilizar os loops de prolina para interagir com seus substratos na matriz 
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extracelular (Javitt et al., 2018). Recentemente, um estudo genético feito em 

camundongos para detectar características da osteoporose identificou o gene da 

QSOX1 como responsável de um lócus que influencia na acumulação de osso cortical 

e na resistência óssea. Acredita-se que esta função da QSOX1 também possa estar 

relacionada com a modulação da matriz extracelular (Al-Barghouthi et al., 2021). O 

uso de anticorpos inibidores da QSOX1 também reduziu o crescimento tumoral e a 

metástase em modelo murino de câncer de mama e melanoma. A inibição de QSOX1 

nesses casos levou à desorganização das redes de colágeno e fibronectina da matriz, 

criando dessa forma um microambiente desfavorável para adesão, proliferação e 

migração de células tumorais (Feldman et al., 2020). 

3.2 ENDOCITOSE  

A endocitose é um mecanismo pelo qual as células internalizam solutos, 

macromoléculas e partículas através da membrana plasmática, junto com as proteínas 

e lipídeos que a constituem. Este processo permite a absorção de nutrientes, 

internalização e modulação de receptores, regulação da sinalização celular e outros 

processos essenciais para o funcionamento das células (Kumari et al., 2010; Elkin et 

al., 2016; Hinzé et al., 2018; Sigismund et al., 2021). Depois de internalizadas, as 

macromoléculas e proteínas trafegam e são classificadas dentro de uma série de 

compartimentos tubulovesiculares conhecidos como endossomos, através dos quais 

podem seguir diferentes destinos: podem ser recicladas para membrana plasmática, 

podem ser enviadas ao complexo de Golgi, podem ir para degradação nos 

lisossomos, ou em células polarizadas podem ser transportadas até o outro lado da 

célula num processo chamado de transcitose (Elkin et al., 2016). 

3.2.1 Reguladores da endocitose 

Os compartimentos endossomais passam por um processo de 

amadurecimento desde endossomos iniciais até endossomos tardios, o qual leva a 

diminuição do pH do lúmen, alteração nos lipídeos de fosfatidilinositol e recrutamento 

e ativação de GTPases da família Rab (Elkin et al., 2016).  

As Rab são pequenas GTPases monoméricas altamente conservadas que 

possuem funções importantes na regulação do trafego de membranas e 

compartimentação no sistema de endomembranas (Elkin et al., 2016). Existem 
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aproximadamente 20 proteínas Rab que participam no trafego endocítico, 

coordenando os processos de classificação, reciclagem e degradação da carga como 

observado na figura 3. A endocitose e a fusão com os endossomos iniciais está 

regulada principalmente por Rab5 e Rab21. Após a classificação, a reciclagem das 

moléculas para a membrana plasmática está regulada em rotas rápidas por Rab4, 

Rab14 e Rab15, e em rotas lentas por Rab11a, Rab15 e Rab22a. O transporte dos 

endossomos iniciais para tardios e a fusão de endossomos tardios com os lisossomos 

está regulado por Rab7. O retorno da carga para o complexo de Golgi desde os 

endossomos iniciais está regulado por Rab6; e desde os endossomos tardios, por 

Rab9 (Agola et al., 2011; Wandinger-Ness et al., 2014). 

FIGURA 3. TRÁFEGO ENDOCÍTICO 

 

Nota: as vesículas internalizadas seguem um processo de fusão com endossomos iniciais onde a carga 
pode ser classificada para endossomos tardios, endossomos de reciclagem ou complexo de Golgi. 
FONTE: figura adaptada de ELKIN et al., 2016. 

3.2.2 Tipos de endocitose 

As diferentes vias endocíticas classificam-se segundo a escala da invaginação 

inicial da membrana plasmática. A ingestão de partículas de grande tamanho, superior 

a 500 nm, ocorre geralmente através de fagocitose ou de macropinocitose. Esses dois 

processos caracterizam-se por depender da maquinaria de polimerização de actina e 

possuem uma cinética mais lenta (Figura 4). Na fagocitose, grandes partículas são 

absorvidas pelas células, levando à deformação da membrana plasmática que logo 

envolverá a partícula gerando assim o fagossomo, este processo é especifico e está 
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mediado por receptores. Por outro lado, na macropinocitose as células internalizam 

grandes quantidades de liquido extracelular contendo solutos e membrana e inicia-se 

pela polimerização de actina formando extensões na membrana conhecidas como 

rufles que logo formarão grandes vesículas chamadas de macropinossomos. 

Diferentemente da fagocitose, a macropinocitose não depende de receptores de 

superfície sendo um mecanismo menos específico (Kumari et al., 2010; Lin et al., 

2020).  

FIGURA 4. ENDOCITOSE EM MACROESCALA 

 

NOTA: eventos moleculares durante os processos de fagocitose (superior) e macropinocitose (inferior). 
Nos dois casos observa-se a deformação da membrana plasmática e polimerização de actina. FONTE: 
KUMARI et al., 2010. 

Cargas menores que 200 nm são internalizadas por processos endocíticos que 

se classificam segundo o tipo de revestimento da vesícula (Kumari et al., 2010). Os 

dois tipos mais estudados são a endocitose mediada por clatrina e a endocitose 

mediada por caveolas (Figura 5).  
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A endocitose mediada por clatrina é a principal via endocítica nas células de 

mamíferos e é responsável pela captação de receptores de superfície unidos aos seus 

ligantes. A clatrina é a proteína que reveste as vesículas, sendo capaz de revestir 

vesículas de 100 – 200 nm de diâmetro. De forma geral, este processo envolve o 

reconhecimento da carga e a montagem do revestimento, seguido pela invaginação 

da membrana e, finalmente a fissão da membrana, catalizada pela dinamina. Depois 

de liberadas as vesículas, o revestimento de clatrina é desmontado pela ATPase 

HSC70, permitindo que a vesícula sem revestimento possa fusionar-se com o 

endossomo inicial e entregar sua carga (Kumari et al., 2010; Elkin et al., 2016; Mettlen 

et al., 2018). 

A endocitose mediada por caveolas é a segunda via endocítica melhor 

estudada. As caveolas são invaginações da membrana plasmática em forma de 

frasco, com 50 – 100 nm de diâmetro e são formadas pela montagem de caveolinas, 

proteínas integrais da membrana que se ligam diretamente ao colesterol de 

membrana e cavinas, proteínas do revestimento citosólico (Kumari et al., 2010; Elkin 

et al., 2016). São encontradas em vários tipos de células, incluindo adipócitos, células 

endoteliais, células musculares, fibroblastos e astrócitos (Matthaeus et al., 2021). Este 

tipo de endocitose é desencadeada pela ligação do ligante aos receptores de carga 

concentrados nas caveolas. O brotamento de cavéolas da membrana plasmática é 

regulado por quinases e fosfatases, e assim como a endocitose mediada por clatrina, 

a dinamina é necessária para liberação destas vesículas (Khan et al., 2020). 
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FIGURA 5. ENDOCITOSE EM MICROESCALA 

 

Nota: processos endocíticos a microescala que são mediados por clatrina (esquerda) ou caveolae 
(direita). Nos dois casos, dinamina é requerida para a fissão das invaginações da membrana 
plasmática. FONTE: KUMARI et al., 2010. 

3.2.3 Inibidores da endocitose 

A endocitose pode ser inibida por meios farmacológicos e genéticos.  Dentre 

os inibidores químicos clássicos temos a citocalasina D e latrunculina, conhecidos 

inibidores da polimerização de actina. Podem utilizar-se para estudar os mecanismos 

de captação dependentes de actina como fagocitose e macropinocitose (Kuhn et al., 

2014). A sacarose hipertônica é outro tratamento usado para bloquear a endocitose 

mediada por clatrina, impedindo a interação de clatrina com seus adaptadores, porem 

foi reportado que causa encolhimento celular e pode levar a alterações no 

citoesqueleto de actina cortical. A clorpromazina é uma droga anfipática catiônica que 

leva ao bloqueio da endocitose mediada por clatrina pois impede a montagem de 

clatrina e proteínas adaptadoras nas membranas endossomais, depletando-as da 

membrana plasmática. As nistatinas e ciclodextrinas (como metil-β-ciclodextrina) 

utilizam-se para depletar o colesterol da membrana plasmática das células levando 

ao bloqueio da endocitose mediada por caveola e balsas lipídicas. Porém foi reportado 

que estes inibidores também poderiam inibir a endocitose mediada por clatrina pois a 

captação de clatrina requer colesterol. Esses inibidores químicos clássicos podem agir 

de maneira inespecífica e, portanto, é necessária cautela ao interpretar os achados. 
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No entanto, esses inibidores são amplamente disponíveis e seus efeitos na endocitose 

são rápidos pelo que podem ajudar a caracterizar a entrada de uma proteína cargo. 

O uso de controle adequados permite demonstrar que um inibidor afeta uma via sem 

interferir em outra. Outros inibidores farmacológicos como Dynasore e Pitstops são 

considerados mais específicos pela sua capacidade de inibir a atividade GTPase da 

dinamina porem ficam restritos somente a endocitose dependente de dinamina (Dutta 

& Donaldson, 2012; Kuhn et al., 2014).  

Para evitar os problemas de especificidade dos inibidores químicos, são 

abordados enfoques genéticos alterando a expressão de proteínas especificas das 

vias endocíticas, isso inclui a expressão de formas mutantes de proteínas críticas 

envolvidas na endocitose ou o silenciamento de estas proteínas através de siRNA ou 

shRNA. A desvantagem dessa abordagem é que o tempo para deletar uma proteína 

é maior, podendo levar vários dias nos quais as células podem se adaptar e até alterar 

sua expressão gênica. De forma geral, as diferentes abordagens para inibir a 

endocitose tem vantagens e desvantagens pelo que se recomenda que sejam 

utilizadas diferentes abordagens para corroborar a inibição de uma via especifica 

(Dutta & Donaldson, 2012).  

3.2.4 Sinalização endossomal  

Por muito tempo a endocitose foi considerada como um mecanismo celular que 

desligava sinais ao invés de ativá-los. Hoje se reconhece que os sinais extracelulares 

que se originam na membrana plasmática podem ser estendidos e modificados por 

sinalização endossomal.  Neste tipo de sinalização, o receptor de superfície celular 

após ligação com seu ligante é imediatamente endocitado antes da transmissão do 

sinal intracelular. Dessa forma, durante o tráfego endossomal os receptores ativados 

continuam cascatas de sinalização citoplasmática até terminar suas tarefas e serem 

degradados via lissosomal. Através da sinalização endossomal também é possível 

concentrar agentes de sinalização em uma região especifica da célula. Por exemplo 

durante a migração celular esse mecanismo permite a execução da sinalização 

contrátil na borda posterior, onde um número crescente de endossomos de 

sinalização garantirá a fidelidade da sinalização compartimentada de forma rápida. 

Neste caso integrinas são endocitadas e levadas à borda posterior da célula para 

ajudar na desmontagem da adesão focal, depois são recicladas novamente para a 
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borda anterior (Schiefermeier et al., 2011; Oakley et al., 2009; Spencer et al., 2014). 

Entre os sistemas ligantes/receptores mais estudados que utilizam endossomos para 

transdução de sinal estão EGF, PDGF, IL-1β e TNFα. No caso do receptor EGF 

(EGFR), é bem conhecido que a endocitose do receptor ocorre após a ligação do 

ligante (Oakley et al., 2009). 

Existem também endossomos de sinalização redox, conhecidos como 

redoxossomos. Estes endossomos sinalizadores se formam dentro das células em 

resposta a estímulos extracelulares específicos. Sua formação está intimamente 

ligada à maquinaria endocítica e à endocitose coordenada de enzimas produtoras de 

EROS como as Nox, e proteínas específicas de sinal da superfície celular. Um 

requisito obrigatório dos redoxossomos é a produção de EROS (produzidos por Nox1 

ou Nox2) no interior do endossomo levando a mudanças dependentes de processos 

redox na estrutura da proteína na superfície citoplasmática do redoxossomo ou perto 

de esta. Esses sinais dependentes de redox desencadeiam a translocação de 

proteínas citoplasmáticas para os complexos de receptores endossomais que são 

necessários para ativação e transdução de sinal (Figura 6). Um exemplo de proteínas 

reguladas por esta via são as proteínas da família tirosina quinase que são sensíveis 

ao controle redox e podem ser ativadas nos redoxossomos (Spencer et al., 2014).  

FIGURA 6. MECANISMO DE SINALIZAÇÃO NOS REDOXOSSOMOS 

 

Nota: O gráfico mostra o mecanismo de sinalização nos endossomos ativos redox, conhecidos como 
redoxossomos. Após ativação por um estimulo extracelular, Nox1 produz espécies reativas de oxigênio 
dentro dos endossomos podendo ativar diferentes cascatas de sinalização. FONTE: SPENCER et al., 
2014.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 REAGENTES  

Para cultura celular foram utilizados DMEM alta glicose, Tripsina-EDTA 

0.05%, soro fetal bovino, penicilina-estreptomicina, opti-MEM todos obtidos da Gibco 

Life Technologies. Para migração celular foi usado PDGF-BB (Peprotech) e 

mitomicina C (Sigma). Os anticorpos utilizados para imunofluorescência e western blot 

foram, anti-QSOX (feito no laboratório, Portes et al., 2008), anti-EEA1 (BD 

Biosciences, # 610457), anti-Rab5 (Cell Signaling Technology, #46449), anti-Rab7 

(Cell Signaling Technology, #95746), anti-caveolina 1 (Santa Cruz, #53564), anti-Nox1 

(GeneTex, #103888), anti-His (ThermoFisher Scientific, #21315),  anti-actina de 

musculo liso (Sigma-Aldrich #5228), anti-caveolina 1 (Abcam, #2910), anti-GAPDH 

(Santa Cruz, #32233), anti-rabbit Alexa Fluor 488 (ThermoFisher Scientific, #21206), 

anti-mouse Alexa Fluor 568 (ThermoFisher Scientific, #10042), anti-mouse HRP 

(Sigma, #4416), anti-rabbit HRP (Sigma #A0545). Para purificar as proteínas com His-

Tag foram utilizadas resinas de Níquel-NTA agarose da Qiagen. Para determinar 

atividade enzimática, ácido homovanílico (HVA), peroxidase de raiz forte (HRP) 

ditiotreitol (DTT) e peróxido de hidrogênio, todos obtidos da Sigma-Aldrich. Para 

eletroforese e western blot foi utilizado coquetel inibidor de protease (Roche), 

marcador de massa molecular pré-corado (Thermo Scientific), membrana de 

nitrocelulose (Cytiva), leite em pó (Bio Rad), substrato convencional (GE Healthcare) 

e altamente sensível (SuperSignal West Dura). Para transfecção foi usado siRNA 

Silencer CAV-1 (Ambion, Life Technologies) e siRNA controle negativo (Silencer 

Select Negative Control No. 1, Ambion, Life Technologies), reagente de transfecção 

DharmaFECT Duo (Dharmacon). Os inibidores da endocitose usados foram sacarose 

(Synth), metil-β-ciclodextrina (Sigma), citocalasina D (Cayman).  

4.2 PREPARAÇÃO DO MATERIAL BIOLÓGICO  

4.2.1 Expressão e purificação de QSOX1b recombinante  

Bactérias quimiocompetentes da cepa AD494 foram transformadas por 

choque térmico com o vetor pET-32a QSOX, contendo o inserto para a forma 

selvagem e mutada S452XXC455 (Borges et al., 2015). Após a transformação, as 

bactérias foram recuperadas em 1 mL de meio SOC sem antibiótico e incubadas por 



32 
 
15 min a 37ºC sob agitação para recuperação. Em seguida, foram sedimentadas por 

centrifugação e plaqueadas em meio LB/ágar (5 g/L extrato de levedura, 10 g/L 

triptona, 10 g/L NaCl, 15 g/L ágar, pH 7.4) contendo ampicilina (30 μg/mL). 

Das colônias que cresceram no meio sólido, foram selecionadas 4 colônias 

isoladas e inoculadas em 5 mL do meio LB com ampicilina. As culturas foram 

incubadas por 16 horas a 37ºC sob agitação. A cultura saturada foi diluída 1:50 em 10 

mL de meio LB e incubadas a 37ºC sob agitação constante até atingirem uma 

densidade ótica (D.O.) de 0.4 – 0.6 em 600 nm. Após atingirem a absorbância 

desejada, foi separado 1 mL para controle não-induzido da expressão e no restante 

foi adicionado IPTG (isopropil-D-tiogalactopiranosídio) na concentração final de 0.1 

mM para a indução da expressão da proteína recombinante, por 4 horas a 37ºC. 

Amostras das culturas induzidas e não induzidas foram separadas em SDS-PAGE e 

o gel foi corado com azul de Coomassie. Após análise dos géis, o clone com maior 

expressão foi selecionado e utilizado para a expressão em larga escala. 

A colônia de interesse foi pré-inoculada em 20 mL de meio LB e incubado por 

16 horas a 37ºC sob agitação. Dessa cultura saturada, foi realizada a inoculação em 

uma diluição 1:50 em meio LB novo e quando as culturas bacterianas atingiram a 

D.O.600nm entre 0.4-0.6 a expressão da proteína recombinante foi induzida com a 

adição de IPTG na concentração final de 0.1 mM por 18 horas a 20 ºC. Seguindo o 

período de indução, a cultura resultante (1 litro) da expressão foi sedimentada por 

centrifugação a 4000 xg por 30 minutos e o pellet lavado duas vezes por centrifugação 

com PBS gelado. As células foram coletadas em 4 sedimentos equivalentes a 250 mL 

de cultura cada. A purificação descrita a continuação refere-se a 1 sedimento. Os 

outros sedimentos de bactérias foram armazenados em -80º C. 

O pellet bacteriano foi ressuspendido e lisado em 20 mL de tampão de lise 

nativo gelado (50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, pH 8.0; 10 mM imidazol, 50 μM FAD, 

2 mM PMSF) em prensa de French (1000 psi). Em seguida o lisado bacteriano foi 

submetido à centrifugação a 30000 xg, 4ºC por 30 minutos para clareamento. A 

purificação das proteínas recombinantes foi feita por cromatografia por afinidade a 

metais imobilizados (IMAC) em 0.5 mL (1 mL de suspensão) de resina de Ni-NTA 

agarose previamente equilibrada em tampão nativo contendo 10 mM imidazol. O 

lisado clareado foi passado pela coluna de Ni2+. O flow throught foi coletado e 

chamado de void. A coluna foi então lavada quatro vezes com tampão nativo contendo 
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20 mM imidazol (3 mL/lavagem). Finalmente, a proteína foi eluída da resina com 3 mL 

tampão nativo contendo 250 mM imidazol.  

As proteínas recombinantes foram dialisadas com PBS e concentradas por 

ultra filtração em Amicon 50 kDa (Millipore). A concentração foi determinada através 

da absorbância em 456 nm, utilizando-se o coeficiente de extinção molar (ε456nm = 

12.5 e 11.2 mM-1 cm-1 para as formas selvagem e mutada respectivamente (Heckler 

et al., 2008). Alíquotas de todas as etapas da purificação foram analisadas por SDS-

PAGE 10% e gel corado com azul de Comassie. As proteínas recombinantes foram 

aliquotadas e estocadas a -80 ºC em 10% de glicerol com 1mM EDTA, a cada nova 

preparação, ou caso as proteínas ficassem estocadas por mais de 1 mês, passaram 

por análise de atividade enzimática.  

4.2.2 Determinação da atividade enzimática da QSOX1b 

Foi utilizado um método fluorescente, já descrito para medir atividade de 

QSOX (Raje et al., 2002) que se baseia na oxidação do ácido homovanílico a um 

dímero fluorescente, pela peroxidase de raiz forte (HRP) na presença de peróxido de 

hidrogênio. Como a atividade sulfidril oxidase gera peróxido de hidrogênio, a taxa de 

formação do dímero fluorescente se relaciona com a taxa de formação do peróxido 

(Figura 7).  

FIGURA 7. REAÇÕES DO MÉTODO INDIRETO DE QUANTIFICAÇÃO DA ATIVIDADE QUIESCINA 
SULFIDRIL OXIDASE 

 

Nota: A reação 1 mostra demonstra a reação catalisada pela QSOX1 atividade sulfidril oxidase 
produzindo peróxido de hidrogênio (H2O2). Na reação 2, o H2O2 gerado pela reação 1 é utilizado como 
substrato pela peroxidase (HRP) para a dimerização de dois ácidos homovanílico (HVA). FONTE: Raje 
(2002) e Heckler (2008). 
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Este ensaio foi realizado em microplacas, conforme descrito em Borges e 

colaboradores (2015), no qual as proteínas recombinantes de QSOX1b selvagem e 

mutada foram adicionadas (em concentração final de 0.2 μM) a uma mistura reacional 

que consistiu de 50 mM tampão fosfato, 300 μM EDTA, pH 7.4 e um mix contendo 1 

mM ácido homovanílico (HVA), 1.4 μM peroxidase de raiz forte (HRP) e 150 μM DTT 

(substrato). A fluorescência da reação foi monitorada pelo espectrofluorímetro Tecan 

i-control M-200, durante 5 minutos, utilizando os seguintes parâmetros: λem = 420nm, 

λexc = 320nm, 27°C. Para determinar a atividade da QSOX1b recombinante selvagem 

foi utilizada uma curva padrão de calibração com diferentes concentrações de 

peróxido de hidrogênio (0; 0.2; 0.4; 0.8; 1.6 μM). 

4.2.3 Cultivo de fibroblastos L929 

Células de fibroblastos murinos L929 (doadas pela Profa. Dra. Heloisa Salistre 

de Araújo, UFSCar) foram cultivadas em meio DMEM alta glicose contendo 10% de 

soro fetal bovino e penicilina/estreptomicina 10000 U/mL, mantidos em ambiente 

úmido a 37 °C com 5% de dióxido de carbono. DMEM contendo 0.1% de soro fetal 

bovino foi usado para carenciamento durante a noite antes de todos os experimentos 

e como veículo durante os tratamentos das células. 

4.2.4 Cultivo primário de VSMC 

Células musculares lisas de aorta de rato (VSMC) foram obtidas pelo método 

de explante (adaptado de Kirschenlohr et al., 1996), utilizando ratos Wistar machos 

com 200 g (cerca de 2 meses de idade). A aorta foi coletada e transferida para um 

tubo contendo PBS e antibiótico gentamicina (50 μg/mL). Depois da remoção da 

camada adventícia, a artéria foi cortada longitudinalmente e as células endoteliais 

removidas mecanicamente. Em seguida, foi cortada em fragmentos de 1 mm2, e cerca 

de 3-5 explantes foram plaqueados em placas de 24 poços (com inibidor de 

fibroblastos, Falcon 3847) e cobertos com gotas de meio DMEM alta glicose contendo 

20% de soro fetal bovino (SFB) e antibiótico. Após um período de 6 horas, foi 

acrescentado 0.3 mL de meio completo. A cada 3 dias, aproximadamente 0.15 mL do 

meio foi removido e reposto com meio fresco até à migração das VSMC para a placa, 

o que levou de 3 a 5 dias. Quando uma alta confluência foi atingida ao redor dos 

explantes (cerca de 7 dias), as células foram coletadas com tripsina e replaqueadas 

em placas de 60 ou 100 mm de diâmetro. A partir daqui o cultivo seguiu como de 
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rotina, usando DMEM com 10% SFB e gentamicina. As células foram utilizadas nos 

ensaios até a passagem 7. A prorrogação do projeto foi aprovada pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) do setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal 

do Paraná com o protocolo N° 1053/2017.    

A identidade das VSMC foi confirmada por imunofluorescência para detecção 

da expressão de actina de músculo liso utilizando o anticorpo anti-SM actin (1:250).  

4.3 ENSAIOS PRELIMINARES REALIZADOS EM VSMC 

4.3.1 Ligação de QSOX1b recombinante por imunofluorescência  

As VSMC foram plaqueadas (3 x 104 células/ poço) em lamínulas de 13 mm 

de diâmetro em placa de 24 poços a carenciadas de soro fetal bovino (0.1%) overnight. 

No dia seguinte foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas com 1 μM de QSOX1 

recombinante selvagem e mutada em PBS por diferentes tempos em 37 ºC ou 4 ºC. 

Após 2 lavagens com PBS, foram fixadas com 2% formaldeído por 20 min e os grupos 

aldeídos bloqueados com 125 mM glicina por 10 min. O bloqueio e permeabilização 

foi feito com 1% BSA e 0.1% Triton X100, respectivamente, ambos em PBS, por 1 h. 

Após a incubação overnight com anticorpo primário anti-QSOX1 (descrito em Portes 

et al., 2008) 1:300 na solução de bloqueio, as células foram lavadas 3 vezes com 0.1% 

Triton X100 em PBS e incubadas com o anticorpo secundário anti-IgG de coelho, 

acoplado a um fluoróforo (1:500), por 50 min na solução de bloqueio. Finalmente se 

realizaram 3 lavagens com PBS e a lamínula foi mergulhada em água milli Q e 

montada com solução de DAPI – glicerol (1:1000 – 50% glicerol). As imagens foram 

adquiridas no microscópio a laser confocal Nikon A1R MP, utilizando objetiva de 60x. 

As imagens foram analisadas usando o software Image J.  

4.3.2 Ligação de QSOX1b secretada por imunofluorescência  

Para avaliar a ligação de QSOX1 produzida por célula eucariota, células 

HEK293T foram transfectadas, através da precipitação com fosfato de cálcio, com o 

plasmídeo pcDNA 3.1 contendo a sequência que codifica a QSOX1 de camundongo 

(mQSOX1-HA selvagem e mQSOX1-C452S), em placas de 100 mm de diâmetro. 

Após 6 horas, o meio de transfeção foi trocado por meio MEM suplementado com 10% 

de soro fetal bovino e no dia seguinte, o meio foi trocado por 4 mL de DMEM alta 

glicose suplementado com 0.1% de soro fetal bovino. As células também foram 
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transfectadas apenas com o plasmídeo pCI-neo vazio, como controle negativo.  

Depois de 48 horas de expressão, o meio condicionado foi coletado e as proteínas 

secretadas foram concentradas 4 vezes por ultra filtração em Amicon 30 kDa 

(Millipore). Esse meio foi incubado com as VSMC (previamente aderidas em 

lamínulas) por diferentes tempos e a reação de imunomarcação foi realizada como 

explicado no item anterior. A proteína QSOX1b foi detectada através da etiqueta de 

Hemaglutinina (HA) com anticorpo primário anti-HA (1:500).  

Para estimar a concentração de QSOX1 secretada, os meios coletados (5 μL) 

foram analisados por Western blot através de uma curva padrão de QSOX1 

recombinante, utilizando anticorpo primário anti-QSOX1 (1:1000) e secundário anti-

coelho conjugado com HRP (1:4000).  

4.3.3 Identificação de proteínas ligantes da QSOX1b por espectrometria de massa 

As VSMC (5 x 106 células/ condição) em suspensão foram incubadas com 1 

μM de QSOX1b recombinante selvagem ou mutada em PBS (ou com uma proteína 

irrelevante como AIF) e após 5 minutos, a ligação foi estabilizada adicionando 1% de 

formaldeído (agente cross-ligante) por 10 minutos. Após o bloqueio com 125 mM 

glicina, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e lisadas por sonicação (5 ciclos 

de 30 segundos cada), em tampão de lise não desnaturante (50 mM Tris, 0.1 mM 

EDTA 0.1 mM EGTA, coquetel inibidor de proteases). O lisado foi centrifugado por 15 

min a 18000 xg em 4°C e o sobrenadante foi centrifugado a 100.000 xg por 1 hora em 

4°C. O pellet obtido, correspondente à fração de membrana, foi ressuspendido em 2% 

Igepal-630 em PBS (com inibidor de proteases). Após a dosagem proteica, as 

proteínas com His-tag foram enriquecidas incubando 50 μg de proteína total em 50 uL 

de resina de Ni-NTA agarose, por 1h a 4 °C em tampão desnaturante contendo 1% 

Igepal-630, 6 M ureia, 10 mM imidazol, inibidor de proteases). Após 5 lavagens com 

1% de Igepal-630 e 10 mM de imidazol em PBS, as proteínas foram eluídas incubando 

as resinas com 0.5 M imidazol no mesmo tampão por 15 min a 4°C. As amostras foram 

submetidas a eletroforese curta e a corrida foi até 25% do gel, em seguida este foi 

corado com nitrato de prata. As canaletas foram cortadas do gel e digeridas com 

tripsina. A análise por espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) foi realizada 

em colaboração com o Dr. Nilson Zanchin, do Instituto Carlos Chagas. Os resultados 

foram analisados no software MaxQuant. 
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As amostras de fração de membrana enriquecida em resinas de Ni-NTA 

agarose foram analisadas por Western Blot para detectar se QSOX1b recombinante 

estava ligada à fração de membrana. Os anticorpos utilizados foram, primário: anti-

QSOX1 (1:500) e secundário: anti-coelho conjugado com HRP (1:4000). 

4.4 ENSAIOS REALIZADOS EM FIBROBLASTOS L929 

4.4.1 Avaliação do efeito proliferativo da QSOX1b recombinante 

 O efeito proliferativo da QSOX1b recombinante nas células da linhagem L929 

foi avaliado tratando as células com 100 nM QSOX1b recombinante selvagem e 

mutada por 48 horas seguindo o ensaio de cristal violeta já padronizado pelo nosso 

grupo (França et al., 2020). Os controles positivo e negativo foram DMEM alta glicose 

suplementado com 10% e 0.1% de soro fetal bovino respectivamente; esse último foi 

também o veículo das proteínas recombinantes. Assim, um dia antes do experimento, 

104 células foram plaqueadas em placa de 96 poços e carenciadas de soro fetal bovino 

overnight. No dia seguinte, o meio de cultura foi trocado pelos tratamentos e depois 

de 48 horas avaliou-se a viabilidade celular através do ensaio com cristal violeta. Para 

isso, as células foram fixadas com 4% formaldeído por 10 minutos, seguido pela 

permeabilização com 2% metanol por 10 minutos e a tinção com 0.5% cristal violeta 

(em 20% metanol) por 10 minutos. O excesso de corante foi removido mediante várias 

lavagens com água e os cristais foram dissolvidos com 100 uL da solução de 0.1 M 

citrato de sódio pH 4.2 (em 50% de metanol). Finalmente se mediram as absorbâncias 

a 570 nm e os valores obtidos foram comparados com os valores do controle negativo 

(100% de viabilidade).  

4.4.2 Avaliação do efeito migratório da QSOX1b recombinante 

A migração celular foi avaliada através do ensaio do scratch (França et al., 

2020), incubando as células com 50 nM QSOX1b recombinante selvagem e mutada, 

20 ng/mL PDGF-BB humano como controle positivo e DMEM alta glicose 0.1% soro 

fetal bovino como veículo. Para isso, 7.5 x 104 células/poço foram incubadas em placa 

de 24 poços. Após a adesão e carenciamento de soro fetal bovino overnight, as células 

foram pré-tratadas por 30 minutos com 0.4 μg/ml mitomicina C, um inibidor da 

proliferação celular. Depois disso, com ajuda de uma ponteira de 200 μL foi realizado 

um risco na metade do poço, as células desaderidas foram removidas lavando duas 
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vezes com PBS e os tratamentos foram aplicados. O risco foi fotografado no tempo 0 

e 24 horas depois do tratamento. No começo de cada risco foi realizada uma marca 

para garantir que a fotografia seja realizada na mesma localização no dia seguinte. 

Como mostrado na figura 8, a distância da migração foi calculada através da diferença 

entre as bordas do risco medido nos tempos 0 e 24 horas, realizando pelo menos 

cinco medições ao longo do risco, no software ImageJ. A distância percorrida pelas 

células incubadas com o veículo, foi considerada como 100%. Os dados foram 

analisados pelo teste ANOVA com post-hoc Dunnett, no software GraphPad Prism 

8.0.   

FIGURA 8. REPRESENTAÇÃO DO ENSAIO DO SCRATCH 

 

Nota: Com ajuda de uma ponteira de 200 μL foi realizado um risco em linha reta na monocamada de 
células L929. Em seguida, as células desaderidas foram removidas lavando com PBS e em logo foi 
aplicado o tratamento. O risco foi fotografado no tempo 0 e 24 horas depois.  

4.4.3 Avaliação da internalização de QSOX1b por imunofluorescência  

As células foram plaqueadas (5 x 104 células/ poço) em lamínulas de 13 mm 

de diâmetro em placa de 24 poços e após adesão foram carenciadas de soro, 

overnight. No dia seguinte foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas com 500 

nM QSOX1b recombinante selvagem e mutada por diferentes tempos em 37º C ou 

4ºC em DMEM. Após três lavagens com PBS, foram fixadas com 2% formaldeído por 

20 min e os grupos aldeídos bloqueados com 125 mM glicina por 10 min. O bloqueio 

e permeabilização foi feito com 1% BSA e 0.01% saponina, respectivamente, ambos 

em PBS, por 20 min. Após a incubação overnight com anticorpo primário anti-QSOX1 

(1:300) ou anti-His (1:100) na solução de bloqueio, as células foram lavadas 3 vezes 
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com 0.01% saponina em PBS e incubadas com o anticorpo secundário anti-rabbit e 

anti-mouse Alexa Flúor 488 ou 568 (1:500), por 50 min na solução de bloqueio. 

Finalmente se realizaram 3 lavagens com PBS e a lamínula foi mergulhada em água 

milli Q e montada com solução de DAPI – glicerol (1:1000 – 50% glicerol), para 

marcação do núcleo. As imagens foram adquiridas no microscópio a laser confocal 

Nikon A1R MP, utilizando objetiva de 60x e posteriormente foram analisadas usando 

o software Image J.  

4.4.4 Detecção de QSOX1b endocitada através de Western blot  

Foram plaqueadas 106 células em placas de 60 mm e carenciadas de soro 

após adesão. No dia seguinte as células foram incubadas com 500 nM QSOX1b 

recombinante selvagem, mutada ou veículo por 30 minutos. Após esse tempo, as 

células foram lavadas 3 vezes com PBS e desaderiram-se da placa usando Tripsina-

EDTA. As suspensões celulares foram lavadas 3 vezes com PBS, por centrifugação 

(900 xg, 3 min) e o pellet foi lisado com tampão RIPA. Finalmente as amostras 

analisaram-se por SDS-Page e Western blot. Os anticorpos utilizados foram, 

primários, anti-QSOX1 (1:2000) e anti-GAPDH (1:2000); secundários, anti-rabbit e 

anti-mouse conjugados com HRP (1:10000). Para revelar foram utilizados os 

substratos ECL convencional e altamente sensível.  

4.4.5 Detecção de QSOX1b nos endossomos através de imunofluorescência  

O ensaio de imunofluorescência foi realizado como descrito no item anterior e 

foram utilizados os anticorpos primários, anti-QSOX1 (1:300), anti-EEA1 (1:200), anti-

Rab5 (1:200), anti-Rab7 (1:200), anti-caveolina 1 (1:50), anti-clatrina (1:100); e 

secundários, anti-rabbit e anti-mouse Alexa Flúor 488 ou 568 (1:500).  

4.4.6 Avaliação do efeito migratório induzido pela QSOX1b endocitada 

A migração celular induzida por QSOX1b recombinante endocitada foi 

avaliada através do ensaio do scratch descrito anteriormente. O estímulo com 500 nM 

QSOX1b recombinante selvagem ou mutada foi por 30 minutos, tempo suficiente para 

que as recombinantes sejam endocitadas. Depois disso retiraram-se os tratamentos 

e as células foram lavadas cinco vezes com PBS para garantir a remoção total de 

estes; na terceira lavagem, com ajuda de uma ponteira de 200 μL foi realizado um 

risco na metade do poço e as células desaderidas foram removidas com duas 
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lavagens seguintes. Finalmente a solução veículo foi colocada em cada poço e 

deixada por 24 horas. O risco foi fotografado no tempo 0 e 24 horas depois. Como 

controle positivo do experimento, também se realizaram tratamentos de 24 horas com 

50 nM de QSOX1b recombinante selvagem e mutada e 20 ng/mL de PDGF-BB 

humano. As imagens foram analisadas com descrito no item acima.  

4.4.7 Avaliação do efeito dos inibidores da endocitose  

Utilizaram-se três inibidores da endocitose, 0.45 M sacarose para inibir a 

endocitose mediada por clatrina (Guo et al., 2015), 1 mM metil-β-ciclodextrina 

(Vercauteren et al., 2010) para inibir a endocitose mediada por caveola e 4 μM 

citocalasina D para inibir macropinocitose e fagocitose (Mäger et al., 2012), que foram 

aplicados antes de realizar o ensaio de scratch. Assim, após o tratamento com 

mitomicina C e duas lavagens com PBS, as células foram pré-tratadas com os 

inibidores, diluídos na solução veículo, durante 30 minutos. Na sequência, as células 

foram tratadas por 30 minutos com 500 nM de QSOX1b recombinante selvagem, 

mutada ou veículo na presença ou não de cada inibidor. Depois do tratamento e 

respectivas lavagens, foi realizado o risco como descrito anteriormente.  

Para avaliar se o efeito de Metil-β-ciclodextrina não foi a consequência de uma 

possível toxicidade deste inibidor, um grupo também foi tratado com QSOX1b 

recombinante por 2 horas na presença ou não deste inibidor, utilizando como controle 

positivo da migração DMEM alta glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino. 

As imagens foram analisadas como descrito no item acima.  

4.4.8 Avaliação da internalização da QSOX1b após inibição com metil-β-ciclodextrina 

Através de imunofluorescência foi avaliado se QSOX1b recombinante é 

endocitada após o pré-tratamento com o inibidor Metil-β-ciclodextrina. Para isso, as 

células previamente aderidas em lamínulas, foram pré-tratadas com 1 mM de Metil-β-

ciclodextrina por 30 minutos em DMEM alta glicose. Na sequência, foram incubadas 

com QSOX1b recombinante selvagem ou mutada durante 30 minutos na presença ou 

não do inibidor. Depois de 3 lavagens com PBS, as células foram fixadas e o 

experimento de imunodetecção continuou como descrito anteriormente. O anticorpo 

primário utilizado foi anti-QSOX1 (1:300) e o secundário anti-rabbit Alexa Flúor 488 

(1:500).  
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4.4.9 Silenciamento de caveolina 1  

 O silenciamento da expressão de Cav-1 foi realizado utilizando um pequeno 

RNA de interferência (siRNA) pré-desenhado (Ambion, Life Technologies). As células 

foram cultivadas até 50-60% de confluência e transfectadas por 18 horas com 50nM 

siRNA usando o reagente de transfeção DharmaFECT Duo (Dharmacon), de acordo 

com o protocolo do fabricante. Um siRNA sem direcionamento (Silencer Select 

Negative Control N°1, Ambion, Life Technologies) foi usado como controle negativo. 

As sequências dos siRNAs Cav-1 foram: sense 5'-GCAAGUGUAUGACGCGCACtt-3' 

e antisense 5'-GUGCGCGUCAUACACUUGCtt-3'. A expressão de Cav-1 foi avaliada 

por análise de western blot após 72 horas.  

4.4.10 Avaliação do efeito do silenciamento de caveolina 1 na endocitose e migração 
celular 

Por imunofluorescência, seguindo o protocolo descrito anteriormente, 

utilizando anticorpo anti-QSOX1 avaliou-se o efeito do silenciamento de caveolina 1 

na internalização de QSOX1b após estímulo com 500 nM QSOX1b recombinante 

selvagem e mutada por 30 minutos. Além disso, para avaliar o efeito do silenciamento 

na migração induzida por QSOX1b, foi realizado o ensaio de scratch após 48 horas 

do silenciamento. Foi testado o estímulo de 500 nM QSOX1b recombinante selvagem 

e mutada por 30 min além de um pulso de 2 horas com as recombinantes e com 10% 

de soro fetal bovino como controle positivo de migração, nesse último caso para testar 

se o silenciamento de caveolina 1 afeta a migração celular de forma geral. 

4.4.11 Avaliação da interação de QSOX1b com Nox1 

Seguindo o protocolo de imunofluorescência descrito anteriormente foi 

avaliada a interação de QSOX1b com Nox1 endógena após estimulo com 500 nM 

QSOX1b recombinante selvagem e mutada por 30 minutos. Os anticorpos primários 

utilizados foram anti-His (1:100) e anti-Nox1 (1:100) e os secundários anti-mouse e 

anti-rabbit Alexa Flúor 568 e 647 (1:500), respectivamente.  

4.4.12 Detecção de proteínas oxidadas pela QSOX1b através de eletroforese 
bidimensional diagonal 

 Para identificar proteínas que são oxidadas direta ou indiretamente pela 

QSOX1b, formando pontes dissulfeto intra ou intermoleculares foi utilizada a técnica 
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de eletroforese bidimensional diagonal. Através desta técnica, as proteínas que 

nativamente tem pontes dissulfeto, migram numa primeira dimensão não redutora 

mantendo estes. Na segunda dimensão redutora, todas as proteínas que não 

possuem pontes dissulfeto migrarão de forma equidistante à primeira dimensão 

formando uma diagonal. Por outro lado, as proteínas que possuem pontes dissulfeto 

intermoleculares, sendo estes desfeitos, migrarão fora e abaixo da diagonal, entanto 

que as proteínas com pontes dissulfeto intramoleculares, depois de ser reduzidos, 

migrarão acima da diagonal (Figura 9).  

Para essa detecção, os fibroblastos L929 foram incubados com 250 nM 

QSOX1b recombinante selvagem (30 min), 100 μM H2O2 (5 min) ou veículo em placa 

de 60 mm de diâmetro. Após esse tempo, as células foram lavadas uma vez com PBS 

e os tióis livres foram bloqueados com 20 mM N-etilmaleimida em PBS por 5 minutos 

no escuro seguido por uma lavagem com a mesma solução. As células foram lisadas 

com tampão RIPA por 1 hora a 4 °C. Depois da dosagem proteica, 50 μg de proteínas 

de cada condição foram ressuspendidas em tampão de amostra não redutor e fervidas 

por 10 min a 95 °C. As proteínas foram separadas por SDS-Page (primeira dimensão) 

e depois da corrida, cada lane foi cortada e incubada com 0.1 M de DTT em tampão 

de corrida por 20 min a temperatura ambiente para reduzir as proteínas. Após uma 

lavagem com tampão de corrida, os tióis foram bloqueados com 0.1 M de N-

etilmaleimida por 15 minutos no escuro. Finalmente cada lane foi posicionada 

horizontalmente sobre o empilhamento do segundo gel (segunda dimensão) e o 

espaço vazio foi preenchido com uma solução de 0.5% agarose e traços de azul de 

bromofenol. Um pequeno fragmento de papel filtro contendo o marcador de massa 

molecular foi inserido em um lado do gel antes deste solidificar (figura 10). Os géis 

foram corados com nitrato de prata. Para melhor separação das proteínas, o gel de 

resolução utilizado foi de 8% de poliacrilamida. 
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FIGURA 9. ESQUEMA DA SEPARAÇÃO DE PROTEÍNAS REDOX-ATIVAS ATRAVÉS DE 
ELETROFORESES BIDIMENSIONAL DIAGONAL 

 

Nota: As proteínas que migram formando uma diagonal são as que não possuem pontes dissulfetos. 
Por outro lado, as proteínas com pontes dissulfeto intermoleculares (homo ou heterodímeros) migram 
embaixo da diagonal entanto que proteínas com pontes dissulfeto intramoleculares correm acima desta. 
Fonte: RINALDUCCI, 2018.  

 

Nota: As proteínas são separadas num primeiro gel em condições não redutoras, logo cada lane é 
cortada e as proteínas são reduzidas e alquiladas. Finalmente cada lane é posicionada horizontalmente 
acima do segundo gel. Fonte: bio-protocol.org 

FIGURA 10. ESQUEMA REPRESENTATIVO DA TÉCNICA DE ELETROFORESES 
BIDIMENSIONL DIAGONAL 
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4.4.13 Padronização do ensaio de transição de fibroblastos a miofibroblastos  

Para determinar se QSOX1b recombinante induz a transição de fibroblastos 

a miofibroblastos, foi avaliada a expressão de alfa-actina de musculo liso após 72 

horas do estímulo. Para isso, foram plaqueadas 106 células em placas de 60 mm (≈ 

70% de confluência). No dia seguinte as células foram incubadas com 500 nM de 

QSOX1b recombinante selvagem, 10% de soro fetal bovino ou veículo, por 30 

minutos. Logo as células foram lavadas 5 vezes com PBS e incubadas com veículo 

ou com DMEM completo (nas células tratadas com 10% de soro fetal bovino) por 72 

horas. Após esse tempo, foram feitas 3 lavagens com PBS e as células foram lisadas 

com Laemmli buffer e dois ciclos de congelamento/descongelamento. Finalmente as 

amostras foram fervidas durante 10 minutos e foram analisadas por SDS-Page e 

Western blot, aplicando volumes iguais em cada poço. Os anticorpos primários 

utilizados foram anti-SM actin (1:1000) e anti-GAPDH (1:2000) e o anticorpo 

secundário anti-mouse conjugado com HRP (1:10000). Para revelar foram utilizados 

os substratos ECL convencional e altamente sensível.  

Também foi testado o tratamento contínuo durante as 72 horas do ensaio, 

utilizando 10 ng/mL de TGF-β1 (conhecido indutor da transição fibroblasto-

miofibroblasto), 50 nM QSOX1b recombinante selvagem (concentração mínima que 

induz migração celular), 50 nM QSOX1b recombinante mutada e veículo.   

4.5 ANALISE ESTATÍSTICA 

 Os resultados foram mostrados como média ± SD de pelo menos 3 

experimentos independentes. Os dados foram analisados pelo teste de normalidade 

Shapiro-Wilk e teste ANOVA com post-hoc de Tukey ou Dunnett, em GraphPad Prism 

8.0.1. O valor de P≤ 0.05 foi considerado estatisticamente significativo. 
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5 RESULTADOS  

5.1 OBTENÇÃO DE MATERIAL BIOLÓGICO  

5.1.1 Expressão e purificação das proteínas recombinantes 

As bactérias quimiocompetentes da cepa AD494 foram transformadas com o 

vetor pET-32a QSOX1, contendo o inserto para a forma selvagem, e com o vetor pET-

32a QSOX1 mut452 (SxxC) contendo o inserto para a forma inativa da proteína de 

camundongo. Após a expressão em grande escala as bactérias foram lisadas em 

prensa de French, e a purificação foi feita por cromatografia de afinidade a metal 

imobilizado (IMAC). Amostras das diversas etapas do processo de purificação das 

proteínas recombinantes QSOX1b selvagem e QSOX1b mutada foram coletadas e 

separadas em gel SDS-PAGE 10%, os quais foram corados com azul de Coomassie 

(Figura 11). É possível verificar que os eluatos apresentam as bandas com as massas 

moleculares esperadas para as proteínas recombinantes (70 kDa). As concentrações 

médias determinadas por espectrofotometria foram entre 10 e 20 μM.  

FIGURA 11. EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO EM LARGA ESCALA DA PROTEÍNA RECOMBINANTE 
QSOX1b (SELVAGEM E MUTADA) 

 

Nota: Bactérias eletrocompetentes AD494 foram transformadas com o vetor para a expressão da 
proteína recombinante QSOX1b (selvagem e mutada SxxC) e induzidas a expressar a proteína com 
0.1mM de IPTG por 18 horas a 20ºC. As bactérias foram lisadas em prensa de French com tampão de 
lise nativo e a purificação proteica foi realizada por cromatografia de afinidade a resina Ni-NTA agarose. 
O lisado, void, lavagens e eluato das duas proteínas foram submetidos a SDS-PAGE 10% e corados 
com azul de Comassie. FONTE: A autora.  
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5.1.2 Determinação da atividade enzimática da QSOX1b 

Para determinar a atividade enzimática da proteína recombinante selvagem, 

foi realizado o método indireto utilizando DTT, conhecido substrato artificial da 

QSOX1. A atividade DTT oxidase forma peróxido de hidrogênio, que juntamente com 

a peroxidase de raiz forte, oxida o ácido homovanílico a um dímero fluorescente. 

Inicialmente, foi feita uma curva de calibração com concentrações conhecidas 

de H2O2 (0; 0.2; 0.4; 0.8; 1.6 μM). Então, foi realizado o monitoramento da 

fluorescência das recombinantes (selvagem e mutada) que evidenciou um aumento 

na formação do peróxido de hidrogênio em relação ao tempo nas reações com 

QSOX1b selvagem, com uma atividade média produzida de 300 nmol H2O2 / min / mg 

de proteína. Já a proteína mutante mostrou-se completamente inativa (Figura 12).  

FIGURA 12. REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DA PRODUÇÃO DE H2O2 PELA OXIDAÇÃO DE DTT 
PELAS ENZIMAS QSOX1b SELVAGEM E QSOX1b MUTADA 

 

Nota: Observa-se que a QSOX1b selvagem (wt) produz H2O2 ao longo do tempo, devido a sua atividade 
enzimática, mas a QSOX1b mutada não gera H2O2. O branco corresponde ao meio reacional sem 
QSOX1b. FONTE: A autora. 

5.1.3 Obtenção de células musculares lisas vasculares 

As células musculares lisas da artéria aorta foram obtidas de ratos Wistar. 

Após 3 – 5 dias após o plaqueamento dos explantes, as células migraram para a placa, 

como observado na figura. A identidade das células musculares lisas de aorta de rato 
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foi confirmada por de imunofluorescência indireta detectando a proteína contrátil alfa-

actina de músculo liso, como observado na figura 13.  

FIGURA 13. CÉLULAS MUSCULARES LISAS OBTIDAS DE AORTA DE RATO 

 

Nota: As células musculares lisas de aorta de rato (VSMC) foram obtidas pelo método de explante 
(esquerda) e a identidade foi confirmada por imunofluorescência indireta pela detecção de alfa actina 
de músculo (direita). Os anticorpos utilizados foram: primário: anti-SM actin (1:250) e secundário: anti-
mouse Alexa flúor 488 (1:500). As imagens foram captadas no microscópio a laser confocal com 
objetiva de 60x. 

5.2 RESULTADOS PRELIMINARES EM VSMC 

5.2.1 Internalização de QSOX1b selvagem e mutada em VSMC 

Em dados prévios (Martínez, 2018) foi mostrado por imunofluorescência 

indireta a ligação de QSOX1b recombinante na membrana das VSMC após 5 minutos 

de incubação com 1 μM desta; nesse tempo também foi observada uma marcação 

intracelular de QSOX1 mais intensa quando comparada com as células que não foram 

expostas às recombinantes (veículo), indicando uma internalização rápida da 

proteína. Para caracterizar esse fenômeno, foram avaliados tempos menores e 

maiores de incubação com as recombinantes, tanto em 37 °C como em 4 °C para 

confirmar se a internalização é dependente da temperatura e de transporte ativo. Os 

resultados mostraram que em 37 °C já é possível detectar a imunomarcação 

intracelular de QSOX1 nas VSMC incubadas com QSOX1b recombinante selvagem e 

mutada por apenas 3 minutos, quando comparado com a marcação fraca da condição 

controle (veículo). Esta imunomarcação é intensificada até 30 min em 37 °C. Em 4 °C, 

a intensidade da imunomarcação manteve-se próxima ao nível do veículo (Figura 14).  



48 
 

Estes dados indicam que ambas as QSOX1b selvagem e mutada são 

internalizadas rapidamente pelas VSMC. O padrão da marcação apresentou-se 

granular no citosol. Este padrão de marcação, e o fato de que a marcação não ocorre 

a 4 °C, indicam que se deve tratar de um transporte ativo, possivelmente endocitose.  
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FIGURA 14. INTERNALIZAÇÃO DE QSOX1b RECOMBINANTE NAS VSMC 

 
Nota: Imagem de microscopia confocal de VSMC, na ausência (veículo) ou presença de 1μM de 
QSOX1b recombinante selvagem e mutada por 3 – 30 min a 37 °C e por 30 min a 4 °C. A marcação 
verde detecta QSOX1 e em azul o núcleo corado com DAPI. Imagem representativa de 3 experimentos 
independentes. As imagens foram obtidas com objetiva de 60x e zoom digital de 1.5x. 
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Os ensaios também foram avaliados com QSOX1b secretada por células 

HEK293T superexpressando QSOX1b selvagem e mutada (CXXS). Esses vetores 

contêm as sequências que codificam a QSOX1b selvagem e mutada de camundongo 

com uma etiqueta de hemaglutinina (HA). A concentração das QSOX1b secretadas 

nos sobrenadantes concentrados foi determinada por western blot e mostrou ser de 

aproximadamente entre 200 – 300 nM (Figura 15).  Como observado na figura 16, em 

5 minutos de incubação há uma pequena quantidade de QSOX1b selvagem e mutada 

internalizando, sendo logo incrementada nos tempos de 15 e 30 minutos. Esses dados 

confirmam que QSOX1b exógena, tanto selvagem como mutada são internalizadas 

rapidamente por VSMC.  

 

 

Nota: As células HEK293T foram transfectadas com construções para expressar QSOX1-HA selvagem 
ou QSOX1-HA mutada (C455S). O controle (Ctrl) representa células transfectadas apenas com o 
plasmídeo pCI-neo vazio. Quarenta e oito horas após a transfeção, o meio condicionado foi coletado e 
analisado por western blotting com anti-QSOX1. Uma curva de calibração foi realizada nas mesmas 
condições com diferentes quantidades de QSOX1b recombinante. Massa molecular da QSOX1b 
recombinante: 74 kDa e da QSOX-HA: 67 kDa.  

 

 

 

 

FIGURA 15. SECREÇÃO DE QSOX1b-HA SELVAGEM E MUTADA NO MEIO DE CULTIVO 
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FIGURA 16. INTERNALIZAÇÃO DE QSOX1b SECRETADA 

 

Nota: Imagem de microscopia confocal de VSMC, na ausência (veículo) ou presença de ~ 200 – 300 
nM de QSOX1b secretada selvagem e mutada (CXXS) por 5 – 30 min a 37 °C. A marcação vermelha 
detecta QSOX1-HA após reação com anti-HA e anti-rabbit Alexa Flúor 647, em azul o núcleo corado 
com DAPI. As imagens foram obtidas com objetiva de 60x. 
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5.2.2 Identificação de proteínas ligantes da QSOX1 

Através do ensaio de cross-linking com formaldeído se estabilizou a ligação da 

QSOX1b recombinante selvagem com proteínas da membrana das VSMC. Na análise 

por western blot foi confirmada a presença abundante de QSOX1b recombinante nas 

frações de membrana. Estas frações foram incubadas com resina de Ni-NTA e a 

QSOX1b crossligada e enriquecida foi analisada. Os resultados mostraram a 

presença da QSOX1 nestas amostras (eluatos), inclusive numa segunda etapa de 

eluição (Figura 17).  

Este processo foi realizado 3 vezes. Os eluatos de três experimentos 

independentes foram analisados por espectrometria de massas. Apenas a primeira 

replicata (Tabela 1) permitiu, dentro das mais de 300 proteínas identificadas, detectar 

maior quantidade de proteínas com mais peptídeos únicos nas amostras teste 

(QSOX1b selvagem e mutada) comparado com o controle negativo (AIF). Também 

foram detectados 5 e 3 peptídeos únicos de QSOX1b recombinante selvagem e 

mutada respectivamente.  

FIGURA 17. PRESENÇA DE QSOX1b RECOMBINANTE LIGADA NA MEMBRANA CELULAR 
CONFIRMADA POR WESTERN BLOT 

 
Nota: Detecção da QSOX1b selvagem e mutada ligadas nas frações de membrana enriquecidas em 
resinas de Ni-NTA-Agarose (Eluatos). Os anticorpos utilizados foram anti-QSOX1 (1:500) e anti-rabbit 
conjugado com HRP (1:4000). 
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TABELA 1. PROTEÍNAS DA FRAÇÃO DE MEMBRANA IDENTIFICADAS POR ESPECTROMETRIA 

DE MASSAS 

Protein names 
Unique 

peptides 
AIF 

Unique 
peptides 

QSOXmut 

Unique 
peptides 
QSOXwt 

Filamin A 17 12 29 

AHNAK nucleoprotein OS=Rattus norvegicus 9 3 22 

Myosin, heavy polypeptide 9, non-muscle 9 9 18 

Vinculin 11 2 16 

Collagen alpha-1(I) chain 5 4 13 

Fibronectin 2 3 9 

Collagen alpha-1(III) chain 3 0 8 

Unconventional myosin-Ic 4 3 8 

Myoferlin 1 0 7 

Collagen, type I, alpha 2 0 0 6 

Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 1 1 6 

Receptor of activated protein C kinase 1 (Rack1) 1 1 6 

Calnexin 0 0 5 

Moesin 1 0 5 

Protein disulfide-isomerase A4 1 2 5 

Caveolae-associated protein 1 (Cavin1) 2 2 5 

Septin 6 (Predicted), isoform CRA_b 0 0 2 

Actin-related protein 2/3 0 1 2 

RAB14, member RAS oncogene family 0 0 2 

LDL receptor-related protein 1 (LRP1) 0 0 2 

Qsox1 0 3 5 

AIF 4 0 0 

Nota: A tabela mostra as proteínas com peptídeos únicos mais abundantes identificados nas frações 
de membrana de células incubadas com QSOX1b recombinante selvagem e mutada em relação ao 
controle negativo (AIF). Do total de proteínas detectadas, somente foram selecionadas aquelas que 
possuíam dois ou mais peptídeos únicos de diferença em relação ao controle negativo (AIF), após essa 
primeira filtragem foram descartadas proteínas inespecíficas comuns ou irrelevantes (ex. ribossomais, 
mitocondriais, nucleares). 

5.3 RESULTADOS EM FIBROBLASTOS L929 

Nosso grupo demostrou anteriormente que QSOX1b induz a proliferação e 

migração de células musculares lisas de aorta (França et al., 2020), além disso os 

resultados prévios mostraram que QSOX1b é rápida internalizada nestas células.  

Embora culturas primárias sejam fisiologicamente mais parecidas com as células no 

tecido, seu uso implica restrição no número de passagens antes de entrarem em 

senescência, no uso de animais experimentais e em alto custo para se obter um 
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número grande de células. Portanto, para estudar de maneira mais detalhada e 

controlada o mecanismo de internalização e seu posterior tráfego intracelular, 

utilizamos como modelo experimental a linhagem de fibroblasto murino L929 (ATCC® 

CCL-1™), derivada originalmente de tecido areolar e adiposo subcutâneo normal de 

um camundongo macho com 100 dias de idade. Como observado na sequência, estas 

células respondem igual às VSMC quanto a proliferação e migração induzidas pelas 

QSOX1b recombinantes. Com esta validação, caracterizamos os mecanismos 

envolvidos na migração celular induzida pela QSOX1b na linhagem L929.  

5.3.1 Efeito proliferativo de QSOX1b nos fibroblastos L929 

Através do ensaio com cristal violeta foi mostrado que 100 nM de QSOX1b 

selvagem e mutada induzem a proliferação das células L929 depois de 48 horas de 

tratamento. Os resultados observados na figura 18 representam a média de 3 ensaios 

independentes com 5 replicatas técnicas cada, e expressam a porcentagem de 

proliferação celular em relação ao controle (veículo). Como estimulo mitogênico foi 

utilizado 10% de soro fetal bovino que aumentou em 2 vezes o número de células em 

relação ao controle. As proteínas QSOX1b selvagem e mutada aumentaram 

significativamente (p≤0.001) o número de células em aproximadamente 1.4 e 1.2 

vezes respectivamente.  

FIGURA 18. EFEITO PROLIFERATIVO DE QSOX1b RECOMBINANTE NAS CÉLULAS L929 

 
Nota: O gráfico mostra as porcentagens de proliferação celular em relação ao controle negativo 
(veículo) após tratamento por 48 horas com 100 nM de QSOX1b selvagem e mutada ou 10% SFB 
(controle positivo). Teste ANOVA de um fator e post hoc Dunnet, ****p≤0.001, ***p≤0.01, n=3. 
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5.3.2 Efeito migratório de QSOX1b nos fibroblastos L929 

O ensaio de migração através da técnica do scratch mostrou que o tratamento 

por 24 horas com 50 nM QSOX1b selvagem aumenta a migração celular 

significativamente (p≤0.001) em 2 vezes comparado ao controle (veículo), enquanto 

que a QSOX1b mutada teve um aumento não significativo em 1.2 vezes (Figura 19). 

FIGURA 19. EFEITO MIGRATÓRIO DE QSOX1b RECOMBINANTE NAS CÉLULAS L929  

 
Nota: O gráfico mostra a porcentagem da distância de migração em relação ao controle negativo 
(veículo) após tratamento por 24 horas com 50 nM QSOX1b selvagem e mutada ou 20 ng/mL de PDGF 
(controle positivo). Teste ANOVA de um fator e post hoc Dunnet, ****p≤0.0001, ***p≤0.001, ns: não 
significativo, n=5. 

5.3.3 Internalização de QSOX1b recombinante nos fibroblastos L929 

A localização de QSOX1b exógena foi avaliada por imunofluorescência, 

utilizando anticorpo anti-QSOX1. Após 5 min de incubação com 500 nM QSOX1b 

recombinante selvagem e mutada ambas foram detectadas na superfície celular e 

também no compartimento intracelular como observou-se previamente nas VSMC. 

Com o tempo, a imunomarcação de QSOX1b torna-se intracelular, em um padrão 

pontuado distribuído no citosol (Figura 20). Esses resultados indicam uma rápida 

interação da QSOX1b recombinante com a membrana plasmática seguida de sua 

internalização, presente em grânulos ou vesículas. Utilizando anticorpo anti-His, 

também foi detectada a internalização da QSOX1b recombinante e apesar que a 

marcação é menos intensa, o padrão é semelhante (Figura 21). As células também 

foram incubadas com QSOX1b recombinante em 4 °C e observou-se que tanto a 

proteína selvagem quanto a mutada estavam restritas à superfície celular (Figura 22), 

indicando que a internalização é mediada por um transporte dependente de energia. 
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Como em VSMC, também foi observado que QSOX1b secretada por células 

HEK293T (superexpressando QSOX1b selvagem e mutada) internaliza nos 

fibroblastos (Apêndice 3).  

FIGURA 20. INTERNALIZAÇÃO DE QSOX1b RECOMBINANTE NOS FIBROBLASTOS L929  

 

Nota: Imagem de microscopia confocal de fibroblastos L929, na ausência (veículo) ou presença de 500 
nM de QSOX1b recombinante selvagem e mutada, por 5 – 30 min a 37°C. A marcação verde detecta 
QSOX1 após reação com anti-QSOX1 e anti-rabbit Alexa Flúor 488. Imagens obtidas com objetiva de 
60x e zoom digital de 1.5x. 
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FIGURA 21. DETECÇÃO DE QSOX1b RECOMBINANTE INTERNALIZADA NOS FIBROBLASTOS 
L929 

 
Nota: Imagem de microscopia confocal de fibroblastos L929, na ausência (veículo) ou presença de 500 
nM de QSOX1b recombinante selvagem e mutada, por 30 min a 37 °C. A marcação verde detecta 
QSOX1b recombinante após reação com anti-His tag e anti-mouse Alexa Flúor 488. Imagens obtidas 
com objetiva de 60x e zoom digital de 3x. 

 

FIGURA 22. DETECÇÃO DE QSOX1b RECOMBINANTE NA SUPERFÍCIE DOS FIBROBLASTOS 
L929 EM 4 °C 

 

Nota: Imagem de microscopia confocal de fibroblastos L929, na ausência (veículo) ou presença de 500 
nM de QSOX1b recombinante selvagem e mutada, por 30 min a 37 °C e 4 °C. A marcação verde 
detecta QSOX1b recombinante após reação com anti-QSOX1 e anti-rabbit Alexa Flúor 488. Imagens 
obtidas com objetiva de 60x e zoom digital de 2x. 
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Para fortalecer os resultados observados por imunofluorescência, também foi 

detectada a QSOX1b recombinante endocitada nas células L929, através de Western 

blot. Foram analisados os lisados totais das células incubadas com QSOX1b 

recombinante selvagem e mutada por 30 minutos, além de um controle de células 

incubadas somente com o veículo. Após revelar as membranas foi possível detectar 

tanto a QSOX1 endógena (Figura 23, setas brancas) nos três lisados quanto a 

QSOX1b recombinante nos lisados das células incubadas com esta proteína (Figura 

23, setas vermelhas) indicando a presença desta dentro das células e possivelmente 

nos endossomos.  

FIGURA 23. DETECÇÃO DE QSOX1b RECOMBINANTE EM LISADO CELULAR 

 

Nota: Os fibroblastos L929 foram incubados com 500 nM de QSOX1b recombinante selvagem e mutada 
por 30 min a 37 °C. Após lisar, as amostras foram analisadas por western blotting com anti-QSOX1. As 
setas brancas indicam QSOX1b endógena (≈ 66kDa), as setas vermelhas mostram QSOX1b 
recombinante (≈ 74kDa). 

5.3.4 Detecção de QSOX1b recombinante nos endossomos dos fibroblastos L929 

Para estudar a via clássica da endocitose através dos endossomos, 

analisamos se QSOX1b recombinante co-localiza com os marcadores de endossomos 

iniciais EEA1 e Rab5 após a incubação com as L929 por 5 e 15 minutos. Na figura 24 

observa-se que houve co-localização tanto da QSOX1b selvagem quanto da mutada 

desde os 5 minutos e se manteve após 15 minutos. Para avaliar se QSOX1b 

recombinante transita para os endossomos tardios, estes foram marcados com Rab7. 

Até os 45 minutos avaliados, tanto a QSOX1b recombinante selvagem quanto a 

mutada não foram detectadas nos endossomos tardios. Esses resultados indicam que 

QSOX1b é endocitada independentemente da sua atividade sulfidril oxidase e não é 

direcionada para os lisossomos.  
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FIGURA 24. LOCALIZAÇÃO DE QSOX1b SELVAGEM E MUTADA NOS ENDOSSOMOS 

 

Nota: Imagem de microscopia confocal dos fibroblastos L929 na presença de 500 nM de QSOX1b 
recombinante selvagem e mutada por 5, 15 e 45 min a 37 °C. A marcação vermelha detecta EEA1, 
Rab5 (endossomos iniciais) ou Rab7 (endossomos tardios), a marcação verde detecta QSOX1 e em 
azul o núcleo corado com DAPI. As imagens foram obtidas como objetiva de 60x e zoom digital de 1.5x. 
As setas brancas indicam pontos de co-localização. A região ressaltada mostra a magnificação de 2x.   

5.3.5 Efeito migratório da QSOX1b recombinante endocitada  

Através da técnica do scratch, anteriormente foi mostrado que o tratamento de 

24 horas com 50 nM de QSOX1b recombinante selvagem aumenta significativamente 

em 2 vezes a migração das células L929 comparado ao controle (veículo), enquanto 

que a QSOX1b mutada tem um aumento não significativo. Para avaliar se a QSOX1b 

recombinante endocitada tem o efeito migratório previamente observado, as células 

foram tratadas com 500 nM de QSOX1b recombinante selvagem e mutada apenas 
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por 30 minutos, tempo suficiente para internalizar. Após esse tempo as células foram 

lavadas 5 vezes e deixadas na solução veículo por 24 horas. Como observado na 

figura 25, este estimulo com recombinante selvagem também aumentou a migração 

em 1.9 vezes. A análise pelo teste de ANOVA com post-hoc Dunnett mostrou uma 

diferença estatisticamente significativa (p≤0.05) na migração induzida pela QSOX1b 

recombinante selvagem comparada ao controle (veículo), já no caso da mutada, essa 

diferença não foi significativa.  

Os tratamentos por 24 horas com 20 ng/mL de PDGF-BB, 50 nM de QSOX1b 

recombinante selvagem e mutada também foram testados, como controle positivo do 

experimento, reproduzindo-se os resultados mostrados anteriormente.  

FIGURA 25. EFEITO MIGRATÓRIO DA QSOX1b ENDOCITADA 

 

Nota: O gráfico mostra a porcentagem da distância de migração em relação ao controle negativo 
(veículo) após tratamento por 24 horas com 50 nM de QSOX1b selvagem e mutada ou 20 ng/mL de 
PDGF (controle positivo) e por 30 minutos com 500 nM de QSOX1b selvagem e mutada. Teste ANOVA 
de um fator e post hoc Tukey, **p≤0.01, *p≤0.05, ns: não significativo, n=3.  



61 
 
5.3.6 Efeito migratório após inibição da endocitose 

Para avaliar se a migração celular induzida pela QSOX1b depende de sua 

endocitose, testamos inibidores de endocitose para determinar indiretamente, através 

da inibição ou diminuição da migração, o mecanismo endocítico. Os inibidores 

utilizados foram 0.45 M de sacarose, para inibir a endocitose mediada por clatrina 

(Guo et al., 2015); 1 mM de Metil-β-ciclodextrina (Vercauteren et al., 2010), para inibir 

a endocitose mediada por caveola e 4 μM de citocalasina D, para inibir 

macropinocitose e fagocitose (Mäger et al., 2012). As células foram incubadas com 

estes reagentes, antes e durante o tratamento com as recombinantes. Os resultados 

foram analisados pelo teste ANOVA com post-hoc Tukey, comparando a migração de 

cada tratamento com a migração do controle negativo (migração de células com 

veículo) e com migração do seu respectivo tratamento na condição sem inibidor.  

Os resultados observados na figura 26 mostram que a sacarose reduziu 

significativamente a migração celular nas células tratadas com QSOX1b selvagem 

porem foi visualizado que esse inibidor alterou a morfologia celular e promoveu que 

as células soltem da placa. Esse efeito também foi observado nas células tratadas 

com QSOX1b mutada e veículo, sugerindo que a sacarose foi citotóxica.   

Por outro lado, a inibição com metil-β-ciclodextrina, diminuiu significativamente 

a migração das células tratadas com QSOX1b selvagem até o nível do veículo, 

sugerindo que a endocitose de QSOX1b pode ser mediada por caveola. No caso da 

citocalasina D, também houve uma redução na migração das células tratadas com 

QSOX1b selvagem, porém esta não foi estatisticamente significativa.  
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FIGURA 26. EFEITO MIGRATÓRIO DA QSOX1b APÓS INIBIÇÃO DE ENDOCITOSE 

 
Nota: O gráfico mostra a porcentagem da distância de migração em relação ao controle negativo 
(veículo) após tratamento por 30 minutos com 500 nM de QSOX1b selvagem e mutada na presença 
de inibidores da endocitose. Teste ANOVA de um fator e post hoc Tukey, ***p≤0.001 e *p≤0.05 
comparado ao respectivo veículo, #p≤0.0001 comparado ao respectivo tratamento na condição sem 
inibidor, ns: não significativo, n=3. 

Para descartar que o efeito inibitório da Metil-β-ciclodextrina seja consequência 

de uma possível toxicidade deste inibidor, um grupo também foi tratado por 2 horas, 

na presença ou ausência do inibidor, com QSOX1b recombinante selvagem e com 

DMEM alta glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino como um controle 

positivo. Foi observado então, que a incubação por 2 horas com Metil-β-ciclodextrina 

não influencia no efeito pro-migratório do soro fetal bovino e sim reduz 

significativamente o efeito pro-migratório da QSOX1b recombinante selvagem (Figura 

27).  
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FIGURA 27. EFEITO MIGRATÓRIO DA QSOX1b APÓS INIBIÇÃO COM METIL-β-CICLODEXTRINA 

 
Nota: O gráfico mostra a porcentagem da distância de migração em relação ao controle negativo 
(veículo) após tratamento por 2 horas com 10% de soro fetal bovino ou 500 nM de QSOX1b selvagem, 
na presença ou não de 1 mM metil-β-ciclodextrina. Teste ANOVA de um fator e post hoc Tukey, 
**p≤0.01 e *p≤0.05 comparado ao respetivo veículo, #p≤0.05 comparado ao respetivo tratamento na 
condição sem inibidor, ns: não significativo, n=3. 

5.3.7 Inibição da endocitose de QSOX1b pela metil-β-ciclodextrina 

Para confirmar o efeito da inibição da endocitose mediada por caveola, foi 

avaliado através de imunofluorescência a localização de QSOX1b recombinante na 

presença ou ausência de metil-β-ciclodextrina. Como se observa na figura 28, na 

presença de metil-β-ciclodextrina ambas QSOX1b recombinante selvagem e mutada 

foram detectadas preferencialmente na superfície das células.  

Além disso, observamos que tanto QSOX1b selvagem quanto mutada co-

localizam com caveolina 1, um componente importante das caveolas, após 5 minutos 

de incubação (Figura 29). Esses resultados junto com os de migração indicam que a 

inibição da endocitose dependente de caveola prejudica gravemente a internalização 

de QSOX1b e a migração induzida pela QSOX1b selvagem.  
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FIGURA 28. INIBIÇÃO DA INTERNALIZAÇÃO DE QSOX1b NA PRESENÇA DE METIL-β-
CICLODEXTRINA 

 

Nota: Imagem de microscopia confocal dos fibroblastos L929 incubados com 500 nM de QSOX1b 
recombinante selvagem e mutada por 30 min a 37 °C, na presença ou não de metil-β-ciclodextrina. A 
marcação verde detecta QSOX1 e em azul o núcleo corado com DAPI. As imagens foram obtidas como 
objetiva de 60x. 
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FIGURA 29. QSOX1b CO-LOCALIZA COM CAVEOLINA 1 

 

Nota: Imagem de microscopia confocal dos fibroblastos L929 na presença de 500 nM de QSOX1b 
recombinante selvagem e mutada por 5 min a 37 °C. A marcação vermelha detecta caveolina 1, a 
marcação verde detecta QSOX1 e em azul o núcleo corado com DAPI. As imagens foram obtidas como 
objetiva de 60x e zoom digital de 1.5x. As setas brancas indicam pontos de co-localização. A região 
ressaltada mostra a magnificação de 2x.   

Devido a que o inibidor da endocitose mediada por clatrina mostrou-se 

citotóxico e impediu descartar a participação dessa via na internalização de QSOX1b, 

avaliamos por imunofluorescência se clatrina co-localiza com QSOX1b recombinante. 

Como mostrado na figura 30, após 5 minutos de incubação com as recombinantes 

(mesmo tempo utilizado para detectar caveolina 1) não se observou co-localização, 

sugerindo que essa via não é importante para a internalização da QSOX1b.  

FIGURA 30. QSOX1b NÃO CO-LOCALIZA COM CLATRINA 

 

Nota: Imagem de microscopia confocal dos fibroblastos L929 na presença de 500 nM de QSOX1b 
recombinante selvagem e mutada por 5 min a 37 °C. A marcação vermelha detecta clatrina, a marcação 
verde detecta QSOX1 e em azul o núcleo corado com DAPI. As imagens foram obtidas como objetiva 
de 60x e zoom digital de 1.5x.   
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5.3.8 Inibição da endocitose e migração após silenciamento de caveolina 1 

A migração celular foi avaliada nas células transfectadas com 50 nM de Cav1-

siRNA nas quais a expressão de caveolina 1 foi silenciada. Como observado na figura 

31, o silenciamento de caveolina 1 inibiu completamente a migração induzida por 

QSOX1b selvagem, em comparação com células transfectadas com o siRNA controle 

negativo. Para garantir que o silenciamento não interrompeu a migração celular em 

geral, também testamos o efeito migratório induzido por um pulso de 2 h com 10% de 

soro fetal bovino. O soro fetal induziu a migração celular em células transfectadas com 

siRNA controle negativo e também naquelas transfectadas com Cav1-siRNA (Figura 

32), mostrando que a maquinaria de migração é funcional na ausência de caveolina 

1.  

FIGURA 31. INIBIÇÃO DA MIGRAÇÃO MEDIADA POR QSOX1b APÓS SILENCIAMENTO DE 
CAVEOLINA 1 

 

Nota: O gráfico da esquerda mostra a porcentagem da distância de migração das células silenciadas 
de caveolina 1 (Cav1-siRNA) em relação às células transfectadas com o controle negativo (scr siRNA) 
após tratamento por 30 min com 500 nM de QSOX1b selvagem e mutada. Teste ANOVA de um fator 
e post hoc Tukey, ****p≤0.0001 comparado ao respectivo veículo, #p≤0.0001 comparado ao respectivo 
tratamento na condição controle negativo, ns: não significativo, n=3. Na direita, figura representativa de 
western blot que mostra o silenciamento de caveolina 1 após transfecção com 50 nM Cav1-siRNA.  
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FIGURA 32. EFEITO DO SILENCIAMENTO DE CAVEOLINA 1 NA MIGRAÇÃO CELULAR 

 
Nota: O gráfico mostra a porcentagem da distância de migração das células silenciadas de caveolina 1 
(Cav1-siRNA) em relação às células transfectadas com o controle negativo (scr siRNA) após tratamento 
por 2 horas com 500 nM de QSOX1b selvagem e mutada ou 10% SFB como controle positivo. Teste 
ANOVA de um fator e post hoc Tukey, ***p≤0.001 comparado ao respectivo veículo, #p≤0.001 
comparado ao respectivo tratamento na condição controle negativo, ns: não significativo, n=2.  

Por imunofluorescência, também observamos que o silenciamento de 

caveolina 1 impediu a internalização de QSOX1b selvagem e mutada, que foram 

detectadas predominantemente na superfície celular (Figura 33). Estas descobertas 

confirmam que a endocitose de QSOX1b selvagem é mediada por caveola e que a 

caveolina 1 é necessária para a migração celular induzida por QSOX1b. 
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FIGURA 33. INIBIÇÃO DA ENDOCITOSE DE QSOX1b APÓS SILENCIAMENTO DE CAVEOLINA 1 

 

Nota: Imagem de microscopia confocal dos fibroblastos L929 silenciados de caveolina 1 (Cav1-siRNA) 
ou controle negativo (scr siRNA), incubados com 500 nM de QSOX1b recombinante selvagem e mutada 
por 30 min a 37 °C. A marcação verde detecta QSOX1 e em azul o núcleo corado com DAPI. As 
imagens foram obtidas como objetiva de 60x e zoom digital de 1.5x. 

5.3.9 Interação de QSOX1b com Nox1 

Nosso grupo mostrou anteriormente que a migração induzida por QSOX1b 

dependia do peróxido de hidrogênio produzido por Nox1 (França et al., 2019). 

Portanto, foi avaliado por imunofluorescência se QSOX1b internalizada interage com 
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Nox1. Os resultados na figura 34 mostram que após 30 min de incubação tanto 

QSOX1b selvagem quanto mutada co-localizam com Nox1 endógena. 

FIGURA 34. CO-LOCALIZAÇÃO DE QSOX1b COM NOX1 

 

Nota: Imagem de microscopia confocal dos fibroblastos L929 na presença de 500 nM de QSOX1b 
recombinante selvagem e mutada por 30 min a 37 °C. A marcação vermelha detecta Nox1, a marcação 
verde detecta QSOX1b recombinante mediante anti-His tag e em azul o núcleo corado com DAPI. As 
imagens foram obtidas como objetiva de 60x e zoom digital de 3x. As setas brancas indicam pontos de 
co-localização.  

5.3.10 Detecção de alvos oxidáveis da QSOX1b recombinante selvagem 

Através da técnica de eletroforeses bidimensional diagonal foi avaliado se a 

QSOX1b recombinante selvagem oxida proteínas dos fibroblastos L929 formando 

pontes dissulfeto intra- ou intermoleculares. Assim, proteínas abaixo da diagonal 

correspondem a proteínas contendo dissulfetos intermoleculares, enquanto que 

aquelas acima da diagonal principal correspondem a proteínas contendo dissulfetos 

intramoleculares. 

Os resultados obtidos mostram que o peróxido de hidrogênio induziu a 

formação de pontes dissulfeto acima (intramoleculares) e abaixo (intermoleculares) da 

diagonal (Figura 35A). Já QSOX1b selvagem produziu uma oxidação mais intensa, 

observada tanto por um arrastado de bandas de alta massa molecular (com 

dissulfetos intermoleculares), como pela presença de uma segunda diagonal abaixo 

da diagonal principal (dissulfetos intermolecular de proteínas de média massa 

molecular) (Figura 35B). Estes dados indicam que QSOX1b recombinante induz a 

oxidação, direta ou indireta, de proteínas de alta e média massa molecular mediante 

pontes dissulfeto intermoleculares. No caso das proteínas do controle (células não 
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tratadas), estas migraram formando uma diagonal proeminente com escassas bandas 

ou pontos fora desta (Figura 35C). 

FIGURA 35. DETECÇÃO DE PROTEÍNAS OXIDADAS PELA QSOX1b SELVAGEM 

 

Nota: A figura mostra a corrida eletroforética bidimensional de células L929 tratadas com 100 μM de 
H2O2 (A), tratadas com 250 nM de QSOX1b recombinante selvagem (B) ou não tratadas (C). A região 
em azul das figuras A e B indicam as proteínas fora da diagonal, que foram oxidadas. 
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5.3.11 Avaliação da transição de fibroblastos a miofibroblastos induzida pela QSOX1b 

recombinante  

Através da expressão de alfa-actina de musculo liso, foi avaliado se QSOX1b 

recombinante pode induzir a transição de fibroblastos a miofibroblastos após 72 horas 

de estímulo. No primeiro ensaio foi utilizado DMEM com 10% de soro fetal bovino 

como controle positivo durante as 72 horas do experimento, enquanto QSOX1b 

recombinante selvagem (500 nM) foi incubada somente por 30 minutos e após várias 

lavagens foi substituída por veículo. Na figura 36A se observa que depois de 72 horas, 

tanto as células incubadas com veículo quanto as incubadas com QSOX1b 

recombinante selvagem e 10% de soro fetal bovino expressam alfa-actina de musculo 

liso, porem estas duas últimas em maior quantidade que o veículo.  

O experimento foi repetido utilizando o TGF-β1 como controle positivo, por ser 

um conhecido indutor desta transição fibroblasto-miofibroblasto. Além disso os 

estímulos com QSOX1b recombinante foram permanentes, mas numa concentração 

menor (50 nM) que induz migração das células L929. Como observado na figura 36B, 

comparado ao veículo, TGF-β1, QSOX1b recombinante selvagem e QSOX1b 

recombinante mutada aumentaram a expressão de alfa-actina de músculos liso, 

porém na mutada esse aumento foi mais sutil. Embora preliminares, esses resultados 

parecem indicar que o estímulo com QSOX1b recombinante pode regular o fenótipo 

dos fibroblastos.  

FIGURA 36. EXPRESSÃO DE ALFA-ACTINA DE MUSCULO LISO APÓS ESTIMULO COM QSOX1b 
RECOMBINANTE 

 

Nota: na figura A se mostra a expressão de alfa-actina de musculo liso após 72 horas do estimulo com 
10% de soro fetal bovino ou 500 nM de QSOX1b recombinante selvagem. Na figura B se observa a 
expressão de alfa-actina de musculo liso após estimulo com TGF-β, 50 nM de QSOX1b recombinante 
selvagem ou mutada durante 72 horas.  
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6 DISCUSSÃO  

QSOX1 é uma proteína predominante secretada que nos últimos anos tem 

adquirido importância clínica pois foi detectada em diversos tipos de tumores e células 

cancerosas e parece favorecer a invasão e progressão tumoral (Baek et al., 2018; 

Katchman et al., 2011; Soloviev et al., 2013; Lacerenza et al., 2020; Hanavan et al., 

2015; Fifiel et al., 2020; Sung et al., 2018). Esse efeito proliferativo e migratório 

também foi observado em fibroblastos (Ilani et al., 2013) e células de musculo liso 

vasculares (Borges et al., 2015; França et al., 2020). Até agora esse papel tem sido 

atribuído à sua função sulfidril oxidase na matriz extracelular, onde foi mostrado que 

QSOX1 contribui na remodelagem da matriz através da incorporação de proteínas 

como laminina, fibronectina e colágeno (Ilani et al., 2013; Javitt et al., 2018; Feldman 

et al., 2020) além da ativação de metaloproteases (Katchman et al., 2013), criando 

dessa forma um microambiente favorável para adesão, proliferação e migração de 

células tumorais (Feldman et al., 2020; Millar-Haskell et al., 2022).  

Nosso grupo mostrou em VSMC que a migração celular induzida por QSOX1b 

depende da atividade sulfidril oxidase e é mediada por peróxido de hidrogênio 

intracelular derivado da Nox1 (França et al., 2020). Nesse sentido, ensaios prévios 

neste trabalho foram realizados nesse modelo celular. Assim, utilizando microscopia 

de fluorescência foi evidenciado que QSOX1b (recombinante ou secretada de células 

HEK293T) liga-se na membrana plasmática e depois é rapidamente internalizada nas 

VSMC em um processo independente da atividade oxidase e dependente da 

temperatura. Além disso, após análise por espectrometria de massas das frações de 

membrana de VSMC crossligadas a QSOX1b recombinante selvagem, mutada e AIF 

(controle negativo) permitiu identificar aproximadamente vinte proteínas com 

peptídeos únicos ausentes ou em menor quantidade no controle negativo e mais 

abundantes nas amostras teste. Apesar dos resultados corresponderem a uma única 

análise, os resultados mostraram-se interessantes pois detectaram-se duas proteínas 

da matriz extracelular conhecidas por ser possíveis alvos da QSOX1, como é 

fibronectina e colágeno (Javitt et al., 2018; Feldman et al., 2020). Além disso 

identificaram-se proteínas como filamina A, miosina e LRP1 que possuem resíduos 

de cisteínas (Page et al, 2011; Prochniewicz et al, 2008; De Nardis et al, 2016) que 

poderiam ser alvos oxidáveis da QSOX1b, ou cavina que poderia estar relacionada 

com o fenômeno de internalização da QSOX1b. Embora os resultados com VSMC 
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foram promissórios, as limitações de trabalhar com cultura primária levaram a validar 

um novo modelo celular. Para isso, foi utilizada a linhagem de fibroblasto murino L929.  

Nos fibroblastos L929, demonstramos que QSOX1b recombinante selvagem, 

mas não a QSOX1b recombinante mutada, induz a migração celular, dados 

semelhantes aos anteriormente observados em VSMC (Borges et al., 2015; França et 

al., 2020). Como nas VSMC, por imunofluorescência evidenciamos que QSOX1b 

recombinante selvagem e mutada são rapidamente internalizadas através da via 

endocítica, sendo localizadas nos endossomos iniciais. Mostramos também que um 

pulso de 30 minutos com a proteína recombinante selvagem foi suficiente para 

estimular a migração durante as próximas 24 horas. Para entender se essa resposta 

era produto da proteína internalizada, utilizamos diferentes inibidores da endocitose e 

detectamos que quando a endocitose mediada por caveola foi inibida com metil-β-

ciclodextrina o efeito pró-migratório da QSOX1b selvagem foi reduzido totalmente. 

Devido a que esses inibidores químicos podem ser inespecíficos, também realizamos 

o silenciamento de caveolina 1, a principal proteína das caveolas. Como esperado, 

após o silenciamento de caveolina, a migração celular induzida por QSOX1b 

selvagem foi inibida. As imagens obtidas por microscopia confocal mostraram a co-

localização de QSOX1b recombinante com caveolina 1 e a retenção de QSOX1b na 

superfície celular após a inibição (química ou gênica) da endocitose mediada por 

caveola. 

Esses dados evidenciam que a migração de fibroblastos depende da 

internalização de QSOX1b selvagem. A ruptura da caveola com metil-β-ciclodextrina 

ou por silenciamento de caveolina 1 e a co-localização de QSOX1b com caveolina 1 

confirmam que tal internalização é mediada pela caveola, embora outras vias 

endocíticas não possam ser descartadas. Até onde sabemos, a endocitose de 

QSOX1b extracelular nunca foi considerada. O fato de QSOX1b selvagem e mutada 

serem igualmente internalizadas indica que a via endocítica empregada por QSOX1b 

não requer atividade tiol oxidase. Em vez disso, a captação deve depender da 

estrutura ou conformação QSOX1b, uma vez que sua interação com a membrana 

plasmática pode não ser significativamente alterada pela única mutação C452S. De 

fato, essa ideia é apoiada pelo acúmulo observado de QSOX1b selvagem e mutada 

na superfície celular quando a endocitose foi inibida. Em contraste com a endocitose 

mediada por clatrina, a endocitose mediada por caveola recebeu mais atenção apenas 
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recentemente. Agora é aceito que as caveolas são uma plataforma de sinalização 

dinâmica e transportadores endocíticos intracelulares (Popov, 2022). Várias 

moléculas plasmáticas, como albuminas nativa e modificada (Schnitzer e Oh, 1994), 

LDL oxidado (Luchetti et al., 2021), toxinas bacterianas (Herreros et al., 2001) e vírus 

(Xing et al., 2020) foram relatadas como sendo internalizadas por endocitose caveolar 

após a ligação aos seus receptores. A adição de PDCD5 recombinante (proteína de 

morte celular programada 5), uma proteína secretada envolvida na morte celular, 

induziu sua endocitose mediada por caveola (Wang et al., 2006). Da mesma forma, 

aqui propomos a QSOX1b extracelular como uma molécula de carga para endocitose 

dependente de caveola.  

Após a captação, a carga caveolar é entregue aos endossomos iniciais, uma 

estação de distribuição compartilhada por outras vias endocíticas. De fato, QSOX1b 

co-localizou com os marcadores de endossomos iniciais EEA1 e Rab5, mas não com 

o marcador de endossomos tardios Rab7, indicando que a degradação lissosomal não 

é o destino da QSOX1b internalizada. Não é a primeira vez que QSOX1 é relatada em 

endossomos. QSOX1 foi encontrado no aparelho de Golgi e endossomos iniciais e 

tardios em macrófagos durante o desenvolvimento embrionário de Drosophila 

melanogaster. Nesse caso, a QSOX1 se dispus na via secretora, possivelmente 

contribuindo para a secreção de laminina (Valoskova et al., 2019). No contexto da 

sinalização do EGFR, QSOX1 foi encontrada tanto em endossomos iniciais quanto 

tardios em células de hepatocarcinoma, interagindo com o EGFR e favorecendo seu 

tráfego para a via de degradação lissosomal (Sun et al., 2021). Apesar de investigar 

diferentes rotas de tráfego, esses dados junto com os nossos representam novas 

informações sobre a localização endossomal de QSOX1. 

Os endossomos foram inicialmente caracterizados como compartimentos 

usados pelas células para reprimir o sinal do receptor endocitado, mas agora eles 

foram reconhecidos como plataformas de sinalização (Platta e Stenmark, 2011). 

Alguns deles foram denominados redoxossomos, por serem locais de sinalização 

redox (Oakley et al., 2009). A ligação de IL1β e TNFα aos seus receptores nas regiões 

caveolares da membrana plasmática, onde as proteínas Nox1 e/ou Nox2 são 

enriquecidas, promove a endocitose do complexo receptor-ligante e da proteína Nox. 

Essas proteínas são direcionadas aos endossomos iniciais, onde são produzidos 

ânions superóxidos derivados de Nox (Miller Jr et al., 2007). O superóxido 
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intraendossomal pode dismutar espontaneamente dentro do redoxossomo para 

peróxido de hidrogênio ou pode ser transportado para o citosol por canais aniônicos, 

onde será dismutado (Oakley et al., 2009). O peróxido de hidrogênio é o oxidante final 

envolvido na sinalização redox. Os redoxossomos foram descritos para as vias de 

IL1β e TNFα, principalmente em VSMC, mas outras citocinas e fatores de 

crescimento, como EGF, PDGF, Ang II também podem formar redoxossomos, uma 

vez que ativam Nox1 (Gimenez et al., 2016). Em um trabalho anterior demonstramos 

que QSOX1b selvagem promoveu a migração de VSMC por um mecanismo 

dependente da produção de Nox1 e peróxido de hidrogênio entanto que QSOX1b 

inativa não foi capaz de induzir a migração, uma vez que não foi produzido peróxido 

de hidrogênio (França et al., 2020). Aqui propomos que QSOX1b selvagem e mutada 

são endocitadas com Nox1, uma vez que Nox1 colocaliza com QSOX1b endocitada 

em fibroblastos, provavelmente em endossomos iniciais. Com base nos resultados 

dos ensaios de migração, propomos também que QSOX1b selvagem, mas não a 

mutada, ativa Nox1 nos endossomos, induzindo a produção de superóxido que irá 

dismutar posteriormente em peróxido de hidrogênio. Os mecanismos de ativação de 

Nox1 neste cenário ainda precisam ser investigados. No entanto, foi recentemente 

demonstrado que Nox1 pode ser ativado pelo dímero ligado por dissulfeto entre 

p47phox-proteína dissulfeto isomerase (PDI), que facilita a fosforilação de p47phox e 

a montagem do complexo Nox1 (Gimenez et al., 2019). Considerando que Nox1 foi 

ativado pela inserção de dissulfetos em p47phox, pode-se imaginar um papel oxidativo 

para QSOX1 na ativação de Nox1. O ensaio de eletroforese bidimensional, evidenciou 

uma grande quantidade de proteínas formando pontes dissulfetos intermoleculares 

após incubação com QSOX1b recombinante selvagem indicando que podiam ter sido 

oxidadas direta ou indiretamente pela QSOX1b, não podemos descartar que Nox1 

seja um de esses alvos.  

A demonstração de que QSOX1b promove a migração de fibroblastos indica 

que QSOX1 pode estar envolvida na cicatrização de tecidos e fibrose, processos em 

que os fibroblastos são os principais atores. Nas etapas inflamatória e proliferativa da 

cicatrização, os fibroblastos são recrutados e migram para o tecido lesado, onde 

adquirem um fenótipo contrátil e aumentam a secreção de proteínas da matriz 

extracelular (Tai et al., 2021; Cialdai et al., 2022). Nesse sentido, avaliamos se 

QSOX1b estimula a transição de fibroblastos para miofibroblastos (FMT). Embora 
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preliminares, nossos resultados evidenciaram um aumento na expressão de actina de 

musculo liso nos fibroblastos estimulados com QSOX1b recombinante selvagem 

comparado com os que somente foram incubados com veículo. Esses dados 

recapitulam o papel proposto para QSOX1 durante a formação do tecido neointimal 

após uma lesão vascular em ratos (Borges et al., 2015). Como a expressão de QSOX1 

aumentou na formação da neoíntima, assumimos que ela era produzida e secretada 

pelas células da neoíntima. A QSOX1 extracelular secretada induziu células 

musculares lisas (SMC) da camada média a proliferar e migrar para a íntima (Borges 

et al., 2015). Adicionalmente, embora não tenhamos analisado a expressão de 

QSOX1 na camada adventícia, de acordo com os presentes dados, também pode ser 

considerado que QSOX1 induziu a migração desses fibroblastos para a íntima. SMC 

e fibroblastos são as principais células que migram para fornecer as proteínas da 

matriz extracelular durante a reestenose (Déglise et al., 2023) e fibrose (Tai et al., 

2021), respectivamente. Curiosamente, a QSOX1 promoveu as mesmas respostas 

nessas duas células, indicando uma possível participação nos processos de reparo 

tecidual. Dado que a QSOX1b demonstrou estar mais expressa durante a cicatrização 

tecidual (Borges et al., 2015) e que os fibroblastos e as células musculares lisas são 

estimulados a migrar em resposta à QSOX1b solúvel, sugerimos que QSOX1b pode 

desempenhar um papel na ativação da cicatrização. 
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7 CONCLUSÕES  

Neste estudo, demonstramos que QSOX1b induz a migração de fibroblastos 

L929. Evidenciamos que QSOX1b é endocitada por um mecanismo mediado por 

caveolas e depois é direcionada aos endossomos iniciais. Nesse sentido, mostramos 

que a migração celular depende da endocitose de QSOX1b. A co-localização de 

QSOX1b com Nox1 indica um possível papel de QSOX1b na ativação de Nox1. 

Finalmente, o aumento na expressão de actina de musculo liso, sugere que QSOX1b 

pode estimular a transição de fibroblastos para miofibroblastos. 

FIGURA 37. MECANISMO DE INDUÇÃO DA MIGRAÇÃO CELULAR MEDIADA POR ENDOCITOSE 
DA QSOX1b 

 

Nota: A figura representa o mecanismo proposto para o processo de migração celular de 
fibroblastos L929 induzida pela endocitose de QSOX1b. FONTE: A autora. 
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APÊNDICE 1: SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DA QSOX1b RECOMBINANTE 
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Trx-tag 
His-tag 
Primeiro motivo de cisteínas  
Segundo motivo de cisteínas  
Segundo motivo de cisteínas, mutação cisteína x serina  
Terceiro motivo de cisteínas  
Sequência NP_075757.1 sulfhydryl oxidase 1 isoform b precursor [Mus musculus] 
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APÊNDICE 2: REPRESENTAÇÃO DO ENSAIO DE MIGRAÇÃO 
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APÊNDICE 3: INTERNALIZAÇÃO DE QSOX1b SECRETADA 

 
 
Imagem de microscopia confocal das células L929, na ausência (veículo) ou presença de meio 
condicionado contendo QSOX1b selvagem e mutada secretada por células HEK293T. incubação de  
30 min a 37 °C. A marcação verde detecta QSOX1-HA após reação com anti-HA e anti-rabbit Alexa 
Flúor 488, em azul o núcleo corado com DAPI. As imagens foram obtidas com objetiva de 60x. 
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APÊNDICE 4: VISÃO ORTOGONAL DA INIBIÇÃO DA INTERNALIZAÇÃO DE 

QSOX1b RECOMBINANTE 

 

 

Imagem de microscopia confocal representando uma visão ortogonal (planos XZ e YZ) das células 
L929 incubadas com 500 nM de QSOX1b recombinante selvagem por 30 min a 37 °C na presença de 
Metil-β-ciclodextrina.  A marcação verde detecta QSOX1; a marcação vermelha detecta citoesqueleto 
de actina e em azul o núcleo corado com DAPI. As setas brancas mostram a marcação da QSOX1b 
recombinante selvagem na superfície celular após inibição da internalização pela Metil-β-ciclodextrina. 
As imagens foram captadas com objetiva de 60X. 

 


