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RESUMO

O sistema Plasminogénio/Plasmina (Plg/Pla) esta associado a diversas
atividades biologicas além da classica dissolugdo dos coagulos de fibrina.
Estas acgdes incluem participagdo na migragao celular, no reparo tecidual e na
inflamacédo. Embora a capacidade da plasmina de induzir migragao celular
esteja bem definida, o mecanismo in vivo subjacente a este processo ainda néo
€ bem conhecido. Este estudo investigou a capacidade da Pla de induzir
migracao celular in vitro e in vivo e o papel da proteina cinase ativada por
mitogenos (MAPK) ERK1/2, do receptor ativado por protease (PAR-1) e da
quimiocina CCL2 e de seu receptor CCR2 neste processo. Para tal, fibroblastos
e macrofagos murinos foram tratados com Pla (2ug/mL) por diferentes tempos
ou pré-tratadas com U0126 (inibidor de MEK/ERK), leupeptina (inibidor de
serina protease) ou acido tranexamico (analogo de lisina) 1h antes e durante o
tratamento com Pla. As células foram processadas para analises de migragao
celular ou para andlise da ativagdo de ERK1/2 por western blot. Os
experimentos in vivo foram conduzidos em camundongos BALB/C os quais
foram desafiados por injecdo intrapleural de Pla (2ug) sendo as células
presentes na cavidade pleural coletadas em diferentes tempos e analisadas
quanto aos tipos celulares, ativacdo das vias ERK1/2 e NF-kxB, producéo de
quimiocinas e citocinas e imunofenotipagem das células por citometria de fluxo.
Inibidores especificos para MEK/ERK (U0126 - 2mg/kg/i.pl.); serina protease
(Leupeptina - 100ug/cavidadel/i.pl.), receptor ativado por protease-1 (PAR1-
SCH79797 5mg/kgl/i.p.) e para o receptor de quimiocina CCR2 (RS504393 -
2mg/kg/i.pl.) foram administrados 1h antes da Pla e as células da cavidade
pleural foram coletadas apds 48h e processadas para contagem total e
diferencial e western blot para P-ERK e P-lkBa. Os niveis pleurais de IL-18, IL-
6, TNF-a e CCL-2 foram medidos por ELISA. Plasmina induziu a migracéo de
fibroblastos e macréfagos murinos in vitro de forma dependente de da via
MEK/ERK, da sua atividade proteasica e do seu sitio ligante de lisina. A injecao
de plasmina na cavidade pleural de camundongos induziu um influxo tempo-
dependente de células mononucleares associado com o aumento da
fosforilagcdo de ERK1/2 e de IkB-a e dos niveis de CCL2 e IL-6 no exudato

pleural. A inibicdo da atividade proteasica da plasmina, através do uso de



Leupeptina, ou a utilizagdo do antagonista de PAR-1 (SCH79797) foram
capazes de abolir o recrutamento de células mononucleares induzido pela
plasmina, as fosforilagbes de ERK1/2 e de IkB-a. Em concordancia com os
resultados obtidos in vitro, a inibicdo da via MEK/ERK aboliu o influxo de
células mononucleares e a liberagdo de MCP-1/CCL2, ambos induzidos pela
plasmina. Experimentos realizados para confirmar o envolvimento de MCP-
1/CCL2 na migragdo celular induzida pela Plasmina, mostraram que
camundongos deficientes em CCR2 (CCR2") sdo refratarios ao recrutamento
de mononucleares induzido por esta protease e o uso de um antagonista de
CCR2 (RS504393) aboliu a migragao induzida pela plasmina in vivo e in vitro.
Concluimos com este estudo que a Plasmina é capaz de induzir migracao de
células mononucleares in vivo de forma dependente de PAR- 1, da ativagao da
via MEK/ERK/NF-kB resultando na liberagcado de MCP-1/CCL2 e ativagao de
CCR2.

Palavras-chave: Plasminogénio/Plasmina, MAPK, MCP-1/CCL2, PAR-1 e

migracao celular.



ABSTRACT

The Plasminogen/Plasmin (Plg/Pla) system is associated with a variety of
biological activities beyond the classical dissolution of fibrin clots, including cell
migration, tissue repair and inflammation. Although the capacity of Plasmin to
induce cell migration is well defined, the mechanism underlying this process in
vivo is elusive. In this study, we investigate the capacity of Pla to induce cell
migration in vitro and in vivo and the role of mitogen-activated protein kinase
(MAPK) ERK1/2, protease activated receptor-1 (PAR-1) and CCL2/CCR2 axis
in this process. With this purpose, murine fibroblasts and macrophages were
treated with Pla (2ug/mL) at different times, or pretreated with the U0126
(MEK/ERK inhibitor), Leupeptin (serine protease inhibitor) or Tranexamic Acid
(lysine analog) 1h before and during treatment with Pla. The cells were
processed for analysis of cell migration or analysis of the activation of ERK1/2
by western blot. In vivo experiments were carried out in BALB/C mice which
were challenged by intrapleural injection of Pla (2ug) and the cells present in
the pleural cavity were collected at different times and analyzed for total and
differential leukocyte counts, activation of ERK1/2 and NF-xB pathways,
production of chemokines and cytokines and immunophenotyping by flow
cytometry. Specific inhibitors for MEK/ERK (U0126- 2mg/Kg/i.pl.), serine
protease (Leupeptin- 100ug/ cavity/i.pl.), protease activated receptor-1 (PAR1-
SCH79797 5mg/kgl/i.p.) and the chemokine receptor CCR2 (RS504393-
2mg/kg/i.pl.) were administered 1 h before Pla and the cells of the pleural cavity
were collected 48h after and processed for total and differential leukocyte
counts and western blot for P-ERK and P-lkBa Pleural levels of IL-1B, IL-6,
TNF-a and CCL-2 were measured by ELISA. Plasmin induced migration of
fibroblasts and murine macrophages in vitro dependent of the MEK/ERK
pathway, its proteolytic activity and its lysine binding sites. The injection of
plasmin in the pleural cavity of mice induced a time-dependent influx of
mononuclear cells associated with increased phosphorylation of ERK1/2 and
IxB-a and increased levels of CCL2 and IL-6 in the pleural exudates. The
inhibition of protease activity of plasmin by using Leupeptin, or the use of PAR-

1 antagonist (SCH79797) was able to abolish the recruitment of mononuclear



cells and ERK1/2 and IkB-a phosphorylation. In agreement with the in vitro
results, the inhibition of MEK/ERK abolished the influx of mononuclear cells and
release of MCP-1/CCL2, both induced by plasmin. Experiments performed to
confirm the involvement of MCP-1/CCL2 in cell migration induced by plasmin,
showed that mice deficient in CCR2 (CCR2™) are refractory to the recruitment
of mononuclear cells induced by this protease and the use of a CCR2
antagonist (RS504393) abolished plasmin induced migration in vivo and in vitro.
We conclude in this study that plasmin is able to induce in vivo migration of
mononuclear cells dependently of PAR-1 activation of MEK/ERK/NF-xB
pathway resulting in the release of MCP-1/CCL2 and CCR2 activation.

Keywords: Plasminogen/Plasmin, MAPK, MCP-1/CCL2, PAR-1 and cell

migration.
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1- INTRODUCAO

1.1- O Sistema Plasminogénio

O Sistema Plasminogénio, também denominado Sistema Fibrinolitico, &
constituido por varias proteinas, sendo a plasmina (Pla) a protease mais
importante do sistema. (Franco, 2004; Syrovets, Lunov e Simmet, 2012). As
enzimas deste sistema catalisam a hidrélise de ligagcées peptidicas passando
por um estagio transitério de ligacdo a triade catalitica formada por serina
(Ser), histidina (His) e aspartato (Asp)(Ramachandran et al., 2012). Devido a tal
caracteristica, estas enzimas sao classificadas como serino-proteases.

O precursor da plasmina € a pré-enzima inativa plasminogénio (Plg) que
€ constituida por 790 aminoacidos e tem o peso molecular de 90 kDa (Henkin,
Marcotte e Yang, 1991; Gross, Murray e Rand, 2013). O plasminogénio &
produzido e processado no figado com posterior liberacdo na corrente
sanguinea, cuja concentragao sérica pode chegar a 2,4 uM (Syrovets, Lunov e
Simmet, 2012) (Figura 1). A estrutura do plasminogénio pode ser didaticamente
dividida em duas partes: a primeira (azul na Figura 1) é a regiao amino-
terminal, de cadeia pesada, composta por cinco dominios Kringle. A segunda
(verde na Figura 1) é a regido carboxi-terminal, de cadeia leve, na qual esta
localizado o sitio catalitico (inativo no plasminogénio e ativo na plasmina)
formado por trés aminoacidos Histidina 603, Aspartato 646 e Serina
741(Henkin, Marcotte e Yang, 1991; Syrovets, Lunov e Simmet, 2012).
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Figura 1— Representacao da estrutura do plasminogénio. O local da clivagem para
a conversao do plasminogénio em plasmina esta marcado com a seta vermelha e os
aminoacidos do sitio catalitico estao indicados - H603, D646 e S741.

Adaptado de Syrovets et al. (2012).

A conversao do plasminogénio em plasmina é realizada por ativadores
de plasminogénio (PA = plasminogen activator), que podem ser tecidual (t-PA)
ou uroquinase (u-PA). Estes dois ativadores apresentam alta especificidade de
ligagdo ao plasminogénio e s&o capazes de promover a hidrélise de uma unica
ponte peptidica levando a formacdo da plasmina (Figura 2) sem, contudo
desfazer a ponte dissulfeto adjacente. O ativador de plasminogénio tecidual (t-
PA) liberado na circulagdo, principalmente, por células endoteliais é ativo
apenas na presenca de fibrina. Apds se ligarem a fibrina, formada pela cascata
da coagulagédo, o t-PA cliva o plasminogénio dentro do coagulo gerando a
plasmina localmente, que por sua vez degrada os coagulos de fibrina em
produtos soluveis, sendo de importancia fundamental na manutencdo dos

balancos hemostatico e homeostatico (Gross, Murray e Rand, 2013).
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Figura 2— Ativacdo do plasminogénio. A mesma ligagdo Arg — Val é quebrada por
todos os ativadores de plasminogénio dando origem a molécula de plasmina com duas
cadeias. O tridngulo representa o residuo de serina do sitio ativo e as duas cadeias da
plasmina permanecem unidas pela ponte dissulfeto.

Adaptado de Gross, Murray e Rand, 2013.

O ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-PA) é produzido por
células endoteliais, mondcitos e macrofagos e se liga a receptores celulares
especificos (u-PA-R). Tal ligagdo culmina no aumento da eficiéncia da ativagéo
do plasminogénio a plasmina (Syrovets, Lunov e Simmet, 2012). Quando
ligados aos seus receptores celulares, a plasmina também é capaz de produzir
um feedback positivo através da modificacdo do u-PAR fazendo com que o u-
PA se torne cataliticamente mais ativo (Lijnen, 2005). O principal papel de u-PA
parece ser a indugdo da protedlise pericelular, através da degradagédo de
elementos da matriz, que resulta na ativagdo de proteases latentes e na
liberacdo de fatores de crescimento, incluindo o fator de crescimento
transformante beta (TGF-f), fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (Plow et al., 1995; Lijnen, 2001;
Jin et al., 2003; Shin et al., 2010).

A inibicdo do sistema plasminogénio pode ocorrer atraveés da inibigao
dos ativadores de plasminogénio (t-PA e u-PA) exercida pelos inativadores de
plasminogénio (PAl), ou pela inativacdo da plasmina, principalmente por o2-
antiplasmina (Figura 3) (Plow et al., 1995; Lijnen, 2001; Kager et al., 2013). O
PAI-1, principal inibidor da ativagdo de plasminogénio associado a fibrindlise, &
sintetizado por células endoteliais e hepatdcitos. O mecanismo de inibicdo

ocorre pela ligacao a t-PA e u-PA dificultando a conversao do plasminogénio a



plasmina (Sprengers e Kiluft, 1987; Margetic, 2012). A o2-antiplasmina € uma
glicoproteina produzida no figado e esta presente no plasma em concentragdes
em torno de 1uM. Esta exerce sua inibicdo quando se liga de forma irreversivel
a plasmina formando complexos e impedindo a agao catalitica, e/ou quando se
liga de forma reversivel ao Plasminogénio dificultando sua adsorgéo a fibrina
(Christensen, Bangert e Thorsen, 1996; Caulfield e Lathem, 2012).

Os receptores de plasminogénio foram identificados em diversos tipos
celulares, como mondcitos, linfécitos, fibroblastos, granuldcitos, células
endoteliais e neuronais. Estes séo proteinas de superficie celular com residuos
de lisina C-terminal expostos, uma vez que o sitio de ligacéo a lisina associada
ao dominio Kringle do plasminogénio possui maior afinidade as lisinas carboxi-
terminal. A enolase-1 (ENO-1), anexina A2, p11, histona H2B, Plg-R« e
gangliosideos sdo os receptores de Plg mais representativos (Miles et al.,
1991; Hajjar, 1995; Redlitz et al., 1995; Laumonnier et al., 2006; Wygrecka et
al., 2009; Das, Pluskota e Plow, 2010; Plow, Doeuvre e Das, 2012).

O Sistema Plasminogénio participa de uma grande variedade de
processos fisioldgicos devido ao elevado numero de substratos da plasmina. A
plasmina é a principal enzima responsavel pela dissolugdo da fibrina intra e
extravascular e pela regulagdo da paténcia vascular (Plow et al., 1995;
Carmeliet e Collen, 1998). Adicionalmente, a identificacdo de receptores de
Plg/Pla em muitos tipos celulares (Herren et al., 2001; Plow, Doeuvre e Das,
2012), juntamente com a capacidade da Pla em degradar componentes da
matriz extracelular através da agao de metaloproteinases (por exemplo, MMP-
9), mostrou o envolvimento desta protease na migracao celular. De fato, a
contribuicdo da Plasmina para a migragcao celular vem sendo demonstrada
tanto em processos fisiolégicos como embriogénese, cicatrizagéo de feridas e
angiogénese, quanto em processos patoldégicos como metastases e doencgas
inflamatorias (Plow et al., 1995; Romer et al., 1996; Syrovets e Simmet, 2004;
Castellino e Ploplis, 2005; Wygrecka et al., 2009; Bae et al., 2012; Rosenwald
etal., 2012).

A ativacdo do plasminogénio a plasmina & finamente regulada devido
aos s multiplos alvos e consequéncias da ativagao deste sistema (Herren et al.,
2001). O mecanismo de ativagao e inativacdo do sistema fibrinolitico é

exemplificado na Figura 3.
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Figura 3— Mecanismos de ativacdo e inativagcdo do sistema plasminogénio. A
reacao 1 descreve o equilibrio entre o plasminogénio livre e o ligado a superficie
celular. A afinidade da ligagao entre os componentes do sistema plasminogénio e seus
receptores celulares favorece substancialmente a ocupac¢ao da superficie celular pelo
plasminogénio. Na reacdo 2, o plasminogénio ligado a célula é ativado a plasmina
pelos ativadores do plasminogénio u-PA e t-PA, os quais estdo associados aos seus
respectivos receptores de superficie celular (u-PA-R e t-PA-R). A ativagdo é
consideravelmente mais eficaz para os reagentes ligados a superficie celular que os
naos ligados. Na reacdo 3, a plasmina é exposta ao seu inibidor primario a oy-
antiplasmina, que inativa plasmina livre. PAl se liga a t-PA e u-PA impedindo a
atividade catalitica para a conversao do plasminogénio a plasmina.

Adaptado de Plow et al. (1995)



1.2- Inflamagao

Conceitualmente, a inflamagcdo é uma resposta a padrdes moleculares
relacionados ao dano (DAMPs) e/ou direcionada a patogenos (PAMPSs)
desenvolvida pelos tecidos vascularizados, cujas principais caracteristicas séo o
extravasamento de liquidos e saida de células da microcirculagéo adjacente ao
tecido inflamado para o intersticio, podendo ser aguda ou cronica (Robbins et
al., 1999). A resposta inflamatéria aguda, iniciada apés uma infeccao ou dano
tecidual, é caracterizada macroscopicamente pelos quatro sinais cardinais da
inflamacao, descritos por Cornelius Celsus no século | DC, que sao: calor
(gerado pelo aumento do fluxo sanguineo local), rubor (resultante da hiperemia),
tumor (ou edema/ resultante do aumento da permeabilidade da microvasculatura
e do extravasamento de proteinas para o espacgo intersticial) e dor (devido a
alteragdes nas terminagdes nervosas e liberagdo de mediadores quimicos). Em

1858, Rudolf Virchow acrescentou o quinto sinal: perda de funcao

(consequéncia da limitacdo funcional devido ao edema e a dor). No final do
século 19, Elie Metchnikoff deu notoriedade aos eventos microscopios/celulares
envolvidos no processo inflamatério ao introduzir o conceito de fagocitose
(Medzhitov, 2010; Vago et al., 2012).

A reacao inflamatéria é considerada protetora nos casos em que o agente
desencadeador € eliminado e/ou inativado com consequente reparacdo do dano
e restauracdo da homeostase tecidual. Neste evento, denominado resolucéo da
resposta inflamatdria, ocorre a liberacédo de inibidores do processo inflamatério,
de mediadores proé-resolutivos e a participagdo de vias de sinalizacdo que
regulam o processo. Como exemplos de mediadores regulatérios podem ser
citados: lipoxinas, resolvinas, maresinas, protectinas, melanocortinas, anexina
A1 e interleucina 10 (IL-10), que levam principalmente a reducdo do
recrutamento leucocitario, a apoptose dos leucécitos presentes no sitio da
inflamacédo, bem como ao aumento da eferocitose (fagocitose) de corpos
apoptéticos por macrofagos. A liberacdo destes mediadores é capaz de
controlar o acumulo excessivo de leucdcitos no local. Entretanto, se a
inflamacao aguda nao for controlada, ela pode se tornar maléfica ao portador,
progredindo para inflamagdo cronica, cicatrizagdo e fibrose. Nestes casos a

causa fundamental do dano tecidual € o excesso de acumulo de leucdcitos nos



tecidos (Serhan et al., 2000; Serhan et al., 2002; Medzhitov, 2010; Nathan e
Ding, 2010; Norling e Serhan, 2010; Alessandri et al., 2013; Sousa et al., 2013).

O recrutamento leucocitario ocorre na homeostase, como por exemplo,
no trafego de linfécitos para tecidos linfoides e outros tecidos. Durante a
resposta inflamatéria, um conjunto complexo de moléculas sao produzidas e
secretadas, permitindo a interacdo de leucdcitos circulantes com as células
endoteliais e viabilizando a sua transmigragao para o sitio inflamatério (Gilroy et
al., 2004). Para isso, as integrinas promovem a adesao firme dos leucdcitos
circulantes as células endoteliais ativadas pela ligagdo de moléculas de adesao
expostas na sua superficie. Posteriormente, os leucécitos rastejam sobre o
endotélio, cruzam a membrana basal e transmigram para o intersticio (Figura 4)
(Phillipson et al., 2006). A migracao leucocitaria depende da acao de diferentes
fatores quimiotaticos que ativam receptores acoplados a proteina G. A ligagao
desses fatores quimiotaticos aos seus respectivos receptores é capaz de ativar
moléculas pertencentes as vias de transdugado de sinais intracelulares que séo
fundamentais para que a resposta inflamatéria ocorra (Marinissen e Gutkind,
2001).

As quimiocinas sao um subtipo de citocinas produzidas em resposta a
estimulos inflamatérios, capazes de coordenar o recrutamento de leucécitos do
sangue para os tecidos, através da indugdo de expressdo de moléculas de
adesao durante as diferentes etapas, e de ativar e regular a acdo destas
células durante as diferentes fases das respostas inata e adaptativas (Rot e
Von Andrian, 2004; Yadav, Saini e Arora, 2010). As quimiocinas possuem um
papel muito importante durante a inflamacao, pois estao envolvidas em eventos
cruciais, como a diferenciagdo das células imunocompetentes e a regulagéo
dos mecanismos efetores das respostas imune e inflamatéria. Algumas das
principais citocinas/quimiocinas envolvidas no recrutamento de células
inflamatdrias sdo: interleucina-1 beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), interleucina-
8 (IL-8/KC), fator de necrose tumoral (TNF), proteina quimiotatica de mondcitos
(MCP-1/CCL2) e a proteina inflamatéria de macrofagos (MIP-2/CCL3) (Tabela
1), dentre outras (Abbas, Lichtman e Pober, 2003; Rot e Von Andrian, 2004).



Selectinas MAC1
Ativagdo Transmigragéo
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Figura 4- Representacao esquematica da adesdo de neutrofilos e migragao
transendotelial. Os passos originais sao: captura, rolamento, rolamento lento
(mediado por selectinas); ativacdo (mediada por quimiocinas); apreensao, adesao
espalhamento, rastejamento intravascular (mediada por integrinas); e transmigracao
(paracelular ou transcelular). Moléculas-chave para cada passo estédo indicadas nas
caixas. ESAM — Molécula de adeséo celular ao endotélio; ICAM - moléculas de adesao
intercelular; JAM — Molécula de adesao juncional; LFA — Antigeno associado a
linfécito; MAC - Antigeno de macrofago; PECAM - moléculas de adesao celular
plagueta-endotélio; PI3K - fosfoinositideo 3-cinase; VCAM - moléculas de adesao
vascular; VLA — Antigeno muito tardio.

Adaptado de LEY et al. (2007)




Tabela 1- Principais citocinas/quimiocinas envolvidas na migracao de

células inflamatoérias

Efeito/acao

Em baixas concentragbes, medeia a resposta
inflamatéria local, atuando sobre as células
epiteliais e aumentando a expressdo de
moléculas de adesdo leucocitaria. Em altas
concentragdes ela entra na corrente sanguinea
e exerce efeitos sistémicos como febre e

inducao de proteinas hepaticas.

Citocina / Local de sintese /
quimiocina producao

IL-18 Fagoécitos  mononucleares
ativados, neutrofilos,
células epiteliais e

endoteliais.
IL-6 Fagocitos mononucleares,
células endoteliais,

fibroblastos e linfocitos.

Exerce diversas ag¢des sob a imunidade inata e
adquirida, dentre elas, promove a sintese de
proteinas de fase aguda pelos hepatocitos e
estimula o crescimento e diferenciagdo de

linfocitos.

TNF-a Principalmente por
macrofagos , mas também
pode ser secretado por
células T ativadas, células
matadoras naturais (NK) e

mastocitos.

Promove o recrutamento de leucdcitos para os
sitios inlamatérios através do aumento da
expressdo de moléculas de adesao (integrinas
leucocitarias e selectinas endoteliais), estimula
as celulas endoteliais e macréfados a
secretarem quimiocinas que também induzem o
recrutamento de leucécitos e induzem a

apoptose de alguns tipos celulares.

MCP1/ E produzido por uma
CCL2 grande variedade de
células, incluindo epiteliais,
endoteliais, fibroblastos,

astrocitos e mondcitos.

Potente quimioatraente de mondcitos, mas
também pode recrutar células T de memoaria e

células dendriiticas para os sitios inflamatérios.

IL-8/KC E uma citocina secretada
por varios tipos de células,
incluindo linfécitos T e
macréfagos, em resposta a

estimulos inflamatodrios.

Atrai neutrdfilos, basofilos (que no tecido se

tornam mastaécitos) e linfécitos T.

MIP-2 Produzida por macréfagos.

Potente quimioatraente de neutrdfilos.

Fontes: Abbas, Lichtman e Pober, 2003; Yadav, Saini e Arora, 2010; Lei et al.,

2012; Mitroulis, Kambas e Ritis, 2013.
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1.3- Interagodes entre o Sistema Plasminogénio e a Inflamagao

Esta bem estabelecido que a expressdao de genes que codificam
fibrinogénio, PAI-1, t-PA, u-PA e u-PA-R sdo regulados por moléculas
induzidas durante a resposta inflamatéria local e/ou durante a resposta de fase
aguda sistémica a processos como injuria tecidual, crescimento neoplasico ou
infeccdo. Varios trabalhos tém demonstrado o papel de mediadores
inflamatdrios na regulagdo de componentes do sistema plasminogénio (Jenkins
et al., 1997; Herren et al., 2001; Lijnen, 2001).Dentro deste contexto, moléculas
pro-inflamatérias tais como IFN, TNF-a, IL-10, IL-1B e IL-6 possuem efeitos
sobre componentes do sistema plasminogénio e, de uma maneira geral,
promovem um aumento da atividade fibrinolitica sob as células em que atuam.
Como exemplo, podemos citar que TNF-a e IL-13 s&o capazes de aumentar a
expressao e secrecao de uPA em células da polpa dentaria humana (Kamio et
al., 2007; Narita et al., 2012) e que IL-1a induz a expressao de t-PA em
queratinécitos murinos (Lian et al.,, 2008). Estas moléculas sdo produzidas no
sitio inflamatério em resposta a varios estimulos, tais como dano tecidual,
formacédo de trombos nos vasos, deposicdo excessiva de fibrina no pulméo e
outros, no sentido de tentar restabelecer a fisiologia do tecido lesado
(Hasegawa et al., 1997; Jenkins et al., 1997; Kasza e Koj, 2002; Wang et al.,
2013). Além disso, estudos que apontam a regulacao do proprio plasminogénio
por citocinas pro-inflamatorias, sugerem que provavelmente, estes sistemas
possam se intercomunicar em processos celulares como migragdo, reparo
tissular, remodelagem tecidual e fibrindlise visando alcancar um equilibrio para
manuteng¢ao da homeostase tecidual (Niedbala e Stein, 1991; Twining, Wilson
e Ngamkitidechakul, 1999; Bannach et al., 2002; Kasza e Koj, 2002).

Como mencionado anteriormente, plasmina estimula a expressao de
citocinas como TNF-a, IL-1a/B, IL-6, da quimiocina MCP-1/CCL2, do fator
tecidual (TF), liberacdo de mediadores lipidicos e indugdo de quimiotaxia de
mondcitos purificados (Weide et al., 1996; Burysek, Syrovets e Simmet, 2002;
Min, Jou e Joe, 2003; Schuliga et al., 2013). Foi demonstrado também que o
plasminogénio e plasmina foram capazes de induzir a produgao de IL-1B3, TNF-
a e da expressao génica de iINOS em culturas primarias de micréglia de ratos e

em uma linhagem imortalizada de células de microglia murina (BV2) (Min, Jou
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e Joe, 2003). Além disso, os niveis de IL-6 e IL-8 sdo aumentados em células
de musculo liso das vias aéreas apos estimulo com plasminogénio (Altrogge e
Monard, 2000; Schuliga et al., 2013). Tais relatos evidenciam a intima relagao
entre o Sistema Plasminogénio e moléculas pro-inflamatérias.

Estudos tém demonstrado o papel dos receptores de plasminogénio
durante a migracdo de leucdcitos in vivo e in vitro (Ploplis et al., 1998;
Laumonnier et al., 2006; Gong et al., 2008; Guo et al., 2008; Lighvani et al.,
2011). Camundongos deficientes para o gene que codifica para o plasminogénio
(Plg”™) tém um menor recrutamento de macréfagos/mondcitos e linfécitos,
quando comparados aos animais sem a deficiéncia, no modelo de peritonite
induzida por tioglicolato, sem nenhum prejuizo para migracao de neutrofilos
(Ploplis et al., 1998; Laumonnier et al., 2006; Gong et al., 2008; Guo et al., 2008;
Lighvani et al., 2011).

Wygrecka et al. (2009) demonstraram, em um modelo de injuria pulmonar
aguda, que a o-enolase (um receptor de plasminogénio) é expressa na
superficie de mondcitos sendo importante para migracao destas células. Outro
estudo mostrou que a o-enolase expressa na superficie de macrofagos e
mondcitos induz inflamacgao sinovial na artrite reumatoide (Bae et al., 2012).

Por outro lado, tém surgido evidéncias de que o Sistema Plasminogénio
também pode participar do processo de resolugao da inflamagéo aguda (Gong,
Fan e Hoover-Plow, 2011; Rosenwald et al., 2012; Shen et al., 2012). Assim,
sabendo que a resolucdo da inflamacdo € um processo ativo, que envolve
eventos-chave, incluindo a apoptose de leucdcitos, seu reconhecimento e
eferocitose, mudanga do fendtipo dos macréfagos de pro-inflamatério para um
perfil pro-resolutivo, os estudos citados acima descrevem ao menos duas
fungcdes modulatérias importantes exercidas pelo sistema Plg e que tocam o

processo de resolucao da inflamacéo.
1.4- Sistema Plasminogénio e a via de sinalizagao das MAPKs
Dentre as proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPKs) podem ser

citadas ERK1/2, p38 e JNK que integram uma familia de proteinas sinalizadoras

envolvidas em diferenciagcdo celular, resposta ao estresse, apoptose e
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inflamacéo (Figura 5) (Sousa, Brasil, et al., 2005; Sousa, Silva, et al., 2005;
Junttila, Li e Westermarck, 2008). De Sousa e colaboradores (2005)
demonstraram que Plg/Pla estimulam a expressao de c-fos e egr-1, dois fatores
de transcrigdo envolvidos com indugao de genes que codificam para proteinas
pro-inflamatorias, através da ativacdo da MAPK ERK1/2 (De Sousa et al., 2005).
Além disto, os autores mostraram que a via MAPK ERK1/2 também é
necessaria para indugdo da oa-enolase (o-ENO) tanto pelo plasminogénio
(Sousa, Silva, et al., 2005) quanto por IFN-o (Sousa, Brasil, et al., 2005; Sousa,
Silva, et al., 2005; Junttila, Li e Westermarck, 2008).

Elementos do sistema plasminogénio utilizam a via das MAPKs para
inducdo de outros genes que contribuirao de maneira geral para aumento da
protedlise extracelular (D'alessio e Blasi, 2009). Outro fator importante é que
substancias quimiotaticas como lipopolissacarideo (LPS) e TNF-o. aumentam a
expressao de elementos do sistema plasminogénio como u-PA e
metaloproteinases via ERK1/2 (Niedbala e Stein, 1991; Cheng et al., 2009),
enquanto anti-inflamatérios como os glicocorticoides inibem varios elementos do
sistema inibindo a protedlise (Pollanen, 1989; Chu et al.,, 2008; Kwon et al.,
2011). Recentemente, nosso grupo de pesquisa também demonstrou que a
dexametazona (um glicocorticoide sintético) inibiu o acumulo de neutréfilos na
cavidade pleural sendo este efeito associado a inibicdo da fosforilagdo de
ERK1/2 e do fator de transcricdo NF-kB (Vago et al., 2012). Neste contexto,
seria de extrema importancia investigar in vitro, bem como in vivo, através do
uso de modelos inflamatérios animais, a participacado das MAPKs na migracao

celular induzida pela plasmina.
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Figura 5- Vias de sinalizacdoes desencadeadas para ativagao da MAPK ERK e seus
alvos (A). Na figura (B) esta sinalizado o local onde o inibidor U0126 atua para
inibir a via MEK/ERK.

Adaptado de: (A) Site Cell Signaling Techonologyn
(http://www.cellsignal.com/pathways/map-kinase.jsp), (B) Kim et al.(2004).
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1.5- Receptores Ativados por Proteases (PARSs)

Os receptores ativados por proteases (PAR) sao receptores
metabotropicos que atuam mediando a sinalizagcdo de varias enzimas. Esta
familia é constituida por quatro membros: PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4. Estes
receptores sdo expressos em varios tipos celulares, e possuem um mecanismo
peculiar de ativagdo, no qual uma serino-protease (plasmina por exemplo)
hidrolisa a ligagcao peptidica em um local especifico da porgdo amino-terminal
extracelular, viabilizando a aproximacgao e a interagéo entre a sequéncia ligante
e o sitio de ligacdo no receptor. Na sequéncia, ocorre o recrutamento de
Proteina G e outras moléculas sinalizadoras para o dominio intracelular do
receptor, culminando na transdugao do sinal (Figura 6). Uma vez ativado, o PAR
é inativado, internalizado e degradado via lisossomal (Ramachandran et al.,
2012).

Ja foi descrito na literatura a participacao de componentes da cascata da
coagulacdo e do Sistema Plasminogénio na ativagdo e transdugdo de sinais
mediados por PARs (Hansen et al., 2008; Ramachandran et al., 2012). O PAR-
1, por exemplo, € um receptor de trombina capaz de induzir a via MEK/ERK
culminando na producado de CCL2 (Deng et al., 2008). Além disso, a relacao
entre o sistema Plasminogénio e os PARs fica mais evidente em estudos que
demonstram que a plasmina nao foi capaz de ativar a via MEK/ERK em
fibroblastos deficientes para o gene que codifica PAR-1 (PAR-17") (Pendurthi et
al.,, 2002), que esta proteina de induziu migracdo de células ovarianas de
hamster através da ativacao deste receptor (Pendurthi et al., 2002; Majumdar
et al., 2004) e o envolvimento destes receptores com processos inflamatorios
(Ramachandran, 2012; Ramachandran et al., 2012).
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) «— Clivagem pela serina protease ) exposicio da sequéncia ligante e
ligagdo ao sitio do receptor

—= Sinalizagao celular

Figura 6 — Mecanismo classico de ativagcdao dos receptores ativados por
proteases. A serino-protease reconhece seletivamente o receptor e cliva um sitio
especifico na por¢gao N-terminal do receptor (A), viabilizando a interagdo entre a
sequéncia ligante e o sitio do receptor (B), desencadeando a sinalizagao celular.
Adaptado de Ramachandran et al. (2012).
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2- JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Permitir um recrutamento eficiente de células com o minimo de dano ao
tecido acometido € um dos grandes desafios no controle do processo
inflamatdrio, visto que os mediadores provenientes dos leucdcitos podem levar a
lesdo tecidual e disfungdo do 6rgdo. Assim, existe um grande interesse em
elucidar melhor os mecanismos responsaveis pelo recrutamento e eliminacao
dessas células do sitio inflamatério.

Pesquisadores do nosso grupo (Sinalizagcdo na inflamacao) tem se
dedicado ao estudo dos mecanismos de recrutamento e permanéncia
leucocitaria nos sitios inflamatérios. Estudos in vitro mostraram que o IFN-y foi
capaz de aumentar a expressao do receptor de Plg/Pla (o-enolase) na superficie
de mondcitos humanos com consequente aumento da protedlise celular de
forma dependente da MAPK ERK1/2 (Sousa, Silva, et al, 2005).
Adicionalmente, trabalhos recentes mostram o envolvimento de componentes do
sistema plasminogénio na migracdo de células inflamatérias em modelos
inflamatdérios murinos, bem como em doengas inflamatérias humanas (Wygrecka
et al., 2009; Bae et al., 2012; Syrovets, Lunov e Simmet, 2012; Miles e Parmer,
2013). No entanto, o papel das quimiocinas e os mecanismos subjacentes as
vias de sinalizacdo que regulam a migragdo de leucocitos induzida por
plasminogénio in vivo ainda nao foram completamente elucidados.

Neste projeto, nos propusemos a estudar o papel do Sistema
Plasminogénio na migragcao celular induzida por Plasmina. Para isso,
procuramos elucidar os receptores, as vias de sinalizagao (focando na via das
MAPKSs) e as quimiocinas envolvidas na indugdo da migragao de leucdcitos para
a pleura de camundongos. Assim, diante do complexo mecanismo que rege o
recrutamento e a manutencao de células nos sitios inflamatérios, o estudo dos
diversos fatores envolvidos no acumulo leucocitario no sitio inflamatério é de
importancia fundamental para o desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas

que possam interferir nessas vias controlando a inflamacéo.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Estudar o papel da plasmina na migracdo de células inflamatérias,
avaliando inicialmente sua capacidade de induzir migragdo celular de
fibroblastos e macréfagos murinos in vitro e de leucécitos in vivo para a pleura
de camundongos.

Mecanisticamente pretendeu-se avaliar a participacdo da MAPK
MEK/ERK1/2, do receptor ativado por protease- 1 (PAR-1) e do receptor CCR2

neste processo.

3.2- Objetivos especificos

3.2.1- Avaliar a habilidade da plasmina em induzir migragdo celular in
vitro em culturas de fibroblastos embrionarios murinos (MEF) e macréfagos
murinos (RAW 264.7).

3.2.2- Investigar o envolvimento da via MEK/ERK na migragéo celular in
vitro de MEF e RAW 264.7 induzida pela plasmina através do uso de um

inibidor seletivo da via.

3.2.3- Analisar o efeito da Leupeptina (Leup) (inibidor de serina
protease) e do Acido Tranexamico (TXA) (inibidor de sitios de ligagdo a lisina)

na migracao celular de MEF e RAW 264.7 induzida por plasmina in vitro.

3.2.4- Avaliar a habilidade e a cinética de migracao/recrutamento de
leucdcitos induzida pela plasmina in vivo, através da injecdo desta proteina na

pleura de camundongos BALB/C machos.
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3.2.5- Estudar o papel da MAPK ERK 1/2, através da analise da
fosforilacdo de ERK 1/2 e do uso do inibidor especifico desta via na migragao

de leucécitos induzida por plasmina.

3.2.6- Estudar a ativagao do Fator Nuclear Kappa B (NF-xB), através da
analise da fosforilacdo de IkB-a, nos leucécitos recrutados para a pleura dos

animais desafiados com Plasmina. .

3.2.7- Mensurar os niveis das citocinas IL-6, IL-1B, TNF-o. e das
quimiocinas MIP-2/CXCL2, KC/CXCL-1 e MCP-1/CCL2 no sobrenadante do

lavado pleural de camundongos desafiados com Plasmina.

3.2.8- Analisar o efeito da Leupeptina (inibidor de serina protease) na

pleurisia induzida por Plasmina.

3.2.9- Verificar a participagao do receptor ativado por protease-1 (PAR-
1) na migragdo celular induzida por Plasmina através da utilizagdo de um
agonista (RP19979) e de um antagonista deste receptor (SCH79797).

3.2.10- Estudar o envolvimento do receptor CCR2 na migragao celular in
vivo induzida por plasmina através da utilizacdo de camundongos deficientes
para o gene que codifica CCR2 (CCR2™) e pela utilizagdo de um antagonista
de CCR2 (RS504393).
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Ensaios in vitro

4.1.1- Cultura de células

Fibroblastos embrionarios murinos (MEF) ou macréfagos murinos (RAW
264.7) foram cultivados em meio essencial minimo de Engle modificado por
Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado
(SFB) (Cuiltilab), e antibidticos penicilina (100Ul/mL) e gentamicina (100ug/m) a
temperatura de 37°C, em estufa incubadora umidificada (Thermo Scientific)
contendo 95% de ar e 5% de CO..

4.1.2- Modelo in vitro de migragao celular: “Ensaio de Ranhura em

monocamada de células”

O ensaio de ranhura em monocamada de células foi realizado como
descrito por Liang et al. (2007). Neste ensaio 1x10° fibroblastos embrionarios
murinos (MEF) ou macréfagos murinos (linhagem RAW 264.7) foram cultivados
em placas de seis pog¢os (NUNC), em meio DMEM, suplementado com 10% de
SFB, com os antibiéticos penicilina (100Ul/mL) e gentamicina (100ug/mL) até
80% de confluéncia quando entdo foram carenciados com 1% SFB por 12
horas. As monocamadas de células foram riscadas com auxilio de uma
ponteira estéril de 200ul, sendo os debris celulares descartados apos lavagem
com PBS 1X. Na sequéncia, estas monocamadas foram tratadas com plasmina
(2ug/mL) (Sigma) ou expostas a meio livre de SFB por 5, 10 ou 20h (Figura 7).

Em alguns experimentos as células foram previamente incubadas, antes
da adicdo de plasmina, por 30 minutos com inibidor de MEK/ERK U0126
(15uM) (Cell Signaling Technology), durante 30 min. ou com o inibidor de
serina protease Leupeptina (25ug/mL) ou ainda com o inibidor de sitio de
ligacdo a lisina Acido Tranexamico (0.1M) ambos por 1 hora (ambos

produzidos pela Sigma-Chemicals), com posterior incubagdo por 10h a
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temperatura de 37°C, em estufa incubadora umidificada (Thermo Scientific)
contendo 95% de ar e 5% de CO,, como descrito em (De Sousa et al., 2005).
Apos o tempo determinado, o meio foi descartado e as células foram
fixadas com solugédo de formol a 3,7% por 20 minutos e na sequéncia esta
solucao foi substituida por PBS 1X para a realizacdo da analise microscopica.
Foram contadas as células que migraram para area da ranhura, ao microscépio

optico no aumento de 40X.

A.

Figura 7- Ensaio de ranhura. As células sado cultivadas até a confluéncia adequada
(A) e com o auxilio de uma ponteira de pipeta uma regido é arranhada (B) com
completa remocdao da monocamada (C). Apds lavagem e realizagdo dos
tratamentos/desafios em tempos determinados, as células que migraram para a regiao
anteriormente raspada sao contadas (D) com o auxilio de um microscépio optico.
Adaptado de Hulkower et al. (2011).

4.1.3- Modelo in vitro de migragao celular: “Ensaio de Quimiotaxia”

Utilizamos neste ensaio, macrofagos murinos (RAW264.7) cultivados
nas condi¢gdes acima descritas até uma confluéncia de cerca de 80%. O meio
de cultivo DMEM + antibidticos + 10%SFB foi substituido por DMEM +
antibidticos sem SFB por 12h. Ao término deste tempo, as células das culturas
foram dissociadas com o auxilio de um cell scraper, ressuspensas em DMEM
sem SFB e a quantidade de células obtida foi determinada em contagem na
camara de Neubauer. Foi realizada uma diluigdo de forma que os 100uL a
serem aplicados nos inserts contivessem 5 x 10° células. Foram utilizadas
placas de 24 pocgos (Corning Incorporated) com membranas de policarbonato

com poros de 5,0um (Figura 8).
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Em alguns dos experimentos foram utilizados como grupos: 1- DMEM
sem SFB (controle negativo); 2- MCP-1/JE (50ng/mL) (controle positivo)
(Sigma); 3- Plasmina (2ug/mL), 4- U0126 (15uM); 5- Leupeptina (25ug/mL); 6-
Acido Tranexamico (0.1M); 7- U0126 (15uM) + Plasmina (2ug/mL); 8-
Leupeptina (25ug/mL) + Plasmina (2ug/mL); e 9- Acido tranexanico (0.1M) +
Plasmina (2ug/mL).

Foram pipetados 650uL das solugbes quimiotaticas ou testes em cada
pogco, em quadruplicada, com posterior insergdo do insert e pipetagem, no
interior do insert, da solugdo contendo 5 x 10° células (Figura 8). As placas
foram incubadas na estufa sob as mesmas condi¢cdes de cultivo das células por
4 horas. Ao término do tempo de 4h, os inserts foram retirados do contato com
as solugdes quimiotaticas ou testes, o meio contendo células foi aspirado de
seus interiores com posterior lavagem com PBS 1X e limpeza da parte interna
das membranas com hastes flexiveis com pontas de algodado. Cada insert teve
suas células fixadas pela imersdo em metanol por 10 minutos com posterior
secagem. A coloragdo das células foi realizada pela imersdo dos inserts no
panotico 3 do kit Pandtico Rapido (LB Laborclin) por 3 minutos. Ao término do
tempo de coloragdo os inserts foram lavados com agua destilada e as
membranas retiradas e montadas nas Iaminas de microscopia. A contagem das
células que migraram foi realizada ao microscépio 6ptico no aumento de 40X
com a contagem de cinco campos por membrana.

Também foram realizados experimentos utilizando como grupos: 1- DMEM
sem SFB; 2- Plasmina (2ug/mL); e 3- RS504393 (10uM) (Tocris Bioscience) +
Plasmina (2ug/mL). Todos os demais procedimentos foram idénticos aos

anteriormente descritos para este tipo de ensaio.



22

| L

Figura 8- Ensaio de quimiotaxia. Uma membrana é utilizada para separar dois
compartimentos em um poco (A). Os quimioatraentes/testes sao adicionados ao pogo
(compartimento inferior) e as células sao adicionadas no interior do insert
(compartimento superior) (B) e migram através da membrana (C). A migracgéo celular é
medida pela contagem do numero de células do lado inferior da membrana (D)
Adaptado de Hulkower (2011).

A (e

A B. C.

4.2. Ensaios in vivo
4.2.1- Animais

Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais
(CETEA/UFMG), sob o numero de protocolo 19/2011 (Anexo A). Foram
utilizados camundongos BALB/C machos, com idade entre 8 e 10 semanas,
provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG (CEBIO-ICB/UFMG). Estes animais foram mantidos em condi¢cdes
padronizadas (luminosidade e temperatura) e com livre acesso a agua e ragao.

Também foram utilizados neste trabalho camundongos C57BL/6 machos
deficientes para o gene que codifica o receptor CCR2 (CCR2™), com idade entre
8 e 10 semanas. Eles foram cedidos pelo Dr. Fernando Cunha (USP- Ribeirdo
Preto) criados no biotério do Laboratério de Imunofarmacologia/ICB a partir da

geracéo feita por Kuziel (Kuziel et al., 1997).
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4.2.2- Migracao de leucécitos induzida por plasmina para a cavidade pleural

Na determinagdo da cinética de recrutamento de leucdcitos para a
cavidade pleural, camundongos BALB/C receberam uma injegéo intrapleural (i.pl.)
de PBS ou de plasmina (2ug/cavidade) como descrito em Sousa et al. (2009) e
Vago et al. (2012). As células presentes na cavidade pleural foram coletadas
em diferentes intervalos de tempo (6, 24 e 48h) através da realizagéo do lavado
pleural utilizando 2mL de PBS 1X. Alguns grupos receberam um pré-tratamento
com inibidores especificos: U0126 (2mg/kg/i.pl.) (Cell Signaling Technology),
Leupeptina (100ug/cavidade/i.pl.) (Sigma-Chemicals), RS504393 (2mg/kg/i.pl.)
e SCH79797 (5mg/kgl/i.p.) (Tocris Bioscience), 1 hora antes da injecdo de
Plasmina (2ug/cavidade). Foram realizados também experimentos injetando-se
RP19979 (50ug/cavidadel/i.pl.) (GenScript), o qual foi gentilmente cedido pelo
Dr. André Klein (Universidade Federal de Minas Gerais). As doses dos
inibidores foram escolhidas de acordo com os dados anteriores apresentados
na literatura (Gong et al., 2008; Souto et al., 2011; Gobbetti et al., 2012) ou a
partir de experimentos de dose-resposta in vivo (U0126 - dados nao

mostrados).

4.2.3- Lavado pleural

Em todos os ensaios in vivo, acima citados, procedeu-se a lavagem da
pleura 2 vezes com 1mL (cada lavagem) de PBS contendo EDTA (1mM). Este
lavado foi centrifugado a 1.200RPM, por 5 minutos, a 4°C em centrifuga
(Thermo Scientific). Os sobrenadantes foram congelados e posteriormente
utilizados para ensaios de ELISA. O sedimento celular foi ressuspenso em
200ul de solugao a 3% (p/v) de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich)
em PBS 1X. Aliquotas destas células foram diluidas 10 vezes em soluc¢ao de
lise de hemacias (Solugéo de Turk - IMBRALAB) e procedeu-se a realizagao da
contagem total de células utilizando camara de Neubauer. A partir dos
resultados da contagem total, foram produzidas laminas para contagem
diferencial de células por cito-centrifugagdo de cerca de 50 mil células,
ressuspensas em 100uL da solucdo de BSA, a 450rpm por 5 minutos a

temperatura ambiente em cito centrifuga (Shandon Ill). Apés a secagem, estas
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laminas foram coradas com May-Grumwald-Giemsa utilizando o kit Pandético
Rapido (LB Laborclin). As analises e contagens dos diferentes tipos celulares:
mononucleares (macrofagos, mondécitos e linfocitos), neutréfilos e eosindfilos,
foram realizadas segundo critérios morfolégicos padronizados para identificar
os tipos celulares (Carvalho e Silva, 1988; Franco, 2004; Zago, Falcdo e
Pasquini, 2004) no aumento de 100 vezes do microscopio 6tico e através de
trés contagens em campos aleatérios totalizando 100 células em cada
contagem.

Ao restante das solugbes de células (ndo utilizadas para a confecgao
das laminas para contagem diferencial) foram adicionados 1mL de PBS 11X
com posterior centrifugagdo a 1.200RPM, por 5 minutos, a 4°C em centrifuga
(Thermo Scientific). Os sobrenadantes foram descartados e os pellets de

células obtidos foram utilizados para obtencao de extratos celulares.

4.3- Obtencao dos extratos proteicos

Ao término dos experimentos in vitro e in vivo as células cultivadas ou
obtidas no lavado da cavidade pleural foram lisadas pela adicdo de 500uL ou
100uL de solugédo de lise, respectivamente, (0,5% p/v de NP-40, 100mM de
Tris/HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, 1mM de NaVO3, 1mM de

DTT, 1mM de PMSF, 200mM de NaCl, 25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina),
e deixadas em banho de gelo por 15 minutos. Posteriormente, o lisado foi
centrifugado a 12.000RPM em microcentrifuga por 15 minutos a 4°C, sendo o

sobrenadante aliquotado e guardado a -20°C até o momento de uso.

4.4- Quantificacao de proteinas dos extratos proteicos

Foi utilizado o kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) baseado
no método de Bradford para dosagem das proteinas totais obtidas das células
dos experimentos in vitro e in vivo. Estes ensaios foram feitos em placas de 96

pocos (NUNC) especificas para testes colorimétricos. Para tal foram
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adicionados 2uL de cada amostra a 200uL do corante diluido 5 vezes em agua
destilada, em duplicatas. Paralelamente foram construidas curvas padréao
através da diluicdo de uma solugcdo padrdo de BSA. Apdés 5 minutos de
incubagao, a leitura foi feita em espectrofotdmetro (Spectra Max 190, Molecular
Devices) no comprimento de onda de 595nm. As absorbancias das amostras
foram comparadas com as absorbancias das curvas padrao construidas e as

concentragdes dos extratos foram calculadas e expressas em mg/mL.

4.5- Western Blot para analise da expressdo de P-ERK 1/2, P-IkB-a e B-

actina.

Para a realizacdo do ensaio de Western Blot foram aliquotados 40ug
dos extratos obtidos, com posterior desnaturamento das proteinas pela mistura
com LB5X (10% SDS, 10% pB-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05% azul de
bromofenol, 0.25M Tris/HCI pH 6,8) e a exposi¢cédo a 100°C durante 5 minutos
em banho seco (LGC biotecnology). Os fracionamentos das proteinas ocorreram
em géis de 10% de poliacrilamida/SDS com subsequente transferéncia para
membranas de nitrocelulose (Hybond™ ECL™, GE Healthcare). Posteriormente,
as membranas foram bloqueadas com PBS-Tween 0,1% contendo 5% de leite
em pd desnatado por, no minimo, 1 hora e lavadas com PBS-Tween. Estas
membranas foram incubadas com os anticorpos de interesse a temperatura de
4°C por uma noite. Os anticorpos utilizados no presente projeto foram anti-P-
ERK1/2, anti-P-IkB-a (1:1000) (ambos Cell Signaling Technology), anti-B-actina
(1:5000) (Sigma-Aldrich) e anticorpos secundarios conjugados a peroxidase
(1:3000) (Santa Cruz Biotechnology).

Apds novas lavagens com PBS/Tween e incubacgdes, durante 1 hora, a
temperatura ambiente, com os respectivos anticorpos secundarios (1:3000)
ligados a peroxidase, as membranas foram incubadas em solugao reveladora
ECL-Plus (GE Healthcare), expostas contra filme de raios-X (Hyperfilm ECL, GE
Healthcare) e reveladas utilizando-se revelador e fixador (Kodak), de acordo

com indicagdes do fabricante.
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4.6- Determinacao da expressao de citocinas/quimiocinas por ELISA

Os niveis de MCP-1/CCL2, IL-1B, TNF-a, IL-6, KC/CXCL-1 e MIP-
2/CXCL-2 foram dosados nos sobrenadantes congelados, obtidos a partir da
primeira centrifugacéo das células do lavado pleural, pela utilizagdo de kits de
ELISA murino da R&D Systems (DuoSet). Na realizagdo dos ensaios, cada um
dos anticorpos de captura foi diluido em PBS 1X e pipetado nas placas de 96
pocos. Na sequéncia, as placas foram vedadas e incubadas a 4°C em
geladeira por 18-24 horas. Ao término da sensibilizagdo, as placas foram
lavadas com solugcdo de PBS-Tween 0,1% e bloqueadas por 2 horas com
solucdo a 1% de BSA em PBS 1X, sob agitacdo. Posteriormente, procederam-
se novas lavagens com PBS-Tween 0,1% e, paralelamente, foram preparadas
as diluicdes seriadas das curvas padrao para cada analise. Foram pipetados os
padrées, os brancos (ambos em duplicata) e as amostras (em triplicata) em
cada placa que, na sequéncia, foram vedadas e incubadas, novamente a 4°C
em geladeira por 18-24 horas. Apds outras lavagens, os anticorpos de
detecgéo (diluidos em 0,1% de BSA/PBS) foram adicionados as placas e estas
foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. Novamente as placas
foram lavadas e as detecg¢des foram realizadas pela adicao de estreptavidina
conjugada a peroxidase (“HRP-Streptavidin Pharmingem” - 1:4000) em cada
poco com posterior incubagao a temperatura ambiente, por 30 minutos, sob
agitacao. As revelagdes ocorreram apos novas lavagens e adi¢ao do substrato
OPD (o-phenylenediamine dihidrocloride) (Sigma). Apds cerca de 20 minutos
as reagdes foram interrompidas com H,SO,4 (1M). As leituras foram realizadas
no espectrofotdmetro (Spectra Max 190, Molecular Devices) no comprimento
de onda de 490nm. As coloracdes obtidas pelas reagcbes foram diretamente
proporcionais as concentragbes das citocinas/quimiocinas nas amostras
analisadas. As absorbancias obtidas pela leitura foram comparadas as curvas
padroes contendo concentracbes conhecidas de cada citocina/quimiocina

analisadas fornecidas pelo kit.
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4.7- Analise do perfil celular por citometria de fluxo

Apds 48h do desafio com plasminogénio, plasmina ou PBS (veiculo) foi
realizado o lavado pleural (anteriormente descrito) e a solugdo obtida foi
centrifugada a 1.500 RPM por 10 minutos a 4°C em centrifuga (Thermo
Scientific). Os sobrenadantes foram congelados para os ensaios de ELISA
descritos na sessao anterior.

Foi realizada a lise hipotdnica das hemacias presentes no sedimento
celular, com posterior centrifugacédo a 1.200RPM, por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet obtido foi ressuspenso em 200uL de
PBS. Na sequéncia, foi realizada a contagem total de células viaveis em
camara de Neubauer e utilizacdo de Azul de Tripan. As populacbes de
mondcitos/macréfagos (F4/80* / GR1*"), neutréfilos (GR1* / F4/80) e linfocitos
(CD3"), foram analisadas pelo plaqueamento de aproximadamente 200.000
células/pogo em placas de fundo em “U”. Foram adicionados, em cada pogo,
40 pL de anticorpos monoclonais fluorescentes, F4/80 (PE-Cy7, eBioscience),
GR1 (PE, Biolegend), CD45 (PE-Cy5, BD Biosciences, USA) e CD3 biotinilado,
para marcacdo de superficie, inclusive os controles negativos (controle de
isotipo) previamente preparados e posterior incubacdo por 30 minutos a 4°C.
Ao término do tempo, foram pipetados 150 uL/poco de PBS 1X gelado. Na
sequéncia, as placas foram centrifugadas durante 8 minutos, a 1.300RPM, a
4°C. Ao final desta etapa as placas foram “flicadas”. Nos pogos que continham
anticorpo biotinilado foram acrescentados 20uL de solugdo de Streptavidina-
APC. Apds a marcacao, as ceélulas foram lavadas para a remocido de
anticorpos nao ligados, ressuspensas em PBS e fixadas com paraformaldeido
4% em PBS/Azida 0.1%.

As células marcadas foram adquiridas no citémetro FACScanto Il (BD
Biosciences, USA), considerando 40 a 50 mil eventos. Os dados adquiridos
foram analisados no programa FlowJo (Tree Star Company) e a calibragao do
aparelho foi realizada com células ndo marcadas no dia da aquisigdo bem
como a marcagao dos gates contendo as diferentes populag¢des leucocitarias.

As populagdes analisadas foram selecionadas através da delimitacao de
gates em que as células em estudo situam-se de acordo com o seu tamanho e

granulosidade, separando linfécitos de macréfagos e neutrofilos. No gate
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contendo as populagdes de macréfagos e neutréfilos foram separadas as

células positivas para F4/80 das positivas para GR1.

4.8- Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (One-way ANOVA), seguida do teste Newman-Keuls, e os resultados
com apenas dois grupos foram avaliados pelo Teste t de Student.

As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas se P <
0.05. Os resultados sao apresentados como média + EPM (Erro padrdo da
média). As analises estatisticas e os graficos foram realizados utilizando-se o

software GraphPad Prism 5.0.
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5. — RESULTADOS

5.1- Plasmina induz migracao celular in vitro em culturas de fibroblastos

embrionarios murinos (MEF) e de macréfagos murinos (RAW 264.7).

Experimentos com culturas de células MEF e RAW 264.7 submetidas ao
ensaio de ranhura e posteriormente tratadas com plasmina (2ug/mL)
demonstraram que esta proteina foi capaz de induzir maior migragao celular
para a regido cuja monocamada foi removida, quando comparada com as
células nao tratadas com Pla. Também foi demonstrado que esta migragao é
tempo dependente, uma vez que, quanto maior o tempo de exposigdo das
células ao tratamento com plasmina, maior também foi a quantidade de células

que migraram (Figura 9 A, B, C e D).
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Figura 9- Migracao de fibroblastos embrionarios murinos (MEF) e macréfagos
murinos (RAW 264.7) ap6s desafio com plasmina. Culturas de MEF e RAW 264.7
foram submetidas ao ensaio de ranhura, no qual suas monocamadas foram riscadas
com auxilio de uma ponteira de 200uL. Em seguida, um grupo foi tratado com
plasmina (2ug/mL) e o outro permaneceu sem tratamento. Apos os tempos indicados
(5, 10 e 20h), as monocamadas foram fixadas e as células que migraram para a regiao
anteriormente arranhada foram contadas (A), (B), (C) e (D). Os resultados sao
expressos como numero de células que migraram e estao apresentados como a média
+ EPM de pelo menos 3 experimentos. ***, P < 0,001 quando comparado com as
culturas nao tratadas, em cada tempo.
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5.2- Plasmina induz migragcao celular de MEF e RAW 264.7 de forma
dependente da via MEK/ERK 1/2

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado
que plasmina e o plasminogénio sao capazes de ativar a via MEK/ERK, sendo
esta via envolvida na expressao génica de fatores de transcrigdo induzidos por
estes agonistas, em fibroblastos e mondcitos humanos (De Sousa et al., 2005;
Sousa, Brasil, et al., 2005; Sousa, Silva, et al., 2005). Também ja & bem
estabelecida na literatura a participacéo da via MEK/ERK na migragao celular
(Sepe et al., 2013). Assim, buscou-se avaliar se a via MEK/ERK também
estaria envolvida na migracéo celular induzida pela plasmina. Para isso, foi
utilizado o pré-tratamento com um inibidor de MEK/ERK, denominado U0126
(15uM). Tais experimentos demonstraram que o U0126 foi capaz de abolir a
migragdo induzida pela plasmina em culturas de MEF e RAW 264.7,
evidenciando o envolvimento da via MEK/ERK1/2 na migragéo celular induzida
pela Plasmina (Figura 10 A e B).

Paralelamente foram realizadas analises de Western Blot que mostraram
a indugéo, pela plasmina, da fosforilagdo de ERK e que este efeito foi inibido
pelo pré-tratamento com o U0126 (Figura 10 C e D). Tais achados sugerem
que a via MEK/ERK possui um papel importante na migracao celular de MEF e

RAW 264.7 promovida pela plasmina.
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Figura 10— Efeito do pré-tratamento com U0126 na migracao de fibroblastos
embrionarios murinos (MEF) e macréfagos murinos (RAW 264.7) desafiados com
plasmina. Culturas de MEF e RAW foram pré-tratadas com U0126 (15uM) ou nao
receberam o pré-tratamento. Apés 1h as monocamadas de células foram submetidas
ao ensaio de ranhura. Em seguida um grupo foi desafiado com plasmina (2ug/mL) e o
outro permaneceu sem tratamento. Apds 10h de incubacdo as culturas foram
processadas para a contagem das células que migraram para a regiao raspada (A) e
(B). Os resultados sdo expressos como numero de células que migraram e estéo
apresentados como a média + EPM de pelo menos 3 experimentos. ***, P < 0,001
quando comparado com as culturas nao tratadas. Paralelamente, foram realizadas
extracdes de proteinas totais para a analise por Western Blot de P-ERK 1/2 (C) e (D).
As autorradiografias apresentadas sdo representativas de trés experimentos
independentes.
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5.3- A atividade de serina protease e os sitios de ligagdo a lisina sao

necessarios para a migragao in vitro promovida pela Plasmina

Sabendo que a atividade proteolitica da plasmina é importante em varios
processos, incluindo migragao celular (Syrovets, Lunov e Simmet, 2012) e que
o plasminogénio e a plasmina podem se ligar as células, fibrina e outras
proteinas da matriz extracelular através de seus sitios de ligagao a lisina (LBS-
do inglés Lisine Binding sites) presentes nos dominios Kringle destas proteinas
(Plow et al., 1995; Castellino e Ploplis, 2005; Syrovets, Lunov e Simmet, 2012),
resolvemos investigar a importancia destes fatores na migragao celular in vitro
induzida pela plasmina. Para isso, foram utilizados os tratamentos com o
inibidor de serina protease, leupeptina (25ug/mL), com o anélogo de lisina,
acido tranexamico (0.1M) e com o inibidor de MEK/ERK, (U0126, 15uM —
usado aqui como controle da inibigado). Utilizando os tratamentos no ensaio de
ranhura, pode-se perceber que estes foram capazes de reduzir,
significativamente, a migracdo de MEF e RAW 264.7 para a regido arranhada
(Figura 11 A e B) e de inibir a fosforilagdo de ERK 1/2 em ambos os tipos
celulares. A Figura 11C é um western blot representativo de P-ERK1/2 obtido
com culturas de RAW 264.7.

Embora o ensaio de ranhura em monocamada celular seja muito
utilizado para avaliar migragao celular, o procedimento possui algumas
limitagdes, como por exemplo, ndo nos permite diferenciar com exatidao
migracao de proliferacao celular e falta um gradiente quimiotatico. Desta forma,
nosso préximo passo foi validar os resultados anteriormente obtidos utilizando
ensaio de quimiotaxia para os mesmos grupos descritos acima. Como pode ser
observado na Figura 11D, os experimentos de quimiotaxia e de ranhura
apresentaram resultados similares.

A partir dos resultados obtidos pode-se inferir que a atividade de serina
protease, os sitios de ligagao a lisina e a via MEK/ERK 1/2 sao importantes na

migracao celular in vitro induzida pela plasmina.



34

o]
m

40 5 A7 - F<0.001
: 5 :
| 30 @ a0 T
2§ ~ 3E -
B o = E e T
“ & on = nz:,- T #ex
38 5 $ 3
o E = o E
g 104 g 104
: E
7700 Lep A — U0 Lewp THA T e TR - W e TRA
Flas mina ZugmL " Plesmina ZugimL
c
0126 Leup TXA
_ Fla — Fla - Pla — Fla
- — == = *= |P-ERK12
N ————— [, 3 in3
D
—_ 251
o
% Tk
E 2[]_ I ki
[ T
= 154
Rt ]
=2
’_": 10+ s
£ -
3 5_%‘ ﬁ
=
% 0
— 0 Leup TXA MCP1 — U0 Leup THA

Plas mina 2ug/mlL

Figura 11- Efeito da Leupeptina e do Acido Tranexamico na migragdo de fibroblastos e
macroéfagos murinos induzida por plasmina. Culturas de MEF ou RAW foram cultivadas em
placas de 6 pocos e submetidas ao ensaio de ranhura. Em seguida, um grupo permaneceu
sem tratamento, outros foram tratados com plasmina (2ug/mL), plasmina (2ug/mL) pré-
incubada com Leupeptina (25pg/mL), plasmina (2ug/mL) pré-incubada com Acido Tranexamico
(0.1M), durante 1 hora a 37°C ou foram pré-tratados com U0126 (15uM). Apds incubagéo de
10h a 37°C, as culturas foram processadas para a contagem das células que migraram para a
regido arranhada: MEFs (A) e RAW 264.7 (B). Culturas de RAW 264.7 também foram
processadas para a extracdo de proteinas totais com posterior andlise de P-ERK 1/2 por
Western Blot (C). A autorradiografia apresentada é representativa de dois experimentos
independentes. Ensaios de quimiotaxia (D) foram executados utilizando células RAW com
grupos idénticos aos descritos acima, sendo que as células foram incubadas durante 4 horas a
37°C para migrar, através de membranas de policarbonato, em direcdo a um gradiente
quimiotatico constituido da Pla (2ug/mL) ou da quimiocina MCP-1 (50ng/mL-controle positivo).
Cinco campos foram contados. Todos os resultados foram expressos como numero de células
que migraram e estao apresentados como a média + EPM de pelo menos 3 experimentos. **,
P< 0,01 ou ***, P < 0,001 quando comparado as células ndo tratadas e " P< 0,01 ou™ p <
0,001 quando comparado a células tratadas com plasmina.
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5.4- Plasmina induz migracao de leucécitos para a pleura de
camundongos

Para avaliar a habilidade da plasmina de induzir migragao de leucécitos,
bem como avaliar a cinética deste influxo leucocitario in vivo, foram realizados
experimentos nos quais camundongos BALB/C receberam injecéo intrapleural
de plasmina (2ug/cavidade). O desafio com plasmina foi capaz de promover o
influxo celular para a cavidade, de forma tempo-dependente, com aumento
significativo de numero de células em 24 e 48h (Figura 12A).

Em consonancia com publicacdes anteriores de estudos que utilizaram o
modelo de inflamagado intraperitoneal com tioglicolato em camundongos
deficientes para o gene que codifica plasminogénio (Ploplis et al., 1998; Gong
et al., 2008), observando as contagens de mononucleares e comparando-as
aos perfis das contagens totais, pode-se inferir que essa migragdo induzida
pela plasmina foi praticamente exclusiva de mononucleares (Figura 12A), nao
havendo, portanto, recrutamento de neutréfilos para a cavidade pleural nos
tempos analisados.

Para investigar o status de ativagao da via MAPK ERK1/2 e de NF-kB
nos leucécitos recrutados pela plasmina, obtivemos extratos proteicos de
células provenientes do estudo cinético e procedemos as analises de Western
Blot para avaliagao da fosforilagdo de ERK 1/2 e de IkB-a. O envolvimento da
via MEK/ERK foi determinado por via direta (fosforilagdo de ERK1/2). O
envolvimento de NF-kB foi inferido pela fosforilagado de seu inibidor (IkB-a), que
uma vez fosforilado libera NF-kB para se dirigir ao nucleo e promover a
transcricdo génica. Corroborando os achados in vitro, observou-se que a
plasmina foi capaz de induzir a fosforilagdo de ERK1/2 e de IkB-a, também de
forma tempo dependente, sugerindo a participacdo dessas vias de sinalizagao
no processo migratério induzido por esta protease (Figura 12B).

Para verificar se o plasminogénio, precursor da plasmina, também seria
capaz de induzir influxo leucocitario in vivo, foram realizados experimentos nos
quais camundongos BALB/C receberam injecao intrapleural de plasminogénio
(2ug/cavidade). Este desafio foi capaz de promover o influxo celular para a

cavidade com aumento significativo de numero de células em 48h (Figura 12C).
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Figura 12— Cinética do recrutamento de leucécitos para a pleura apés o desafio
com plasmina ou plasminogénio. Camundongos BALB/C foram desafiados pela via
intrapleural com uma inje¢ao de plasmina (2ug/cavidade) ou PBS (veiculo). As células
que migraram para a cavidade foram coletadas em diferentes tempos apés a injecao
(6, 24 e 48h) e processadas para contagem total e diferencial de leucdcitos (A). Estas
células também foram processadas para a extracao de proteinas totais com posterior
analise de P-ERK 1/2 e P-IkB-a por Western Blot (B). A autorradiografia apresentada é
representativa de dois experimentos independentes. Camundongos BALB/C foram
desafiados pela via intrapleural com uma inje¢éo de plasminogénio (2ug/cavidade) ou
PBS (veiculo). As células que migraram para a cavidade foram coletadas apés 48h e
processadas para contagem total e diferencial de leucécitos (C). Os resultados foram
expressos em numero de células por cavidade e mostrados como média + EPM. *, P <
0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001, quando comparados com 0s camundongos
desafiados com PBS (veiculo).
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Com o objetivo de elucidar melhor o tipo de leucdcitos recrutados, apos
48h do desafio com plasmina ou plasminogénio, foram realizadas experimentos
de citometria de fluxo utilizando-se os marcadores de superficie: F4/80, que
caracterizam mondcitos/macrofagos, GR1 que caracterizam neutrdéfilos, além
das marcagdes para a populagao de leucécitos totais (CD45) e linfocitos (CD3).
Nestas analises houve um aumento estatisticamente significativo na
porcentagem de mondcitos/macrofagos (células F4/80 positivas) recrutados
pela plasmina e pelo plasminogénio, quando comparados a inje¢do do veiculo
(PBS) (Figura 13 A e B). De acordo com os dados obtidos pela microscopia
(Figura 12A), a injecdo de plasmina ou plasminogénio n&o induz aumento
significativo na populagao de linfocitos (células CD3 positivas) ou de

granulécitos (GR1 positivas) (dado n&o apresentado).
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Figura 13— Perfil celular dos leucécitos que migraram para a pleura apés o
desafio com plasmina ou plasminogénio. Camundongos BALB/C foram desafiados
pela via intrapleural com uma inje¢cao de plasmina (2ug/cavidade) ou plasminogénio
(2ug/cavidade) ou PBS (veiculo). As células que migraram para a cavidade foram
coletadas apos 48h e processadas para analise do perfil celular por citometria de fluxo.
Porcentagem de macréfagos no lavado pleural (células F4/80+) (A) e perfil de
expressao dos marcadores F4/80 e Gr1 (B). Os resultados foram expressos em
porcentagem do total de células por cavidade e mostrados como média + EPM. *, P <
0.05; **, P < 0.01, quando comparados com os camundongos desafiados com PBS
(veiculo).
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5.5- O desafio com plasmina aumenta os niveis de IL-6 e de MCP-1/CCL-2

no exudato pleural, mas nao altera os niveis de IL-13, TNF-a, MIP-2/CXCL2
e KC/CXCL-1.

Estudos anteriores conduzidos in vitro demonstraram que a plasmina foi
capaz de ativar mondcitos, desencadear a liberacdo de mediadores lipidicos,
citocinas e quimiocinas (Weide et al., 1996; Syrovets et al., 2001; Burysek,
Syrovets e Simmet, 2002). Com base nestas informacbes e devido a
importancia de citocinas e quimiocinas na migragdo de células inflamatdrias,
investigamos os niveis pleurais das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a, e das
quimiocinas MCP-1/CCL2, KC/CXCL-1 e MIP-2/CXCL-2, as quais estao
envolvidas na migracdo de leucécitos. Para a realizacdo dos ELISA foram
utilizados os sobrenadantes das células obtidas nos experimentos de cinética
de recrutamento induzida pela plasmina. Pela andlise do grafico pode-se
observar que a plasmina foi capaz de induzir a elevacao dos niveis de IL-6 e de
MCP-1/CCL2, mas nao alterou os niveis pleurais de TNF-a, IL-13, MIP-
2/CXCL2 e KC/CXCL-1 nos tempos estudados (Figura 14).
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Figura 14— Niveis de citocinas e quimiocinas no lavado pleural de camundongos
desafiados com plasmina Camundongos BALB/C foram desafiados pela injecdo de
plasmina (2ug/cavidade) ou PBS (veiculo), via intrapleural. As células que migraram
para a cavidade foram coletadas em diferentes tempos apés a injecao (6, 24 e 48h) e
os sobrenadantes obtidos foram utilizados para analises por ELISA dos niveis pleurais
de MCP-1/CCL2, IL-6, IL-1B, TNF-a, KC/CXCL-1 e MIP-2/CXCL-2. Os resultados
estdo expressos como niveis de citocinas em pg/mL e sédo apresentados como média
+ EPM. *, P < 0.05 quando comparados aos camundongos injetados com PBS.



40

5.6- A atividade de serina protease da plasmina é importante para a
inducdo da migracao celular in vivo

A partir dos resultados obtidos in vitro (Figura 11) e com o objetivo de
analisar se a atividade de serina protease da plasmina seria importante para a
indugéo do influxo celular in vivo, foram executados experimentos utilizando o
pré-tratamento com o inibidor de serino-protease Leupeptina (100ug/cavidade)
1h antes da inje¢ao de plasmina (2ug/cavidade). Pela analise do grafico obtido
(Figura 15) pode-se observar que a Leupeptina foi capaz de inibir o influxo
leucocitario promovido pela plasmina, reduzindo a niveis comparaveis aos dos

grupos controle.
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Figura- 15- Efeito da Leupeptina na migragcao de leucécitos para a pleura de
camundongos desafiados com plasmina. Camundongos BALB/C foram pré-
tratados pela injegao de leupeptina (100ug/cavidade) ou PBS (veiculo), via intrapleural
por 1h. Posteriormente foram desafiados pela injecdo de plasmina (2ug/cavidade, i.pl.)
ou PBS. As células que migraram para esta cavidade foram coletadas apds 24h e
processadas para contagem de leucdcitos. Os resultados das contagens foram
expressos em numero de células por cavidade e mostrados como média = EPM. ***, P
< 0.001, quando comparados com os camundongos injetados com PBS e * p <
0.001, quando comparados com os camundongos pré-tratados com PBS e desafiados
com plasmina.
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5.7- A via MEK/ERK esta envolvida na migragao celular in vivo induzida

pela plasmina

Uma vez que a via MEK/ERK mostrou-se ativada em concomitancia com
o influxo de células mononucleares para a pleura de camundongos, e por
conhecermos a importancia desta via para migragcdo de macréfagos murinos
(Sawatzky et al., 2006), nosso proximo objetivo foi avaliar a importancia de tal
via na migragao in vivo, induzida pela plasmina. Para tanto, os animais foram
pré-tratados com o inibidor de MEK/ERK, U0126 (2mg/kg/i.pl.) antes da injegcao
de plasmina. Pode-se observar um aumento do influxo de mononucleares
induzido pelo tratamento com plasmina e a inibicdo desse mesmo influxo no
grupo pré-tratado com o U0126, (Figura 16A).

Também foram realizados ensaios de Western Blot para a analise da
fosforilacdo de ERK e IkB-a. Em tais experimentos pode-se observar a
inducdo, exercida pela plasmina, da fosforilagado destas proteinas e o pré-
tratamento com o U0126 sendo capaz de inibir a fosforilagdo, confirmando a
participagao da via da MAPK MEK/ERK na indugéo da migragéo celular (Figura
16B).

Quando os niveis de MCP-1/CCL-2 foram dosados, por ELISA, nos
sobrenadantes de experimentos realizados apds 6h da injegdo com plasmina,
observou-se que a plasmina foi capaz de aumentar os niveis desta quimiocina
(como demonstrado em experimentos anteriores - Figura 14) e que o pré-
tratamento com U0126 foi capaz de abolir este efeito (Figura 16C). Tomados
em conjunto, os dados sugerem a participagéo da via MEK/ERK na induc¢édo da
expressao de CCL2, um mecanismo ja mostrado para trombina (Deng et al.,
2008).
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Figura 16- Envolvimento da via MEK/ERK na migragao induzida por plasmina in
vivo. Camundongos BALB/C foram pré-tratados pela injecdo de U0126 (2mg/kg/i.pl.)
ou PBS (veiculo) por 1h. Posteriormente foram desafiados pela injecao de plasmina
(2ug/cavidade, i.pl.) ou PBS. As células que migraram para a cavidade pleural foram
coletadas apds 24h e processadas para contagem de leucdcitos (A), para a realizagao
do ensaio de Western Blot com o objetivo de analisar P-ERK1/2 e P-IkB-a (B) e para a
dosagem de MCP-1/CCL-2 por ELISA, sendo que neste ultimo o tempo de desafio foi
de 6h (C). Os resultados das contagens foram expressos em numero de células por
cavidade e mostrados como média + EPM. *, P < 0.05 ***, P < 0.001, quando
comparados com os camundongos injetados com PBS e * P < 0.001, quando
comparados com os camundongos pré-tratados com PBS e desafiados com plasmina.
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5.8- O receptor ativado por protease-1 (PAR-1) esta envolvido na migragao

celular induzida pela plasmina in vivo

Sabendo que a atividade de serina protease da plasmina é necessaria
para a migracao celular in vitro (Figura 11) e in vivo (Gong et al., 2008) e que
PAR-1 esta envolvido em algumas atividades exercidas pelo
plasminogénio/plasmina (Pendurthi et al., 2002; Majumdar et al., 2004; Mitchell
et al., 2006; Zhang et al., 2007), procedeu-se a realizacdo de experimentos
para investigar se PAR-1 estava envolvido na migragédo de leucécitos induzida
por plasmina in vivo. A administragao intrapleural do agonista seletivo de PAR-
1, RP19979 (50ug/cavidade), produziu efeitos semelhantes ao da plasmina,
isto €, promovendo um influxo de células mononucleares para a cavidade
pleural dos camundongos (Figura 17A). Também foram executados
experimentos utilizando o pré-tratamento de animais com o antagonista de
PAR-1, SCH79797 (5mg/kg/i.p.), antes do desafio com plasmina
(2ug/cavidade), com posterior contagem de células e realizagdo de Western
Blot. Tais experimentos mostraram que a inibicdo de PAR-1 impediu o influxo
de células mononucleares e a fosforilagcdo de ERK 1/2 e IkB-a induzidos pela

plasmina (Figura 17 B e C).
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Figura 17— Efeito do agonista (RP19979) e do antagonista (SCH79797) de PAR-1,
sobre a migragcdao de mononucleares induzida por plasmina. Camundongos
BALB/C receberam a injecao de RP19979 (50ug/cavidade) via intrapleural. Apés 48h
as células que migraram para a cavidade foram coletadas e processadas para
contagem de leucdcitos (A). Camundongos BALB/C foram pré-tratados com
SCH79797 (5mg/Kgli.p.) ou PBS, durante 1h. Posteriormente foram desafiados pela
injecao de plasmina (2ug/cavidade/i.pl.) ou PBS. As células que migraram para esta
cavidade foram coletadas apds 24h e processadas para contagem de mononucleares
(B) e para a realizagdo do ensaio de Western Blot com o objetivo de analisar P-
ERK1/2 e P-IkB-a (C). Os resultados das contagens foram expressos em numero de
células por cavidade e mostrados como média + EPM. **, P < 0.01, ***, P < 0.001,
quando comparados com os camundongos injetados com PBS e ** P < 0.001,
quando comparados com os camundongos pré-tratados com PBS e desafiados com
plasmina.
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5.9- O Receptor CCR2 esta envolvido na migragao induzida pela plasmina

A partir dos resultados anteriormente obtidos, nos quais a plasmina
promoveu aumento nos niveis de MCP-1/CCL2 e sabendo que esta quimiocina
€ um quimioatraente de mondcitos e linfécitos atuando no receptor CCR2
(Kuziel et al., 1997), foram realizados experimentos com camundongos
deficientes para o gene que codifica CCR2 (CCR27). A injegdo de plasmina
(2ug/cavidade) na pleura dos animais CCR2" nao foi capaz de provocar influxo
significativo de células para a cavidade pleural quando comparado aos animais
selvagens (WT) (Figura 18A).

Como o receptor CCR2 também esta envolvido no egresso de mondcitos
da medula 6ssea para a corrente sanguinea (Serbina e Pamer, 2006)
buscamos determinar o numero de mondcitos circulantes no sangue destes
camundongos CCR27, uma vez que uma menor contagem sanguinea poderia
implicar em um menor recrutamento destas células para o sitio inflamatério.
Assim como no trabalho de Warmington et al. (1996), nao foi verificada
monocitopenia, avaliada por contagem de esfregagos sanguineos, nos animais
CCR2™, tanto no estado basal quanto apds a injecdo de plasmina (Figura 18
B). No entanto, Serbina et al. (2006) descreveram que ha uma diminuigao de
uma populacdo especifica de mondcitos (CD11b* e Ly6C™) nestes animais, por
isso, buscamos validar o dado da importancia de CCR2 para o recrutamento de
mononucleares, induzido pela plasmina, utilizado um inibidor farmacolégico de
CCR2.

Desta forma, com o intuito de reforcar o dado obtido com os animais
CCR2", foram executados experimentos utilizando o pré-tratamento com o
antagonista do receptor CCR2, RS504393. No ensaio de quimiotaxia foram
realizados o pré-tratamentos das células com o RS504393 (10uM) e posterior
desafio com plasmina (2ug/mL). Nos ensaios de pleurisia os camundongos
receberam uma injegcdo de RS504393 (2mg/kg/i.pl.) 1h antes do desafio com
plasmina (2ug/cavidade). Observou-se que o antagonista de CCR2 inibiu a
migracao induzida pela plasmina/plasminogénio, em ambos os modelos (Figura
19 A e B), sugerindo que CCL2/CCR2 possui um papel importante na migragao

de células mononucleares induzida por esta protease.
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Figura 18- Influxo leucocitario para a cavidade pleural apés inje¢dao de plasmina
em camundongos CCR2". Camundongos selvagens e CCR2" foram desafiados
com injegcbes de plasmina (2ug/cavidade/i.pl.) ou PBS. As células que migraram para
esta cavidade foram coletadas apdés 24h e processadas para contagem de
mononucleares (A). Também foram coletadas amostras de sangue periférico para a
realizacdo de contagem de leucécitos (B). Os resultados das contagens foram
expressos em numero de células por cavidade e mostrados como média + EPM. ***, P
< 0.001.
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Figura 19— Efeito do antagonista de CCR2"(RS504393) na migragao induzida por
plasminal/plasminogénio. Células da linhagem RAW foram submetidas ao ensaio de
quimiotaxia no qual foram pré-tratadas com RS504393 (10uM) por 1h. Ao término
deste tempo, elas foram incubadas durante 4 horas a 37°C, e permitidas migrar
através de membranas de policarbonato em diregdo a um gradiente quimiotatico
constituido da Pla (2ug/mL) ou da quimiocina MCP-1 (50ng/mL-controle positivo).
Cinco campos foram contados para realizagao das médias (A). Camundongos BALB/C
foram pré-tratados com RS504393 (2mg/kg/i.pl.) por 1h com posterior desafio com
plasminogénio (2ug/cavidade), via intrapleural. Apds 48h as células que migraram para
a cavidade foram coletadas e processadas para contagem de leucdcitos (B). Todos os
resultados foram expressos como numero de células que migraram e estao
apresentados como a média + EPM de pelo menos 3 experimentos. *, P < 0,05 e ** P<
0,01 quando comparado as células ndo tratadas e ¥, P < 0,05 ¥ e P< 0,01 quando
comparado a células tratadas com plasmina ou plasminogénio.
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6— DISCUSSAO

A participagdo do Sistema Plasminogénio em eventos fisiologicos e
patologicos relacionados com a migragao celular ja foi descrita. Entretanto, os
mecanismos/vias de transducado de sinais envolvidos na migragdo induzida
pela plasmina ainda nao foram totalmente elucidados em modelos in vivo. No
presente estudo, foram realizados ensaios utilizando modelos in vitro e in vivo
visando esclarecer os efeitos exercidos pela plasmina sobre a migracdo de
células (MEF e RAW 264.7) e de leucdcitos para a cavidade pleural de
camundongos, bem como os mecanismos de sinalizagdo celular envolvidos
neste processo.

A plasmina possui habilidade de induzir a movimentag&o de varios tipos
celulares (Syrovets et al., 1997; Tarui et al., 2002; Majumdar et al., 2004).
Nossos resultados mostraram que a migracdo in vitro de fibroblastos e
macrofagos murinos induzida pela plasmina foi diretamente proporcional ao
tempo, isto &, quanto maior o periodo de exposi¢cao/incubagao com esta
proteina, maior a quantidade de células que migraram. A migragao de
fibroblastos € um evento crucial para a cicatrizacao de feridas. Apds uma lesao
cutdnea varios eventos interativos sao iniciados tais como inflamacao,
angiogénese, formacao de tecido, contragdo e remodelagem tecidual (Clark,
1989). Durante esta resposta inflamatéria ocorre formacdo de coagulos
sanguineos e invasao leucocitaria na regidao ferida através da migracao pela
matriz extracelular (MEC). Subsequentemente os fibroblastos também migram
para a regiao lesionada devido as alteragdes bioquimicas da matriz extracelular
resultantes da degradacdo da fibrina, com posterior substituicdo do coagulo
sanguineo por colageno (Clark, 1989). Assim, varios eventos relacionados ao
crescimento e a reparacgao tecidual requerem a migracao de fibroblastos, e a
cicatrizacdo de feridas cutdneas € apenas mais um exemplo do papel
fisiolégico fundamental exercido pela plasmina.

Mesmo nao investigando neste trabalho a migracao de fibroblastos in
vivo, os resultados obtidos dos experimentos in vitro fornecem fortes evidéncias

de que a plasmina tem uma participagcdo importante neste processo in vivo.
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Confirmando nossa ideia, um estudo recente de Shen e colaboradores (Shen et
al., 2012) mostrou que o plasminogénio € um importante regulador pré-
inflamatorio capaz de acelerar a cicatrizacdo de feridas agudas em
camundongos diabéticos. De fato, a importancia de componentes do sistema
plasminogénio para a cicatrizagcao de feridas foi previamente demonstrada em
camundongos deficientes para o gene que codifica o plasminogénio. Neste
caso, foi demonstrado que feridas cirurgicamente produzidas em camundongos
Plg/ demoram um tempo maior para cicatrizarem e apresentam uma menor
taxa de migragdo de queratindcitos para a regido, quando comparados aos

grupos controle (Plg*™)

(Romer et al., 1996). Estes camundongos apresentam
lesdes/ulceracdes inflamatérias no trato gastrointestinal, pulmdes e 6rgaos
reprodutores que evoluem para perda de funcdo e consequente 6bito dos
animais, os quais dificiimente ultrapassam 30 semanas de vida(Reng et al.,
2013). Humanos com deficiéncia de plasminogénio também apresentam uma
reducgao significativa da velocidade/capacidade de cicatrizagéo, principalmente
em regides mucosas (Schuster, Hugle e Tefs, 2007; Mehta e Shapiro, 2008;
Reng et al., 2013).

Durante a migracao celular é necessario que ocorra ativacao de vias de
transducdo de sinais celulares especificas para tal. Embora as vias de
sinalizagao induzidas pela plasmina ja tenham sido demonstradas em estudos
in vitro (Burysek, Syrovets e Simmet, 2002; Pendurthi et al., 2002; Sousa,
Brasil, et al., 2005; Sousa, Silva, et al., 2005; Li et al., 2007; Li, Syrovets e
Simmet, 2012), as vias regulatorias que medeiam a migragéo in vivo ainda néo
foram elucidadas detalhadamente. Ja foi descrito que o plasminogénio ou
plasmina sdo capazes de promover a ativagdo de ERK1/2 em fibroblastos
(Pendurthi et al., 2002; De Sousa et al., 2005; Sousa, Brasil, et al., 2005;
Sousa, Silva, et al., 2005), mondcitos(Li et al., 2007) e em células dendriticas
(Li, Syrovets e Simmet, 2012). De Sousa e colaboradores (2005)
demonstraram que plasminogénio/plasmina estimulam a via de MEK/ERK,
conduzindo a expressao dos fatores de transcrigdo c-fos e egr-1, que por sua
vez promovem a expressdo da a-enolase (Sousa, Brasil, et al., 2005; Sousa,
Silva, et al., 2005), um importante receptor de plasminogénio que participa do
recrutamento de mondcitos in vivo (Wygrecka et al., 2009). No presente estudo,

mostramos que a ativagdo da via MEK/ERK é imprescindivel para os efeitos
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induzidos pela plasmina, uma vez que um inibidor especifico de MEK/ERK
(U0126) suprime a migragdo induzida por plasmina in vitro (fibroblastos e
macrofagos) e in vivo (células mononucleares). Outros resultados que
corroboram nossa afirmagao sdao o aumento da fosforilacdo de ERK1/2
proporcionalmente ao aumento do influxo de mononucleares para a pleura de
camundongos.

Outros estudos demonstraram a habilidade da plasmina de ativar NF-xB
em mondcitos humanos, macrofagos e células dendriticas in vitro e promover a
translocacdo nuclear das proteinas NF-kB/Rel subsequentemente a
fosforilacao (degradacao) de IkB-a (Syrovets et al., 2001; Burysek, Syrovets e
Simmet, 2002; Li et al., 2007; Li, Syrovets e Simmet, 2012). Esta ativacao de
NF-xB esta envolvida na expressaol/liberagao de citocinas pro-inflamatorias (IL-
1a/B e TNF-a) e do fator tecidual (TF) por monécitos humanos induzidos com
plasmina (Syrovets et al., 2001; Li et al., 2007). Em nosso modelo in vivo, de
forma semelhante ao perfil de fosforilacdo de ERK1/2, a plasmina também foi
capaz de induzir a ativagao de NF-xB concomitantemente ao recrutamento de
células mononucleares. O tratamento com U0126 também impediu a
fosforilacdo de IkB-a induzida pela plasmina, evidenciando que a ativagao de
NF-kB é subsequente a ativacdo de ERK1/2 em nosso modelo.

No tempo de 6 horas apds o desafio com plasmina houve aumento dos
niveis de IL-6 e MCP-1/CCL2, sendo este o intervalo de tempo que precede o
recrutamento de células mononucleares para a cavidade pleural. Em contraste
com estudos in vitro que utilizaram mondcitos humanos (Syrovets et al., 2001),
nossos resultados mostraram que os niveis de TNF-a, IL-18, KC/CXCL1 e MIP-
2/CXCL-2 nao foram alterados no sobrenadante recolhido da cavidade pleural
apos a injecédo de plasmina nos tempos aqui analisados (6, 24 e 48h). Existe a
possibilidade de que estas citocinas/quimiocinas, produzidas apds o desafio
com Plasmina, ndo sejam detectaveis em nossas condi¢gbes/tempos
experimentais ou de que elas ndo sejam produzidas in vivo. Cabe ressaltar que
células dendriticas, derivadas de mondcitos, desafiadas com plasmina nao
produzem estas citocinas pro-inflamatorias (Li, Syrovets e Simmet, 2012).

Cailhier e colaboradores (2005) mostraram que a ablagdo de

macrofagos residentes da pleura, em um modelo de pleurisia induzida por
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carragenina, resulta em efeito pronunciado na producdo de varias citocinas e
quimiocinas, tais como CXCL-2, TNF-q, IL-6 e IL-10. Contudo, a redugédo dos
niveis de KC e MCP-1 n&o foram tao intensas apds a ablagado dos macréfagos,
sugerindo a existéncia de outra fonte dessas quimiocinas, que nao os
macrofagos residentes, tais como as células mesoteliais no caso da produgao
in vivo de MCP-1, com subsequente recrutamento de células mononucleares
(Cailhier et al., 2006). Embora n&o tenhamsido realizados experimentos para
identificar a populacdo de células responsaveis pela producdo das citocinas
detectadas em nosso modelo, acreditamos que os resultados obtidos da
pleurisia induzida pela carragenina possam ser extrapolados para 0 nosso
trabalho (pleurisia induzida pela plasmina), levando a conclusédo de que os
macrofagos residentes sdo responsaveis pela producédo de IL-6 e as células
mesoteliais pela liberacdo de MCP-1 (Cailhier et al., 2006).

Estudos anteriores mostraram que a plasmina ativa macrofagos através
do heterotetramero Anexina A2 (composto de anexina A2 e S100A10) ativando
vias de sinalizagdo que conduzem a producéo de IL-6 (Li et al., 2007). De fato,
IL-6 é capaz de induzir neutrofilia e ativagdo de neutrdéfilos (Ulich, Del Castillo e
Guo, 1989). No entanto, no presente trabalho ndés nao observamos um
aumento de neutrofilos, provavelmente devido a falta de quimioatraentes para
estes granulécitos como MIP-2/CXCL2 e KC/CXCL1. A migragao de leucdcitos
circulantes para os locais de lesdo ou inflamagao € uma etapa fundamental da
imunidade inata e adaptativa. Para alcancgar este objetivo, existem varios
mecanismos finamente coordenados pelos quais os leucdcitos circulantes
tornam-se capazes de atravessar a parede vascular e migrar para os locais de
lesdo ou infecgao (Petri, Phillipson e Kubes, 2008). A administragdo de Pla no
musculo cremaster de camundongos, na mesma dose utilizada no presente
trabalho (2ug), provocou uma adesao firme com subsequente transmigracao de
leucdcitos para este tecido (Reichel et al., 2011). Com o objetivo de entender
melhor como a injecédo de plasmina induz migracao de leucocitos, foi utilizado
um modelo in vivo no qual plasmina humana foi injetada na cavidade pleural de
camundongos e como resultado houve um recrutamento significativo de
leucdcitos. O numero total de leucdcitos (assim como o numero de células
mononucleares) aumentou de uma forma tempo-dependente, entretanto o

numero de neutrdfilos (e proteinas quimiotaticas para estas células) néo foi
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significativamente alterado apds a injecéo de plasmina. Tal achado sugere que
neste modelo ocorre um recrutamento especifico de células mononucleares,
pelo menos nos tempos aqui avaliados.

Estes dados estdo em consonancia com outros que utilizaram o modelo
de migracédo de células induzida por tioglicolato para a cavidade peritoneal,
utilizando camundongos deficientes para o gene que codifica o plasminogénio
(Plg™) (Ploplis et al., 1998; Gong et al., 2008). Estes animais apresentaram
reducado do recrutamento de linfocitos, mondcitos e macréfagos, enquanto o
recrutamento de neutrofilos permanece semelhante aos animais WT (Ploplis et
al.,, 1998). Aliado a este dado in vivo, experimentos in vitro conduzidos por
Syrovets et al. (1997) mostraram que a plasmina é capaz de ser altamente
quimiotatica para mondcitos, induzindo polimerizagdo de actina similares aos
efeitos induzidos por FMLP, sem, no entanto, exercer efeito quimiotatico em
neutrofilos (Syrovets et al., 1997), tais evidéncias reforcam a ideia do
recrutamento especifico de mononucleares.

Contrariamente a estes resultados, um estudo onde se verificou a
resposta inflamatéria dirigida a biomateriais implantados na cavidade peritoneal
demonstraram uma reducdo no recrutamento de neutréfilos e macrofagos no
lavado peritoneal de camundongos PIg'/'. Esta diferenca nos resultados
provavelmente se deve a natureza do estimulo utilizado para promover o
recrutamento celular (antigeno X implante), sugerindo que a influéncia do
plasminogénio/plasmina na migracdo de leucdcitos possa ser estimulo
especifica (Hoover-Plow et al., 2008).

Ja foi demonstrado que varios receptores de Plg participam na migragéo
induzida pela plasmina in vivo e in vitro (Laumonnier et al., 2006; Das, Burke e
Plow, 2007; Wygrecka et al., 2009; O'connell et al., 2010; Lighvani et al., 2011).
Estes receptores compartiiham duas propriedades: possuem um residuo de
lisina na porcao carboxi-terminal, propiciando a ligacdo ao Plg, e ndo sao
proteinas transmembrana, mas tornam-se expressos na superficie da célula
por vias ainda indeterminadas (Das, Pluskota e Plow, 2010). A ligacdo do
plasminogénio a receptores nas superficies das células, através dos seus sitios
de ligacao a lisina (SLL) aumenta a sua ativagao a plasmina, pois a protege da
inativagdo pela a2-antiplasmina e direciona sua atividade proteolitica para

substratos especificos (Plow et al., 1995; Castellino e Ploplis, 2005). Neste
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estudo, apesar de nédo ter sido investigada detalhadamente a relevancia de
qualquer receptor de Plg/Pla especifico para a migragéo celular induzida pela
plasmina, nés mostramos que a migragdo de macréfagos foi prejudicada pelo
pré-tratamento com TXA, um analogo de lisina que compete pela ligagdo do
sitio SLL presente no dominio Kringle da plasmina, aos residuos de lisina
carboxi-terminais presentes na superficie das células. De fato, analogos de
lisina tais como o TXA e o acido e-aminocaproéico (EACA) ja foram descritos
como inibidores eficientes da atividade da plasmina e da migracao (Ploplis et
al., 1998) evidenciando o papel fundamental para os receptores de
plasminogénio na migracao induzida pela plasmina.

A necessidade da atividade de protease para a migracdo celular
induzida por plasmina parece ser um mecanismo comum para diferentes tipos
celulares (Syrovets, Lunov e Simmet, 2012). Da mesma forma que a
necessidade de SLL, a atividade proteasica da plasmina também é
fundamental para induzir a migracdo de células in vitro e in vivo, como
mostrado no presente estudo, usando um inibidor de serina protease
(leupeptina) e um inibidor de PAR- 1 (SCH79797). Dados da literatura mostram
que, na presenga de um analogo de lisina, a plasmina é incapaz de clivar, e
consequentemente, ativar PAR-1, sugerindo que a interagdo da plasmina com
a superficie celular é necessaria para a ativagdo de PAR-1 (Altrogge e Monard,
2000; Mitchell et al., 2006). Neste contexto, pode-se especular que o PAR-1
seja um co-receptor de Plg/Pla, e pode ser necessario para a acao da
plasmina. No presente estudo, nado foi explorado em qual receptor contendo
SLL a plasmina estaria se ligando para promover a ativacdo de PAR-1.
Receptores como a-enolase, histona H2B ou PIg-R (KT) sdo candidatos em
potencial e ja tiveram descritos seus envolvimentos com a migracdo de
monacitos in vivo (Das, Burke e Plow, 2007; Wygrecka et al., 2009; Lighvani et
al., 2011).

Ja é conhecida a capacidade da plasmina em ativar PAR-1 por
protedlise, processo este que esta envolvido em varios efeitos induzidos pela
plasmina, tais como sinalizagdo anti-apoptotica em mondcitos (Mitchell et al.,
2006), indugao da expressao génica de Cyr61 em fibroblastos (Pendurthi et al.,
2002), indugdo da migracdo de células CHO (células ovarianas de hamster

chinés) (Majumdar et al., 2004), inducdo da expressao de IL-8, liberacdo de



54

prostaglandina E2 (Kamio et al., 2008) e promogao da transicdo de célula
epitelial para mesenquimal na fibrose intersticial renal (Zhang et al., 2007). No
presente estudo, foi demonstrado que a inibicdo de PAR-1 compromete a
migragado de células mononucleares induzida pela plasmina e também leva a
inibicao de ERK1/2 e de NF-kB. Pendurthi e colaboradores (2002) mostraram
que fibroblastos deficientes para o gene que codifica PAR-1 (PAR-1"') nao
respondem a inducdo de ERK1/2 exercida pela plasmina, fato este que sugere
um mecanismo de inducdo de ERK dependente de PAR-1. Também foi
demonstrado que a plasmina induz MER/ERK através de PAR-1 na fibrose
intersticial renal (Zhang et al., 2007) e que a ativacdo de PAR-1 é necessaria
para o recrutamento de leucécitos dependente de CCL2 in vivo (Chen et al.,
2008). Desta forma, os estudos mencionados acima dao suporte aos nossos
resultados, reforcando que a plasmina induz migragdo de mononucleares de
forma dependente da ativacdo de PAR-1. Embora ndo tenhamos analisado
aqui, a importancia da ativagao dos outros PARs para a migragdo de mondcitos
induzida por Plasmina & importante ressaltar que macréfagos e mondcitos
expressam PAR-1, PAR-2 e PAR-3 e ndo expressam PAR4 (Colognato et al.,
2003). Como os dados da literatura apontam que a plasmina € capaz de ativar
PAR-1, focamos nossos estudos neste receptor. No entanto, estudos adicionais
serao necessarios para verificar o efeito de outros PARs, como por exemplo,
PAR-2, na migracdo de monacitos induzida por plasmina.

A expressdo de citocinas e quimiocinas é regulada primariamente
durante a transcrigdo. Assim, a expressao de CCL2 em resposta ao estimulo
por trombina pode ocorrer via MEK/ERK (Deng et al., 2008) e o gene que
codifica a quimiocina CCL2 é um alvo conhecido de NF-xB (Thompson e Van
Eldik, 2009). Por outro lado, Burysek e colaboradores (2002) demonstraram
que a expressao de CCL2, induzida pela plasmina in vitro, ndo requer a via de
sinalizagcdo de MEK/ERK. Neste estudo os autores utilizaram o inibidor U0126
na dose de 1uM. Embora n6s nao tenhamos mensurado a producédo de CCL2
in vitro, em nossos experimentos com fibroblastos ou macréfagos murinos, foi
utilizada uma dose de 15uM de U0126, que € menor que a dose comumente
utilizada na literatura (Sousa et al., 2005), sendo esta capaz de inibir a ativagao
de ERK1/2, sugerindo que a dose utilizada no estudo de Burysek et al. (2002)

tenha sido insuficiente para a inibicdo de ERK e consequentemente da
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producdo de CCL2. Em nossos experimentos in vivo, a inje¢ao intrapleural de
da via MEK/ERK com U0126 na dose de 2mg/kg/i.pl.

O receptor CCR2 ¢é expresso principalmente em mondcitos,e € o alvo de
ligacdo de um grupo de proteinas quimiotaticas de mondcitos (MCP), incluindo
as quimiocinas MCP-1/CCL2, MCP-2/CCL8, e MCP-3/CCL7, desempenhando
um papel fundamental na migracdo de mondcitos/macréfagos, em diferentes
modelos experimentais e de doencas (Mitchell et al., 2006). Em nossas
condicdes experimentais, os camundongos CCR2”" ndo responderam a injecéo
intrapleural de plasmina e o uso de um antagonista de CCR2 inibiu a migracao
de macréfagos induzida pela plasmina, evidenciando a importancia de
CCL2/CCR2 no modelo de recrutamento celular. Corroborando nossos
resultados, foi demonstrado que, apds estimulo inflamatoério, camundongos Plg

F apresentam niveis de expressao de CCL2 50% menor em comparagao aos

+/+

camundongos PIlg™", tal achado sugere que estas diferencas nos niveis de
CCL2 podem contribuir para o menor recrutamento de macréfagos e linfocitos
nos camundongos Plg”" apds estimulo inflamatério (Busuttil et al., 2004). Estes
dados reforcam a ideia de que a liberacdo de CCL2 é relevante para o
recrutamento de células mononucleares induzido pela plasmina. Além disso, foi
demonstrado que a plasmina também cliva a lisina 104 de CCL2 aumentando a
sua poténcia quimiotactica (Yao e Tsirka, 2011), e que esta clivagem de CCL2
provavelmente é uma etapa indispensavel para a ativagcdo total desta
quimiocina in vivo. (Yao e Tsirka, 2012). Assim, a secre¢cdo de CCL2 induzida
pela plasmina e o aumento de sua poténcia parecem ser importantes na
regulacédo da migracéo de leucdcitos em nosso modelo in vivo.

Embora ndés tenhamos nos concentrado no estudo do papel de
CCL2/CCR2 e em demonstrar a clara importancia deste eixo em nosso modelo,
nao podemos excluir a possibilidade do envolvimento de outras citocinas e
quimiocinas neste processo. De fato, outras quimiocinas como CCL3 (MIP- 1qa),
CCL4 (MIP-1B), CCL5 (RANTES) e seus principais receptores (CCR1 e CCR5)
também estdo envolvidos no recrutamento de macréfagos (Civatte et al., 2005),
entretanto o papel destas quimiocinas nao foi investigado em nosso modelo

experimental.
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Tomados em conjunto, nossos dados mostram que plasmina induz a
migragéo celular através da ativagdo de PAR-1 desencadeando a ativagao de
MEK/ERK/NF-xB, o que culmina com a liberacdo de CCL2 e IL-6 na cavidade
pleural de camundongos. Além disso, este estudo fornece evidéncias de que o
eixo CCL2/CCR2 contribui para a migracao induzida pela plasmina de células

mononucleares para os locais de inflamacao.
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7- CONCLUSAO

Reunindo os dados obtidos no presente estudo podemos concluir que:

1) Plasmina é capaz de induzir migragao celular de fibroblastos e
macrofagos murinos através da via MEK/ERK.

2) A inibicdo da atividade de serina protease ou dos sitios de ligacéo a
lisina foi capaz de impedir a migracao celular induzida pela plasmina,
demonstrando a necessidade da atividade proteolitica desta protease e dos
sitios de ligacéao a lisina.

3) A injecédo de plasmina na cavidade pleural de camundongos promove
o influxo de células mononucleares associado com a ativacdo das vias de
ERK1/2 e de NF-xB e consequente aumento dos niveis de CCL2 e IL-6 no
exudato pleural.

4) A inibicao de PAR-1 ou de MEK/ERK1/2 impediu a migragdo de
células mononucleares induzida pela plasmina, bem como inibiu a ativacado de
ERK1/2 e NF-xB e a liberagao de CCL2.

5) Camundongos CCR2"" ndo sdo responsivos a migragdo de leucocitos
induzida pela plasmina e um antagonista de CCR2 abole migragdo celular em
placas transwell, reforcando o papel do eixo CCL2/CCR2 neste processo.

Em conclusao, por meio deste estudo nés fornecemos evidéncias de que
a plasmina € um mediador de migragcédo celular in vivo por um mecanismo
dependente de ativacgo de PAR-1-MEK/ERK—NF-xB, levando a
producao/secre¢cdo de MCP-1/CCL2 que se liga a CCR2 promovendo o
recrutamento de células mononucleares para a cavidade pleural de

camundongos (Figura 20).
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Figura 20- Modelo proposto para a migracao de células mononucleares induzida
por plasmina. O plasminogénio (Plg) é ativado a plasmina (Pla) por seus ativadores
fisioloégicos (u-PA e t-PA). Pla se liga aos seus receptores via os sitios de ligagcao a
lisina (do inglés - lisine binding sites-LBS) e requer atividade de serina protease (PAS-
do inglés- protease activate sites). Em seguida, Pla ativa PAR-1 (um receptor ativado
por proteases acoplado a proteina G) e induz a ativacao/fosforilagdo da via
MEK/ERK1/2 que, apds ativada, estimula a producdo CCL2 através do fator de
transcricdo NF-kB. Apds secretada, a quimiocina MCP-1/CCL2 se liga ao receptor
CCR2 e promove o influxo de células mononuleares para a cavidade pelural.
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