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RESUMO

O plasminogénio (PIlg) € um zimogénio que € clivado a plasmina (Pla) pelos
ativadores do plasminogénio do tipo tissular (tPA) ou uroquinase (uPA). O
sistema plasminogénio/plasmina (Plg/Pla) est4 associado a diversas atividades
biologicas além da sua atividade priméaria, a dissolu¢do dos coagulos de fibrina,
incluindo migracdo celular e inflamacdo. Neste estudo foi investigada a
capacidade do uPA de induzir migracéo celular in vitro, utilizando linhagens de
fibroblastos (MEFs) e macréfagos murinos (RAW 264.7), e in vivo por meio da
injecdo de uPA na cavidade pleural de camundongos. Foram também
avaliados os papéis da proteina cinase ativada por mitégenos (MAPK) ERK1/2,
das proteinas de adeséao focal FAK e Paxilina (Pax), da quimiocina CCL2 e seu
receptor CCR2 neste processo. A utilizacdo de animais BALB/C neste estudo
foi aprovada pelo CEUA/UFMG, protocolo numero 19/2011. Monocamadas de
MEFs e RAW foram arranhadas e posteriormente tratadas com uPA (1upg/mL)
por diferentes tempos ou pré-tratadas com U0126 (inibidor de MEK1/2) ou
RS504393 (antagonista de CCR2). As células foram processadas para
contagem da migracao para a regido da ranhura, Western Blot para anéalise da
fosforilacdo de ERK1/2, FAK e Pax e ELISA para dosagem de CCL2.
Camundongos BALB/c receberam injecdo intrapleural de uPA (1pg) e as
células presentes na cavidade pleural foram coletadas em diferentes tempos e
processadas para contagem total e diferencial. O tratamento com uPA induziu
migracdo de MEFs e RAW de forma dependente de MEK/ERK, CCL2/CCR2 e
foi associado a fosforilacdo das cinases de adeséao focal FAK e Pax. A injecao
intrapleural de uPA em camundongos induziu um influxo de células
mononucleares para a cavidade pleural, associado ao aumento da fosforilacédo
de ERK1/2 e FAK e dos niveis de CCL2. O bloqueio de CCR2 impediu a
migracao leucocitaria induzida por uPA. A anélise, por citometria de fluxo, dos
macrofagos recrutados apoés injecdo de uPA demonstrou uma predominancia
de macrofagos M2. Em conclusdo, uPA induziu a migracdo de macrofagos in

vitro e in vivo e esses sao de perfil M2.

Palavras chave: sistema plasminogénio/plasmina, migragdo celular,
MEK/ERK, CCR2/CCL2, polarizagdo macrofagica



ABSTRACT

Plasminogen (plg) is a zymogen that is cleaved to plasmin (pla) by the tissue-
type (tPA) or urokinase-type (UPA) activator. The classical function of the
plg/pla system is the dissolution of fibrin clots, but it has also been shown to be
important in other biological activities, such as cell recruitment and
inflammation. This study investigated the uPA ability to induce cell migration in
vitro, using fibroblasts (MEFs) and macrophages (RAW 264.7) cell lines, and in
vivo by injecting uPA in the pleural cavity of mice. It also evaluated the role of
the mitogen-activated protein kinase ERK1/2, the focal adhesion proteins FAK
and Paxillin (Pax), the chemokine CCL2 and its receptor CCR2 in the process,
as well as the profile of recruited cells. MEFs and RAW monolayers were
scratched and then treated with uPA (1pg/ml) for different times or pre-treated
with U0126 (a MEK1/2 inhibitor) or RS504393 (a CCR2 antagonist). Cells were
processed to count the migration to the scratch region, to analyze the
phosphorylation of ERK1/2, FAK and Pax by Western Blot and to measure
CCL2 levels by ELISA. BALB/C mice received an intrapleural injection of uPA
(1Mg) and the cells present in the cavity were harvested at different time points
and processed for total and differential count. The uPA treatment induced MEF
and RAW migration dependent on MEK/ERK, CCL2/CCR2 and associated with
the phosphorylation of focal adhesion kinases FAK and Pax. The intrapleural
injection of uPA induced a time-dependent influx of mononuclear cells into the
mice pleural cavity associated with increased phosphorylation of ERK1/2, IkB-a
and FAK and raised CCL2 levels. Importantly, the inhibition of CCR2 abrogated
uPA-induced leukocyte influx. Further investigation of the recruited leukocytes
by using flow cytometry showed a predominance of macrophages from M2
profile. In conclusion, uPA induces migration of macrophages in vitro and in vivo

e those are from M2 profile.

Key words: plasminogen/plasmin system, cell migration, MEK/ERK,
CCL2/CCR2, macrophage polarization
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

O objetivo do projeto aqui apresentado foi investigar a participacéo do ativador
do plasminogénio do tipo uroquinase na migracao de células inflamatérias. O
trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Sinalizacdo da Inflamacéo
(FAFAR-UFMG) e Imunofarmacologia (ICB-UFMG), sendo parte de uma linha
de pesquisa que investiga a relacdo entre o sistema plasminogénio e eventos

inflamatorios.

O zimogénio plasminogénio (plg) é clivado a sua forma ativa plasmina (pla) por
seus ativadores do tipo tissular (tPA — do inglés tissue-type plg activator) ou
uroquinase (UPA — do inglés urokinase-type plg activator). Diversos trabalhos
apontam diferentes funcdes para o sistema plg/pla além de sua funcéo
primaria, a dissolucdo dos coagulos de fibrina resultantes da cascata de
coagulacdo. Dentre essas funcdes estdo a migracdo celular e a inducédo de
mediadores inflamatorios (Carmeliet e Collen 1998; Fibbi, Ziche et al. 1988;
Kasza e Koj 2002).

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram uma expressao
aumentada de componentes do sistema plg/pla em um contexto inflamat6rio
(De Sousa, Brasil et al. 2005; Sousa, Brasil et al. 2005; Sousa, Silva et al.
2005). Esses achados em conjunto com aqueles ja existentes na literatura
deram origem a uma linha de pesquisa liderada pela Profa. Lirlandia P. Sousa,
orientadora desse trabalho. O autor da dissertacdo ingressou no laboratério em
2011 como voluntario em iniciacdo cientifica e desde entdo estuda os efeitos
de diferentes componentes do sistema pla/plg em células inflamatoérias e os
mecanismos envolvidos. O primeiro projeto resultou em uma publicacdo no
Journal of Immunology, onde foi demonstrado que plg e pla induzem a
migracao de células mononucleares de forma dependente do receptor ativado
por protease-1 (PAR-1), da via MEK/ERK e da sinalizagdo mediada pelo
receptor CCR2 (Carmo, Costa et al. 2014).

De forma paralela a execucdo do projeto principal do mestrado, o autor
colaborou na continuagéo do projeto apés publicacéo do trabalho citado acima.

Apbs observar a inducdo da migracdo de macrofagos por plg e pla, o grupo
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investigou o perfil das células que migraram para cavidade pleural e realizou
ensaios funcionais. O trabalho resultante, intitulado ‘Plasmina induz
reprogramacdo macrofagica e contribui para caracteristicas da resolucdo da
inflamacdo’ estd em fase de submissdo em uma Revista internacional. Os
resultados encontrados demonstram que plg e pla induzem um fendtipo
macrofagico anti-inflamatério e pro-resolutivo, o que € corroborado por
marcadores moleculares especificos e da observada inducdo de apoptose em

neutroéfilos e aumento da capacidade eferocitica em macréfagos.

O projeto ora apresentado também foi iniciado no periodo de inicia¢éo cientifica
do autor, sendo que grande parte dos dados obtidos compuseram seu trabalho
de concluséo do curso de graduagcdo em biomedicina apresentado em junho de
2015. No mestrado o autor buscou elucidar os mecanismos envolvidos na
migracdo induzida por uPA e o perfil das células recrutadas in vivo. Aqui é
demonstrado que uPA induz a migracdo de fibroblastos e macrofagos murinos
in vitro e macrofagos in vivo de forma dependente da via MEK/ERK 1/2, da
sinalizacdo mediada por CCL-2/CCR-2 e associado as proteinas de adeséao
focal FAK e paxilina. Também é demonstrado que os macréfagos recrutados

por uPA in vivo apresentam perfil anti-inflamatorio.
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2. INTRODUCAO

O sistema plasminogénio/plasmina (plg/pla) € composto pelo zimogénio
plasminogénio (plg), que é clivado a protease plasmina (pla) por dois diferentes
ativadores, o do tipo tissular (tPA) e do tipo uroquinase (uPA). A funcao
priméria do sistema esté relacionada a dissolu¢do de codgulos de fibrina e é
essencial a hemostasia (Plow, Herren et al. 1995; Carmeliet e Collen 1998).
Atualmente, a funcdo do sistema plg/pla vai além de sua funcdo primaria e
diversos trabalhos na literatura demonstram sua participacdo em diferentes
fenbmenos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo a inflamacdo (Syrovets e
Simmet 2004; Plow, Doeuvre et al. 2012).

O processo inflamatério se inicia com uma agressao tecidual, que induz a
producdo de mediadores quimicos proteicos ou lipidicos, ativacdo endotelial e
culmina com a migracdo de leucécitos para o local afetado, buscando uma
consequente eliminagdo do agente indutor (Medzhitov 2008; Medzhitov 2010).
A inflamacdo possui diferentes fases caracterizadas por marcadores
moleculares, mediadores e populacdes celulares especificas (Alessandri,
Sousa et al. 2013). A fase primaria, denominada fase produtiva, € seguida de
alteracdes finamente controladas que induzem a fase de resolucédo da
inflamacédo (Serhan e Savill 2005). A ocorréncia do processo resolutivo é
fundamental, considerando que processos inflamatoérios prolongados podem se
tornar crbnicos, causar lesdo, perda de funcéo e induzir doengas autoimunes
(Nathan e Ding 2010). Neste contexto, € de grande interesse entender os

processos e mecanismos envolvidos nas diferentes fases da inflamacéo.

Em um trabalho previamente publicado pelo nosso grupo de perquisa foi
demonstrado que pla induz a migracdo celular in vitro e in vivo de forma
dependente da via MEK/ERK, CCL2/CCR2 e do receptor PAR-1 (Carmo et al.,
2014). Na literatura, alguns trabalhos sugerem a participacdo de uPA na
migracdo celular. Por exemplo, camundongos knockout para o receptor de
uPA (UPAR) apresentaram acumulo leucocitario tardio e processo resolutivo
deficiente em diferentes modelos inflamatorios (Gyetko, Sud et al. 2000;
Rijneveld, Levi et al. 2002; Nagai, Okada et al. 2008). Em concordancia cm

esses achados, UPAR é mais expresso durante a ativagdo e diferenciagédo de
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leucdcitos (Nykjaer, Moller et al. 1994; Plesner, Ralfkiaer et al. 1994), sugerindo

uma interagao com a inflamagao e imunidade.

Apesar de a participagdo de uPA na migragédo celular ser bem explorada na
literatura, os mecanismos envolvidos no processo ndo sdo completamente
esclarecidos, o0 que motivou a execucdo deste projeto. Utilizando uma
abordagem direta, avaliou-se neste estudo a migracao celular induzida por uPA
in vitro e in vivo e 0s mecanismos envolvidos. Particularmente, investigou-se a
participacdo da proteina cinase ativada por mitogénos ERK1/2, das proteinas
de adeséo focal FAK e Paxilina e da citocina CCL2 e seu receptor CCR2 no
processo de migragcédo celular. De forma complementar, buscou-se avaliar a

populacao e o fenétipo das células recrutadas por uPA in vivo.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Inflamacé&o e suaresolucao

A inflamacédo € um fenbmeno biolégico em tecidos vascularizados que ocorre
em resposta a agentes infecciosos ou lesdes teciduais e em diversos eventos
fisiologicos. No século |, Cornelius Celsus descreveu quatro eventos
macroscopicos da inflamacéo, conhecidos como sinais cardinais, sendo eles:
calor, rubor, tumor e dor (Majno 1975). O calor e rubor sdo causados pelo
aumento de fluxo sanguineo local, o tumor € resultado do aumento da
permeabilidade da microvasculatura e do extravasamento de proteinas para o
intersticio e a dor acontece devido a alteracbes nas terminacdes nervosas e
liberacdo local de mediadores quimicos (Majno e Joris 2004). A perda de
funcdo dos o6rgdos afetados é o quinto sinal cardinal da inflamacdo e foi
descrita por Virchow em 1858. Em 1892 Metchnikoff descobriu o processo de
fagocitose e descreveu a teoria da imunidade celular, relatando a importancia
dos macréfagos e microfagos (neutrdfilos) na defesa do hospedeiro e na

homeostasia tecidual (revisto por Medzhitov 2008; Medzhitov 2010).

O estimulo inflamatério pode ser gerado em situacbes de estresse, lesao
celular ou por morte celular ndo programada por meio de DAMPs (Damage-
associated molecular patterns), como o acido Urico. Pode ser também gerado
por moléculas presentes nos microrganismos (MAMPs, Microorganism-
associated molecular patterns), como o LPS presente em bactérias Gram
Negativas. Os Toll Like Receptors e inflamassomas séo exemplos de sensores
gue detectam o estimulo e disparam cascatas de sinalizacao intracelulares que
induzem a producdo de mediadores pro-inflamatorios, que podem ser lipidicos
(leucotrienos, prostaglandinas e prostaciclinas) ou protéicos (enzimas,
moléculas de adesdo, proteases, citocinas e quimiocinas). Nos tecidos alvo,
afetados pelos mediadores inflamatorios, ocorre infiltracdo leucocitaria,
primeiramente de células polimorfonucleares, seguido do recrutamento de
monocitos que se diferenciam localmente em macrofagos (revisto  pro
Medzhitov 2008; Medzhitov 2010).

A migracéo leucocitaria depende da producao de fatores quimiotaticos que se
18
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ligam a receptores acoplados a proteina G, ativando vias sinalizadoras que

modificam o0 citoesqueleto. Dentre as principais citocinas/quimiocinas

envolvidas no recrutamento de células inflamatdrias pode-se destacar a
interleucina-1 beta (IL-1p), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8/KC), fator
de necrose tumoral (TNF), proteina quimiotética de monécitos (MCP-1/CCL2) e
a proteina inflamatoéria de macréfagos (MIP-2/CCL3) (Rot e von Andrian 2004,
Abbas, Lichtman et al. 2012).

O recrutamento de leucocitos ocorre em fenémenos fisioldgicos, por exemplo,
guando leucocitos circulantes senescentes migram para o baco e séo
destruidos. Na inflamacdo ocorre a producdo e secrecdo de moléculas de
adesao (como as integrinas) que permitem uma maior interagdo entre 0s
leucocitos e o endotélio e a transmigracdo para o sitio inflamatério (Gilroy,
Lawrence et al. 2004). As integrinas expressas pelos leucdécitos aderem
firmemente as moléculas de adesao, presentes na superficie do endotélio. Os
leucocitos entdo rolam sobre o endotélio, cruzam a membrana basal e
transmigram para o intersticio (Phillipson, Heit et al. 2006). Esse ultimo

processo € conhecido como diapedese e esta representado na figura 1.

<]

{ Rolagem fluxo
sanguineo

captura ) =
g% 2 Transmigracao
; % : 5 N
3 ot 5 o
——— _— — @ andotelio
~ ~ € ;
| Adeso Fraca || Adesaoforte | Gradiente
o quimiotéticg
Esquema de representagao dos mecanismos envolvidos na diapedese ;
esed Mucinas Quimiocinas imunoglobulinas {
. !
b Selectinas Receptores de Integrinas tecido
quimiocinas conjuntivo

Figura 1 - Representacdo esqueméatica da adesdo e diapedese de
neutréfilos. Diante de estimulos inflamatdrios, moléculas de adesdo sdo mais
expressas em neutrofilos e células endoteliais. Os neutrofilos rolam ao longo da
parede endotelial vascular realizando interacbes fracas mediadas pelas
selectinas. A partir dai, ocorre uma adeséo firme dos neutrofilos com o
endotélio, por meio de moléculas de adeséo (ICAM-1 e VCAM) na superficie da
célula endotelial e integrinas (Mac-1 e VLA) na superficie do neutroéfilo. Por fim,
os neutrdéfilos transmigram através do endotélio por meio de um processo que
envolve interagdes complexas com moléculas juncionais do endotélio, VE-
caderina, JAMs e PECAM-1. Adaptado de Yuan et al., 2012.
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De modo geral, os eventos macroscopicos e microscépicos do processo
inflamatorio sdo decorrentes da liberacdo de moléculas soluveis, fendmenos
angiogénicos e acumulo de leucadcitos. A inflamacéo é protetora quando auto-
limitada. Por outro lado, o acumulo excessivo de leucécitos e a permanéncia
prolongada destas células no sitio inflamatério pode ser um dos mecanismos
desencadeadores da inflamacédo crbnica, fibrose e cicatrizacdo excessiva
(Serhan, Clish et al. 2000; Serhan, Hong et al. 2002; Medzhitov 2010; Nathan e
Ding 2010; Norling e Serhan 2010; Alessandri, Sousa et al. 2013; Sousa,
Alessandri et al. 2013). Quando a lesdo tecidual decorrente de um processo
inflamatorio é leve, as células locais sao substituidas por novas células durante
0 processo de regeneracao. Por outro lado, quando o dano tecidual € extenso e
duradouro, como ocorre nas inflamacfes crbnicas, as células lesadas sao
substituidas com concomitante deposi¢éo de colageno e cicatrizagcéo, processo
gue pode levar a perda da funcao do 6rgao (Gilroy, Lawrence et al. 2004). Para
impedir que tais condi¢cdes ocorram, o recrutamento de leucdcitos é acoplado a
liberacdo de fatores locais que previnem o recrutamento adicional ou excessivo
de células, o que permite a resolucdo do processo inflamatério (Norling e
Serhan 2010).

A resolucdo da inflamacdo é um processo ativo, continuo, e finamente
regulado, envolvendo a ativacdo de um programa enddgeno que induz a
producédo e liberacdo de diferentes mediadores bioquimicos, além de modular
vias sinalizadoras, 0 que garante o retorno da hemostasia tecidual (Sousa,
Alessandri et al. 2013). A inflamacéo aguda é iniciada por um estimulo que
induz a liberacdo de mediadores proé-inflamatérios, que recrutam células
efetoras, normalmente PMN, para o sitio afetado. Durante o processo ocorre
um balanco entre a produgdo de mediadores pro- e anti-inflamatorios, além de
moléculas pro-resolutivas, o que limita a progressédo da inflamacgéo. Apos seu
acumulo no local afetado, os neutrofilos neutralizam e eliminam estimulos
inflamatorios, culminando na diminuicdo da sintese e no catabolismo de
mediadores pro-inflamatérios. Ocorre também liberacdo de fatores anti-
inflamatorios e pro-resolutivos que previnem a formacdo de edema e migracao
de PMN adicionais (Serhan, Brain et al. 2007; Alessandri, Sousa et al. 2013;).
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A fase produtiva da inflamagdo culmina na remocao do agente prejudicial,
enquanto a fase de resolucdo € caracterizada pelo encerramento do
recrutamento de neutréfilos, a apoptose dos neutréfilos recrutados e a
fagocitose dos corpos apoptoticos por macréfagos (eferocitose). Estes eventos
levam a reprogramacao de macréfagos de um fenoétipo pré-inflamatoério para
um pro-resolutivo. O recrutamento adicional (ndo flogistico) de mondcitos da
corrente sanguinea para sitios inflamatérios € um passo critico na inflamacéo
aguda, permitindo o clearance de neutréfilos apoptéticos e a progressao
ordenada do processo resolutivo (Maderna e Godson 2003; Poon, Lucas et al.
2014). Em um ambiente inflamatorio, os macrofagos geralmente tém fenotipo
pré-inflamatério, conhecido como M1 ou classicamente ativados e
caracterizados pela expressdo de marcadores moleculares de superficie, tais
como (M1: Grl* F4/80°w Cdl1ib™ed). Tal fendtipo tem pouca capacidade
eferocitica, mas grande capacidade de fagocitar organismos e produzir
citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e o6xido nitrico
(INOs). A avaliacdo das moléculas de superficie expressas e mediadores
produzidos permite a identificacdo experimental dos diferentes fenotipos
macrofagicos. No processo de resolucdo, macrofagos M1 séo enviesados para
o fendtipo anti-inflamatério (M2: F480M9" Gr1- CD11bM9") ou alternativamente
ativados, que é altamente eferocitico e produtor de moléculas anti-
inflamatérias, tais como IL-10 e TGF- e mediadores pro-resolutivos, incluindo
resolvinas, protectinas e maresinas (Korns, Frasch et al. 2011, Schif-Zuck,
Gross et al. 2011). Esses mediadores pré-resolutivos impedem o recrutamento
adicional de PMN e promovem o recrutamento ndo flogistico de mondcitos, de
modo a amplificar a eficiéncia do processo de eferocitose. Macréfagos M2
mudam ent&o para o fenétipo resolutivo (Mres: F4/80™Med CD11b'*%), que exibem
eferocitose reduzida, mas produzem proteinas antifibroticas e antioxidantes
gue limitam danos teciduais, sendo drenados pela via linfatica no fim do
processo resolutivo (Ariel and Serhan 2012, Alessandri, Sousa et al. 2013). A
figura 2 demonstra os eventos que culminam na resolucdo da resposta

inflamatoria aguda.
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Figura 2 - Série orquestrada de eventos que levam a resolucdo do processo
inflamatdrio agudo. A leséo tecidual estéril ou infecciosa leva ao reconhecimento de
padrdes moleculares (DAMPs e/ou PAMPs) pelas células residentes, os quais
produzem rapidamente varios mediadores pro-inflamatérios. Na fase produtiva da
inflamagdo, esses mediadores levam a ativacdo endotelial e recrutamento de
leucocitos para o local inflamado. Leucdécitos polimorfonucleares (PMN) séo
geralmente as primeiras células a serem recrutadas, seguidas de mononucleares.
Essas células exercem, portanto, suas fungfes efetoras contra o agente responsavel
pela lesdo. Em uma fase de transicdo, ocorre intensa apoptose de PMNSs, seguida por
eferocitose por macrofagos, que alteram, consequentemente, seu perfil inflamatério
(M1) para anti-inflamatério (M2). Esses macrofagos liberam mediadores anti-
inflamatorios e resolutivos essenciais para o inicio do processo de resolugcdo. Nesse
processo, macréfagos do tipo M2 tem seu perfil alterado para macréfagos do tipo
resolutivo (Mres), que produzem moléculas antioxidantes e antifibréticas que levam,

por fim, ao retorno da homeostase tecidual com o minimo de lesdo. Adaptado de
Alessandri et al., 2013.
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3.2 O sistema plasminogénio/plasmina

O sistema plasminogénio/plasmina, também conhecido como sistema
fibrinolitico, consiste no zimogénio plasminogénio (plg) que é convertido em
sua forma ativa plasmina (pla) por dois mecanismos distintos. O primeiro
envolve os ativadores do plasminogénio do tipo tissular (tPA) ou do tipo
uroquinase (UPA) (Plow, Herren et al. 1995). O segundo mecanismo envolve o
fator doze da coagulacéo (FXII), calicreina e monofosfato ciclico de adenosina
(cAMP) (Kluft, Trumpi-Kalshoven et al. 1979). Durante a hidrolise de ligacdes
peptidicas, ocorre um estado de ligacao transitério entre as ligacbes e a triade
catalitica presente nas enzimas do sistema plg/pla. A triade catalitica é formada
por serina (Ser.), histidina (Hist.) e aspartato (Asp.), e por isso as enzimas do
sistema séo classificadas como serina proteases (Ramachandran, Noorbakhsh
et al. 2012).

O plasminogénio é produzido pelo figado e esta presente no plasma e liquidos
extracelulares em concentracdes elevadas, chegando até 2,4uM (Booth and
Bachman, 2006). A estrutura do plasminogénio pode ser didaticamente dividida
em duas partes: a primeira € a regido amino-terminal, de cadeia pesada,
composta por cinco dominios Kringle (dominios autbnomos de proteina que se
dobram em grandes lacgos estabilizados por 3 ligac6es dissulfeto). A segunda é
a regido carboxi-terminal, de cadeia leve, na qual estd localizado o sitio
catalitico (inativo no plasminogénio e ativo na plasmina) formado por trés
aminoacidos: histidina 603, aspartato 646 e serina 741 (figura 3). Os
ativadores do plg apresentam alta seletividade de ligacdo e sdo capazes de
promover a hidrélise de uma Unica ponte peptidica levando a formacdo da
plasmina sem, contudo, desfazer a ponte dissulfeto adjacente. (Henkin,
Marcotte et al. 1991; Syrovets, Lunov et al. 2012).
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Figura 3 - Representacdo da estrutura do plasminogénio. O local da
clivagem para a conversdo do plasminogénio em plasmina esté indicado com a
seta e os aminoacidos do sitio catalitico estdo indicados - H603, D646 e S741.
Adaptado de Syrovets et al., 2012.

A plasmina é uma serina protease de amplo espectro, que degrada
componentes estruturais da matriz extracelular (como colageno e fibronectina)
de forma direta ou indireta (ativando metaloproteinases, como a colagenase e
estromelisina, por exemplo) e é a principal responsavel pela dissolugdo dos
coagulos de fibrina intra e extra-vasculares (Plow, Herren et al. 1995; Carmeliet
and Collen 1998). A degradacdo da matriz extracelular € importante na
migracdo e invasdo celular em processos tanto fisiologicos (angiogénese,
neurogénese e cicatrizacdo de feridas) quanto patoldgicos (inflamacao
excessiva e metastase) (Plow, Herren et al. 1995; Romer, Bugge et al. 1996;
Syrovets e Simmet 2004; Castellino and Ploplis 2005; Wygrecka, Marsh et al.
2009; Bae, Kim et al. 2012; Rosenwald, Koppe et al. 2012).

Os receptores de superficie celular a-enolase e anexina A2 sdo o0s receptores
de plasminogénio mais representativos. Outros exemplos séo a pll, histona
H2B, PIgR-kT e gangliosideos (Miles, Dahlberg et al. 1991; Hajjar 1995,
Redlitz, Fowler et al. 1995; Laumonnier, Syrovets et al. 2006; Wygrecka, Marsh
et al. 2009; Das, Pluskota et al. 2010, Plow; Doeuvre et al. 2012). Os
receptores citados séo proteinas de superficie celular com residuos de lisina C-
terminal expostos ou gerados apoés clivagem, ja que o sitio de ligacédo a lisina

associada ao dominio Kringle do plasminogénio reconhece preferencialmente

24



lisinas carboxi-terminais. Sitios de ligacdo (receptores) para os componentes
do sistema tém sido identificados em diversos tipos celulares (mondcitos,
linfocitos, granuldcitos, fibroblastos, células endoteliais, etc) e sugere uma
atividade do sistema nao relacionada a sua funcao fibrinolitica (Plow, Doeuvre
et al. 2012; Miles and Parmer 2013).

A atividade fibrinolitica do sistema Plg/Pla é finamente regulada pelos
inibidores dos ativadores de plasminogénio (PAI-1 e PAI-2) e pela a2-
antiplasmina. O PAI-1, principal inibidor da ativacdo de plasminogénio
associado a fibrindlise, € sintetizado por células endoteliais e hepatécitos. O
mecanismo de inibicdo ocorre pela ligagdo a tPA e uPA, dificultando a
conversdo do plasminogénio a plasmina (Sprengers e Kluft 1987; Margetic
2012). A o2-antiplasmina € uma glicoproteina produzida no figado e esta
presente no plasma em concentrac6es em torno de 1uM. Esta exerce sua
inibicdo quando se liga de forma irreversivel a plasmina formando complexos e
impedindo a acdo catalitica, e/ou quando se liga de forma reversivel ao
plasminogénio dificultando sua adsorcdo a fibrina (Christensen, Bangert et al.
1996; Caulfield e Lathem 2012). O mecanismo de acdo dos inibidores do

sistema plg/pla é demonstrado na figura 4.
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Figura 4 - Mecanismos de ativacdo e inativacdo do sistema
Plasminogénio/Plasmina. A reacdo 1 descreve o0 equilibrio entre o
plasminogénio livre e o ligado a superficie celular. A alta afinidade de ligacao
favorece a ocupacao da superficie celular pelo plasminogénio. Na reacédo 2 o
plasminogénio ligado a célula € ativado a plasmina pelos ativadores uPA e tPA
gue estdo ligados aos seus respectivos receptores de superficie celular (UPAR
e tPAR). A ativacdo é consideravelmente mais eficiente quando ocorre a
interacdo ativador-receptor. Na reacdo 3, a plasmina é exposta ao seu inibidor
primario a2-antiplasmina, que inativa a plasmina livre mais rapidamente que a
ligada. Na reacdo 4, PAI se liga a t-PA e uPA impedindo a conversédo de
plasminogénio a plasmina. Adaptado de Plow et al., 1995

O ativador de plasminogénio do tipo tissular (tPA) é liberado na circulacéo
principalmente por células endoteliais e é ativo apenas na presenca de fibrina,
sendo entdo associado a funcédo classica do sistema fibrinolitico. Apos se ligar
a fibrina formada pela cascata da coagulacdo, o tPA cliva o plg presente no
codgulo e gera pla localmente, que por sua vez degrada os coagulos de fibrina
em produtos sollveis, o que é essencial a hemostasia (Gross, Murray et al.
2013). O ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (uPA), foco deste
estudo, é produzido por células endoteliais, mondécitos e macrofagos. O gene
uPA, de 6,4 kb, localizado em 10g22.2, é constituido por 11 éxons e 10 introns
e sequéncias dentro da regidao flanqueadora 5' sdo indicativas de varios

mecanismos de controle transcricional (Crippa 2007). Apés a traducéao, uPA é
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secretado como um zimogénio de de 52kDa, com uma Unica cadeia de 411
aminoacidos (pro-uPA ou scuPA, do inglés single chain-uPA). Pro-uPA se liga a
um receptor ancorado a superficie, UPAR (receptor de uPA), e sofre uma
conversao catalitica mediada por plasmina ou outras proteases, se tornando a
enzima cataliticamente competente de duas cadeias (figura 5) (Andreasen,
Kjoller et al. 1997). A serina protease resultante é altamente especifica e além
da protedlise pericelular, catalisa a conversédo adicional do plg circulante em
pla, proporcionando um mecanismo para a amplificacdo do potencial
proteolitico pericelular e culminando na degradacdo de elementos da matriz,
ativacdo de proteases latentes e a inducéo de fatores de crescimento (TGF-p,
FGF, VEGF, etc) (revisto por Crippa, 2007). A figura 5 ilustra a participacao de
uPA no sistema plg/pla.
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Figura 5 - Protedlise pericelular. O uPAR é um receptor ancorado a GPI
(glicosilfosfatidilinositol) que se liga a pro-PA inativa bem como a uPA. Pro-
uPA é convertido para o uPA de duas cadeias ligadas por dissulfueto pela acao
de serina proteases, incluindo plasmina. Por sua vez, uPA converte o
plasminogénio circulante na proteinase ativa plasmina, estimulando ainda mais
a protedlise pericelular. Embora uPA exiba um grau elevado de especificidade
para seu substrato, o plasminogénio € abundante e a plasmina € uma
proteinase de largo espectro. Assim, através da secrecao de uPA, uma célula
pode ativar um grande potencial proteolitico para modificar substratos
extracelulares. Adaptado de Shi e Stack, 2007.

O receptor de uPA (UPAR, também conhecido como CD87) foi identificado em
1985 e seu cDNA sequenciado em 1990 (Belin, Vassalli et al. 1985; Roldan,
Cubellis et al. 1990). O sequenciamento do cDNA mostrou a auséncia de uma
sequéncia transmembranar. Assim, o UPAR é ancorado a membrana celular
por uma cauda de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que esta ligada ao C-terminal,
apos a remocédo de uma sequéncia sinal. A ancora de GPI confere mobilidade
a UPAR ao longo da membrana celular e permite que o receptor se associe a
microdominios especializados na membrana plasmatica (Ploug, Behrendt et al.
1991). O uPAR possui outros ligantes além de uPA, como o fator Xll da
coagulacao (FXIl), cininogénio de alto peso molecular (HKa), vitronectina e o

inibidor dos ativadores de plasminogénio 1 (PAI-1) (Ragno 2006; Kjaergaard,
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Hansen et al. 2008). Além do seu papel na formacgéo de plasmina, uPA também
induz respostas celulares por meio da ligacdo ao seu receptor uPAR. O
fragmento amino-terminal de uPA interage com uPAR para ativar co-
receptores, incluindo o receptor de formil peptidio-2 (FPR2), EGFR e integrinas,
regulando a migracgéo, quimiotaxia e a producao de citocinas (Wei, Eble et al.
2001; de Paulis, Montuori et al. 2004; Bakken, Protack et al. 2009). A ligacéo
de integrinas e proteinas de matriz extracelular (ECM), como fibulina 5 e
vitronectina, modula a sinalizagdo mediada por uPA/uPAR. De forma
independente de uPAR, o dominio kringle de uPA interage com o a.f1-integrina
para induzir a sinalizacdo intracelular e a migracdo de células (Schuliga,
2015).

Os receptores de formil peptideo (FPR, do inglés: Formil Peptide Receptor)
pertencem a uma classe de receptores acoplados a proteina G e séo
envolvidos na quimiotaxia de leucécitos (Migeotte, Communi et al. 2006).Trés
FPRs foram identificados e clonados: FPR1, FPRL1 (do inglés formyl peptide
receptor-like 1, também conhecido como FPR2) e FPR3. A ativagdo FPRs pelo
seus ligantes induz a migracdo de células (Li and Ye 2013). uPA pode clivar
uPAR, formando partes soluveis que se desprendem da membrana celular. O
receptor soluvel de uPA (suPAR) pode se ligar a FPR1, FPRL1/FPR2 e FPRS3,
atuando como um potente quimioatraente para células que expressam estes
receptores (Resnati, Guttinger et al. 1996; Montuori and Ragno 2009). A
proteina associada a uPAR (UPARAP, do inglés uPAR-associated protein,
também conhecida como Endo180) é um membro da familia de proteinas de
receptor de manose em macrofagos, e foi demonstrado como ligante de uPAR.
A eliminacdo sistematica de uPARAP/Endol180 destacou uma funcdo-chave
para esta proteina na endocitose de colageno anterior a degradacao
lisossdbmica (Behrendt, Jensen et al. 2000; Engelholm, List et al. 2003). A
figura 6 demonstra uUPAR em diferentes associa¢coes na membrana plasmatica

e os efeitos relacionados.

29



sinalizagao por integrina laténcia
quimiotaxia expressao de proteinases controle de
motilidade/invasao crescimento

! ! ! !

turnover de
colageno

af B

IIOOOOOOOOOOD I'Il YA Y 00‘00'5"'}! U000 ! OOIOOC IALI I 0)) I.ll.l.l

X s n LRy AR s, ¢ AL ‘l) Yy

Ihl{lliifl/ I F LA F3 715 #45 $H095F74 1945, ¥445%

(XA T I " X I TIRT I I
OO0 NSO O L B R O et ’ SO0 G GO u'a'-'t U0 0'.'0'. o’a S0 000l

\s‘

Illl L

[a] FPRL1/LXA4R  (b) integrinas  (c) integrinas/EGFR [d] uPARAP/
Endo180

Figura 6 - Ligantes transmembranares de uPAR. (a) modificacédo
proteolitica de uPAR, resultante da clivagem do receptor catalisada por uPA
expde um pentapeptideo quimiotactico (SUPAR) que interage com o receptor de
fMLP (FPR1) e funciona como um agonista quimiotético. (b) uPAR funciona
como um ‘ligante lateral’ de integrinas, com ligagcado em sitios diferentes do local
de interagdo com a matriz. Tal ligagdo modula a sinalizacdo de MEK/ERK
dependente de integrina para regular a expressao de proteinases, motilidade e
invasdo. (c) Os complexos de uPAR-integrina podem também estar envolvidos
na ativacdo dependentes e independentes do ligante de EGFR, modulando
laténcia tumoral e proliferacdo. (d) A ligacdo do colageno clivado por
colagenase a UPARAP/Endol80 participa na endocitose e clearance de
colageno. Adaptado de Shi e Stack, 2007.
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3.3 Interacdes entre uPA/UPAR e inflamacéao

Quando o leucocito migra, em resposta a algum estimulo, diversos eventos
ocorrem: o0 leucécito € recrutado para o local da lesdo (quimiotaxia) e seu
metabolismo € alterado (ativacdo). Posteriormente, o leucdcito se liga a
superficie endotelial (marginalizacdo), esgueira-se através do endotélio
(diapedese), reconhece o estimulo inflamatério e liga-se a ele
(reconhecimento/ligacdo) (revisto por Medzhitov 2010). O sistema
plasminogénio/plasmina desempenha um papel importante em muitas destas

etapas (revisto por Schuliga 2015).

A expressdo de genes que codificam fibrinogénio, PAI-1, tPA, uPA e uPAR é
regulada por moléculas induzidas durante a resposta inflamatoria local ou
durante a resposta de fase aguda sistémica. Moléculas pré-inflamatérias, como
IFN, TNF-a, IL-la, IL-13 e IL-6 possuem diversos efeitos sobre os
componentes do sistema plg/pla e promovem um aumento da atividade
fibrinolitica nas células em que atuam. Por exemplo, o TNF-a e IL-1B séo
capazes de aumentar a expressado e secrecdo de uPA em células da polpa
dentaria humana (Kamio, Hashizume et al. 2007; Narita, Muromachi et al.
2012) e a IL-1a induz a expressdo de tPA em queratindcitos murinos (Lian,
Yang et al. 2008). Essas moléculas sdo produzidas no sitio inflamatério em
resposta a estimulos como lesdo tecidual, formacdo de trombos nos vasos,
deposicdo excessiva de fibrina no pulméo, etc., visando restabelecer a
fisiologia do tecido lesado (Hasegawa, Sorensen et al. 1997; Jenkins, Seiffert et
al. 1997; Kasza e Koj 2002; Wang, Zhao et al. 2013). A regulacdo do
plasminogénio por citocinas pro-inflamatdrias sugere uma intercomunicacao do
sistema plg/pla e a inflamag&o em processos celulares como migracéo, reparo
tissular, remodelagem tecidual e fibrindlise, objetivando o equilibrio para
manutencdo da homeostase tecidual (Niedbala e Stein 1991; Twining, Wilson
et al. 1999; Bannach, Gutierrez et al. 2002; Kasza e Koj 2002).

Além de receptor de uPA, uPAR pode funcionar como um receptor de outros
ligantes, um ligante e também como molécula de sinalizagdo. A compreenséo
do seu envolvimento nos processos inflamatorios requer uma visdo de uPAR

em todas as suas potencialidades. Ao migrar, 0s leucoécitos se comportam
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como células cancerosas nos processos de extravasamento e invasao de
tecidos. Ambos os processos sao regulados pela interacdo de uPAR com
outras moléculas especificas de leucécitos, que modulam funcdes invasivas e
adesivas. A quimiotaxia responsavel pelo recrutamento leucocitario depende de
um funcionamento adequado do sistema uPA/uPAR/integrina B2 que
proporciona interacbes de adesdo/degradacdo entre leucocitos, células
endoteliais e a matriz extracelular (revisto por Del Rosso, Margheri et al. 2011).
De acordo, Gorrassi e colaboradores propdem que uPAR controla a migracao
de células através do recrutamento de FPRs e integrinas 1, promovendo
assim a sua co-localizacdo na superficie celular e a ativacdo de vias de

sinalizacdo pro-migratérias (Gorrasi, Li Santi et al. 2014).

A producéo de fatores quimiotaticos pode ser estimulada por componentes do
sistema plg/pla. Foi demonstrado que uPA exbégeno exerce atividade
quimiotatica, independentemente de sua atividade catalitica em células
endoteliais humanas (Fibbi, Ziche et al. 1988). A atividade quimiotatica de uPA
foi descrita em varios tipos celulares, incluindo leucécitos, e é alvo de
investigagdo em estudos sobre céncer (Mignatti e Rifkin 2000; Del Rosso,
Cinelli et al. 2005).

A producédo de uPA é aumentada em doencas inflamatdrias e € particularmente
bem descrita nas inflamacgdes articulares (Del Rosso, Fibbi et al. 1999; Del
Rosso, Cinelli et al. 2005; Galliera, Drago et al. 2015). Diferentes citocinas
presentes no fluido sinovial de articulagdes afetadas pela artrite reumatoide,
como os fatores estimuladores de colbnia (CSF, do inglés colony-stimulating
factors) M-CSF, G-CSF, GM-CSF e IL-3 estimulam a sintese de uPA por
mondcitos e macréfagos. Sob determinados estimulos (como LPS bacteriano)
0s monaocitos produzem GM-CSF e GCSF, iniciando um ciclo autocrino que
conduz a producdo aumentada de uPA. Os mesmos estimulos também
induzem a secrecdo de IL-1 e TNF-a pelos mondcitos que, por sua vez,
induzem a producéo de uPA, GM-CSF e G-CSF por sinoviocitos e condrocitos.
As células residentes e inflamatérias produzem ao mesmo tempo citocinas e
ativadores do plasminogénio em uma cascata de amplificacdo que resulta no

aumento da atividade de uPA nas articulagbes inflamadas (Leizer, Cebon et al.
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1990; Hart, Vitti et al. 1991; Del Rosso, Fibbi et al. 1999; Busso e Hamilton
2002).

O uPA produzido localmente nos tecidos inflamados pode exercer atividade
guimiotatica sobre os leucocitos circulantes, do mesmo modo que outras
guimiocinas, e € considerado um potente fator quimioatrativo para basdfilos,
agindo através da exposi¢do do epitopo quimiotatico de uPAR (UPAR84-95),
um ligante endégeno de FPR1, FPR2 e FPR3 (de Paulis, Montuori et al. 2004).
Diversos estudos evidenciaram o papel do sistema uPA/UPAR na migracao de
células in vivo e in vitro. A migracdo de leucdcitos para o sitio da lesdo é
diminuida em camundongos uPA’ e uPAR”, dificultando a defesa do
hospedeiro e resultando na propagacédo de bactérias que podem causar a
morte dos animais no modelo de pneumonia bacteriana (Gyetko, Chen et al.
1996; Gyetko, Sud et al. 2000). A quimiotaxia de células inflamatorias
estimulada por uPA in vitro e in vivo requer a ligacdo ao UPAR e a presenca de
um adaptador transmembranar capaz de transduzir o estimulo quimiotatico. As
metaloproteases de matriz, enzimas lisossomais e outras enzimas produzidas
nos sitios inflamataorios clivam o uPAR, resultando na producdo de fragmentos
quimiotéticos que interagem com FPRL1/FPR2. Os fragmentos de uPAR
podem se difundir a partir do sitio inflamatério e estimular o recrutamento
leucocitario para o local (Resnati, Guttinger et al. 1996; Sillaber, Baghestanian
et al. 1997; Rijneveld, Levi et al. 2002). A presenca de células que expressam
uPAR € fundamental para que o processo inflamat6rio ocorra. Diversos estudos
demonstram que o0 eixo eixo uPA-uPAR esta envolvido na migracdo de
neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos/macréfagos, células endoteliais, fibroblastos,
mastdcitos/basofilos, linfécitos T, linfécitos B e células NK depende do. A
origem de uPA quimiotatico em tecidos inflamados (as principais células
inflamatorias e o sistema de ativacdo por contato que envolve a calicreina,
FXla/FXlla/plasmina) demonstra a estreita relacdo entre o sistema plg/pla,
inflamacgé&o e coagulacéo (revisto por Del Rosso et al. 2011). A Figura 7 ilustra

0s eventos envolvidos na migracéo leucocitaria induzida por uPA.
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Figura 7 - uPAR e ativacdo de quimiotaxia no processo inflamatério. As
principais substancias endogenas que exercem estimulo quimiotatico nos
leucdcitos sdo produzidas nos locais de inflamagéo. As citocinas quimiotaticas
e quimiocinas sdo produzidas por células inflamatérias e pelo sistema de
ativacdo por contato dentro do microambiente inflamatério. As citocinas
induzem a producdo de uPA por células residentes (células sinoviais nas
articulacbes, por exemplo) e por células do sistema imune inato. A atividade
quimiotatica de uPA e/ou do seu fragmento amino-terminal (ATF), nao
contendo o sitio catalitico, estimulam a quimiotaxia e recrutamento de
leucocitos que expressam UuPAR. Nos sitios inflamatérios ha producéo de
diversas proteases, incluindo uPA, que juntamente com outras proteases
(como metaloproteases e catepsinas) clivam o uPAR, expondo seu epitopo
quimiotatico. O uPAR clivado e soltuvel (suPAR) difunde-se a partir do local de
producéo e liga ao FPR de leucdcitos, induzindo assim sua migracdo para 0s
locais de inflamacgé&o. Adaptado de Del Rosso et al., 2011.

Diversos estudos tém investigado a participacdo do sistema plg/pla na
polarizacéo e funcdo macrofagica. Por exemplo, foi demonstrado que plasmina
induz um fendtipo M2 em macréfagos cardiacos, o que foi associado com um
estado fibrético no 6rgdo inflitrado (Carlson, Helterline et al. 2016). uPA
também induziu um fendtipo M2/fibrético apés a migracdo de macrofagos para
o coracdo (Meznarich, Malchodi et al. 2013). Em um modelo de distrofia
muscular, a polarizacdo de macréfagos do fenétipo M1 para o M2 foi associada
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a um aumento na expressao de uPA (Capote, Kramerova et al. 2016). De
acordo, UPAR regula a producdo de citocinas e controla a polarizacdo em
macrofagos intestinais, considerando que a deficiéncia em uPAR leva ao
aumento do fendtipo inflamatério M1 (Genua, D'Alessio et al. 2015). Por outro
lado, em um modelo de acidente vascular cerebral, o tPA induziu recrutamento
e polarizacdo M1 em células da microglia (Won, Lee et al. 2015). Além disso,
num modelo de lesdo renal, tPA preveniu a apoptose de macrofagos M1 e
promoveu sua sobrevivéncia, ndo tendo o mesmo efeito em macrofagos M2
(Lin, Jin et al. 2015). Os achados divergentes sobre os efeitos de uPA e tPA na
polarizacdo macrofagica podem ser devido as condicdes experimentais em
cada estudo, ou mesmo mecanismos acionados por diferentes receptores.
Dessa forma, outros estudos sdo necessarios para compreender a acao dual
dos ativadores do Plg na polarizacdo de macréfagos.

Além da fenotipagem das células tratadas, estudos investigaram os efeitos do
sistema plg/pla na funcdo fagocitica de macréfagos. O Plg aumentou a
captacdo de neutrofilos apoptoticos por macrofagos derivados de mondcitos
humanos in vitro (Rosenwald, Koppe et al. 2012). Além disso, a geracado de
plasmina aumentou a capacidade das células dendriticas fagocitarem
microparticulas in vivo (Borg, Samson et al. 2015). De modo semelhante, Plg
aumentou a fagocitose de timdécitos apoptoticos e esferas opsonizadas por
imunoglobulinas em uma linhagem celular semelhante a macréfagos (J774A.1)
por meio de inducédo de ativacdo génica (Das, Ganapathy et al. 2014). Em um
modelo de inflamacéao intestinal, a deficiéncia em uPAR diminuiu a capacidade
fagocitica dos macréfagos (Genua, D'Alessio et al. 2015). De modo contrario,
macréfagos de camundongos UPAR” demonstraram maior capacidade de
eferocitar neutrofilos in vitro e in vivo nos pulmdes quando comparados com

camundongos selvagem (Park, Liu et al. 2009).
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3.4 A Via de Sinalizacdo das MAPKs

A cinase regulada por sinais extracelulares ERK1/2 e as proteinas p38 e JNK
sdo proteinas ativadas por mitdgenos (MAPKs), uma familia de proteinas
sinalizadoras envolvidas na diferenciagdo celular, resposta ao estresse,
apoptose e inflamacéo (revisto por Junttila, Li et al. 2008; revisto por Arthur e
Ley 2013).

No processo de sinalizacdo celular, a cascata de sinalizacdo inicia com a
interacdo entre os ligantes/agonistas e receptores especificos. Esses séo
ativados por fosforilagdo, promovendo a ativagéo de cinases citosolicas, como a
ERK1/2. A P-ERK1/2 fosforila diversas proteinas alvo, incluindo enzimas,
proteinas estruturais, reguladores de apoptose e fatores de transcricdo. A ERK é
ativada por duas diferentes MAPK 3-cinases (MAPKKK), membros da familia
Raf (Raf-1, B-Raf, e A-Raf) ou l6cus de progressao tumoral-2 (TPL-2), também
conhecido como COT e MAP3K8. A Raf e a TPL-2 podem fosforilar e ativar as
MAPK 2-cinases (MAPKK), MEK1 e MEKZ2, cujos Unicos substratos conhecidos
sdo a ERK1 e ERK2. A ativacdo de ERK, subsequente a ligacdo do receptor de
fator de crescimento de tirosina-cinase, e dos receptores de quimiocinas é
mediada pela Raf. A ligagdo de um agonista promove o carregamento de
guanosina trifosfato (GTP) para GTPases Ras que, em seguida, recrutam a
MAP 3-cinase Raf para a membrana plasmatica, onde € ativada por fosforilacao,
com subsequente ativacdo de MEK1/2 e ERK1/2. Em seguida, estas proteinas
transdutoras de sinal podem fosforilar fatores de transcricdo que se translocam
para o nudcleo, se ligam ao DNA/sequéncias de ligagdo e promovem a
transcricdo de genes alvo pela RNA polimerase II. O fator de transcricdo NF-kB
€ um dos fatores transcricionais ativados por ERK1/2 e esta relacionado a
respostas celulares resultantes de estimulos como estresse, citocinas, radicais
livres, radiacdo ultravioleta, LDL oxidada, e antigenos bacterianos ou virais. Ao
alterar os niveis e atividades de fatores de transcricdo, as MAPK regulam a
transcricdo de genes importantes para o ciclo celular, como mostra a Figura 8.

(revisto por Junttila, Li et al., 2008; revisto por Arthur e Ley, 2013).
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Figura 8 - Cascata de sinalizacdo da via MAPK/ERK. A cascata € ativada

por varios receptores celulares envolvidos no crescimento e diferenciacéo
celular, incluindo receptores de tirosina cinases (RTKs), integrinas e canais
de ions. Os componentes especificos da cascata variam muito de acordo
com os estimulos, mas a arquitetura da via normalmente inclui um conjunto
de moléculas adaptadoras (por exemplo, SHC, familia de proteinas que
funcionam como ‘andaimes’ moleculares em varias vias de sinalizag¢ao, Grb2,
receptor de fator de crescimento ligado a proteina-2 e Crk, também
conhecida como p38) ligando o receptor a um fator de troca do nucleotideo
guanina (SOS, do inglés son of sevenless; C3G, do inglés Crk SH3-domain-
binding guanine-nucleotide-releasing factor; etc.) e transduzindo o sinal para
pequenas proteinas de ligacdo a guanosina trifosfato (GTP) (como Ras,
familia de proteinas pertencente a classe de pequenas GTPases; Rapl —
proteina relacionada a RAS-1), que por sua vez ativam a unidade do nucleo
da cascata constituida por uma MAPKKK (RAF, enzima codificada pelo gene
RAF1 também conhecida como proto-oncogene de serina/treonina-proteina-
quinase), uma MAPKK (MEK1/2) e MAPK (Erk). Um dimero de Erk ativado
pode regular alvos no citosol e também translocar para o nudcleo onde
fosforila diversos fatores de transcricdo que regulam a expressao génica.
Adaptado de Cell Signaling Techonology.
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A via das MAPKs é ativada por diversos elementos do sistema plg/pla e
contribui para o aumento da protedlise extracelular (D'Alessio e Blasi 2009).
Substéancias pro-inflamatoérias, como LPS e TNF-a ativam a via ERK 1/2 e
aumentam a producédo de elementos do sistema, como uPA e metaloproteinases
(Niedbala e Stein 1991; Cheng, Chen et al. 2009). Por outro lado, substancias
anti-inflamatérias, como os glicocorticoides, inibem elementos do sistema plg/pla
e a protedlise (Pollanen 1989; Chu, Yang et al. 2008; Kwon, Cho et al. 2011). O
plasminogénio e a plasmina ativam a via da MAPK ERK1/2 e estimulam a
expressédo de c-fos e egr-1, dois fatores de transcricdo envolvidos na inducao de
genes que codificam proteinas pro-inflamatérias. A ativacdo da via por
plasminogénio leva a expressdo de um dos seus receptores, a-enolase (a-ENO)
(De Sousa, Brasil et al. 2005a; Sousa, Brasil et al. 2005b; Sousa, Silva et al.
2005; Junttila, Li et al. 2008).

A ligagéo entre uPA e uPAR pode desencadear a ativagao de diversas vias de
sinalizacao intracelulares incluindo as cascatas da PI3-cinase/AKT, p38MAPK e
ERK1/2 (revisto por Smith e Marshall 2010). O bloqueio da interacdo uPA-uPAR
em células epiteliais bronquiais humanas alterou a sinalizacdo de ERK1/2, Akt e
p38, atenuando assim a reparacdo em um modelo experimental de ferida
(Stewart, Nijmeh et al. 2012). A producdo de metaloproteinase de matriz 9
(MMP9) é induzida por uPA em mondcitos THP-1 e é completamente inibida
pelo inibidor de ERK1/2 PD98059. O inibidor de p38, SB202190, ndo aboliu a
expressdo de MMP9 induzida por uPA, demonstrando uma participacao
especifica da via ERK 1/2 (Menshikov, Torosyan et al. 2006). O uPAR e as
proteinas de choque térmico HSP70 e MRJ foram relacionados com crescimento
tumoral e metastase, devido a um aumento da fosforilagdo de ERK 1/2 e FAK
(Lin, Peng et al. 2014).
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3.5 As proteinas de adeséao focal FAK e paxilina

A migracdo celular desempenha um papel essencial em  processos
inflamatorios. Constitui um processo finamente regulado e dinamico que
envolve varias alteragbes na célula em migracdo, como formacdo de
protrusdes, montagem e turnover de adesdes focais, geracdo de forcas
tracionais e cauda de retracdo e descolamento (Erickson 1990; Stoker e
Gherardi 1991). Os receptores de adesédo celular da familia das integrinas sao
receptores de matriz extracelular e participam de todas as etapas descritas. O
dominio citoplasmatico das integrinas € pequeno e sua regulacdo da migracao
celular se dad por meio de ligagbes a varias moléculas localizadas no
citoesqueleto e proteinas de adesao focal (Hynes 2002; Ridley, Schwartz et al.
2003).

Adesbes focais s&o estruturas subcelulares que medeiam os efeitos
reguladores (como os eventos de sinalizacdo) de uma célula em resposta a
matriz extracelular. Além disso, sdo estruturas altamente dinamicas que
crescem ou encolhem devido aos desdobramentos (turnover) das suas
proteinas componentes (Chen, Alonso et al. 2003). A cinase de adeséao focal
(FAK) é uma tirosina cinase sendo uma das primeiras proteinas de adeséo
focal a serem identificadas e relacionadas com a migracdo celular. A FAK foi
precocemente relacionada ao crescimento independente de ancoragem de
células cancerosas e, desde entdo, foi estabelecido o seu papel como
mediador central na sinalizagcdo por integrinas e outros componentes das vias
de sinalizacdo de outros receptores de superficie (revisto por Zhao e Guan
2011). Camundongos deficientes em FAK apresentam mobilidade celular
diminuida e o numero de contatos de adesédo focal aumentado, prolongando
sua interagdo com as proteinas da ECM e menos turnover. Uma interacdo mais
prolongada com a ECM leva a uma menor migracao celular. Tais observacdes
indicam que a FAK pode contribuir para o turnover de contatos de adeséao focal

durante a migracao celular (llic, Furuta et al. 1995).

Vérias vias sinalizadoras subsequentes a FAK tém sido implicadas na
mediagcdo da migracdo celular. Uma via particularmente bem caracterizada

acontece por meio da associacdo e fosforilagcdo de p130Cas pelo complexo
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FAK/Src. A tirosina fosforilada p130Cas se associa as varias proteinas
contendo SH2, incluindo Crk. A formagdo do complexo Cas/Crk
desempenha um papel fundamental para regular o dobramento de membrana
e migracao celular. A paxilina € uma proteina ‘andaime’ adaptadora e um
componente de complexos de adeséo focais, mediando sua montagem e
turnover e regulando assim a motilidade celular (Mitra, Hanson et al. 2005).
Sao dispersos por toda a estrutura da paxilina locais de fosforilacdo de serina,
tirosina e treonina, sendo também um substrato importante do complexo
cinase FAK/Src e sua fosforilacdo em residuos de tirosina Y31 e Y118 pode
funcionar para recrutar Crk de um modo semelhante a Cas (revisto por Zhao e
Guan 2011). As adesOes nascentes podem maturar e se tornar complexos
focais, que estdo localizados principalmente na base do lamelipddio.
Complexos focais sdo associados a F-actina e facilitam o efeito da propulsdo
do lamelipodio. Alguns complexos focais entdo evoluem para a maior forma de
contato focal, a adesao focal. AdesGes focais se associam aos feixes terminais
de F-actina ou fibras de stress, que fornecem forca contrétil as células (Shan,
Yu et al. 2009). Hu e colaboradores demonstraram por meio de microscopia
confocal que enquanto ambos FAK e paxilina desempenham um papel
importante na modulacdo dinamica das adesdes focais, a montagem FAK na
adesdao focal leva ao acumulo de paxilina na frente de migracéo celular (Hu,
Lu et al. 2014). Experimentos in vitro utilizando células corneais humanas em
modelo de cicatrizagdo de ferida demonstraram que ERK induziu migragéao
celular modulando a fosforilagdo de FAK e paxilina e levando a dinamica de
adesoOes focais. Experimentos de imunoprecipitacdo demonstraram uma co-
localizacéo entre as trés proteinas e o autor sugere que o eixo ERK/FAK/pax
pode tmbém ser importante na migracéo de células corneais in vivo (Teranishi,
Kimura et al. 2009). A figura 9 representa a sinalizagcdo mediada por FAK na
migracao celular e formacdo de adesdes focais, descrevendo a participacéo
da MAPK ERK2. A figura 10 mostra uma representacéo simplificada do papel
de uPAR na migracao celular e angiogénese e ilustra a participacdo de ERK
1/2 e FAK.
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Figura 9 - Sinais da adeséao focal (FAK)-Src que regulam motilidade celular
e localizacdo de adesdes focais. O agrupamento de integrinas (ou outros
sinais, como a cascata das MAPKKK) promove a fosforilacdo de FAK em
Tyr397, o que cria um local de ligacdo para a o dominio SH2 de Src. A
fosforilacdo de FAK em Tyr576 e Tyr577 promove a atividade catalitica maxima
de FAK. FAK-Src ativos facilitam a ligacdo de p1l30Cas a FAK mediada por
SH3 e a sua fosforilacdo subsequente. A ligacdo de Crk a p130Cas fosforilada
facilita a ativacao Rac, a formacéao lamellipodia e migracdo celular. A ligacéo de
paxilina ao dominio de adesédo ao alvo focal € importante para a localizacdo de
FAK no contato focal. A fosforilagdo de FAK em Tyr925 mediada por Src cria
um local de ligacdo de SH2 para a proteina adaptadora GRB2 (do inglés
growth-factor-receptor-bound protein 2), o que leva a ativacdo de Ras e da
cascata de sinalizacdo ERK-2. Os locais de ligagdo para GRB2 e paxilina se
sobrepfe na adesao focal e FAK fosforilada em Tyr925 pode ser seletivamente
liberada a partir dos contatos focais. A ativacdo de ERK2 promove a
fosforilacdo da FAK na Ser910, que também esta associada com a diminuicao
da ligagdo de paxilina a FAK. Dentro de contatos focais, a fosforilagédo de
paxilina em Tyrl18 mediada por FAK-Src promove a ligagdo de ERK2. A
fosforilacdo de paxilina mediada por ERK-2 pode facilitar sua ligacdo a FAK e
aumentar a ativacao de FAK. Assim, pode haver um ciclo em que a fosforilacao
de FAK mediada por Src- e ERK2 promove a sua liberagdo de contatos focais e
fosforilacdo de paxilina mediada por ERK2 promove a associacdo de FAK néo-
fosforilada com paxilina em novos locais de contato focal. Adaptado de Mitra et
al., 2005.
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Figura 10 - Representacdo esquematica simplificada do papel de uPAR na
migracdo celular e angiogénese. A interacdo entre uPAR/Pro-uPA leva a
geracdo de uPA ativa na superficie da célula. Este complexo liga-se a
vitronectina na matriz extracelular, permitindo a interacdo com a/f integrinas,
componentes transmembranares. Além disso, induz uma cascata de eventos
gue resultam na ativacao por fosforilagdo da cinase de adeséao focal (FAK) e
paxilina. Por meio do recrutamento de outras moléculas adaptadoras, como Src
e o complexo p1l30Cas-CRK (ndo mostrado), Rac é ativado. Uma vez ativado,
esse induz a formacédo de um conjunto de filamentos de actina, formando
protusdes na membrana e levando a motilidade celular. A formagéo de
complexos de adeséao focal permite que a adesao celular e migracado ocorram.
O complexo uPA/UPAR também gera a plasmina que degrada a matriz
extracelular (ECM) e, em condicdes favoraveis, leva a migracao e proliferacédo
celular. A ligacdo entre uPA/UPAR e as integrinas transmembranares o/f3
também ativa a via das MAPKs MEK e ERK1/2, assim como a via de
sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)/Akt. Deste modo, varios eventos
de sinalizacdo dependentes de uPAR regulam a adesao celular, proliferacdo e
migracao, todos processos associados a angiogénese. Adaptado de Balsara et
al., 2011.

42



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o papel do ativador de plasminogénio do tipo uroquinase (UPA) na

migracgdo de células inflamatorias.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade do uPA de induzir migracdo celular in vitro em culturas
de fibroblastos embrionarios (MEF) e macrofagos murinos (RAW 264.7).

e Investigar o envolvimento da via MEK/ERK na migracéo celular in vitro de
MEF e RAW 264.7 induzida por uPA.

e Investigar o envolvimento das proteinas de adeséao focal FAK e paxilina na
migracéo in vitro de RAW 264.7 induzida por uPA e a participacdo da via
MEK/ERK no processo.

e Determinar os niveis da quimiocina CCL2 em sobrenadante de cultura de
células RAW 264.7 tratadas com uPA.

e Investigar o envolvimento do receptor CCR2 na migracdo de RAW 264.7 in
vitro induzida por uPA.

e Avaliar a habilidade do uPA de induzir migracdo/recrutamento de leucdcitos
in vivo.

e Avaliar a importancia do receptor CCR2 na migracdo induzida por uPA in
Vivo.

e Caracterizar o perfil das células recrutadas por uPA in vivo.

e Caracterizar o perfil fenotipico dos macréfagos (M1, M2 e/ou Mresolutivo)
recrutados apoés injecao intrapleural de uPA.
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5. ARTIGO CIENTIFICO DERIVADO DO PROJETO DE MESTRADO

Segundo a resolucdo 01/2014, referente a alteracdo na formatacdo da
dissertacdo/tese no Programa de POs Graduacdo em Analises Clinicas e
Toxicologicas, a dissertacdo de mestrado pode ser entregue em uma versao

alternativa, acompanhada de manuscrito a ser submetido a revista indexada.

O artigo apresentado a seguir serd submetido para publicacdo na revista
Journal of Immunology e é intitulado “Urokinase- type plasminogen activator
induces monocyte migration mediated by MEK/ERK, CCL2/CCR2 and

associated with the focal adhesion proteins FAK and paxillin”.

Aqui as figuras e respectivas legendas sdo apresentadas logo apos serem

mencionadas na sessao de resultados, de modo a facilitar a leitura do texto.

As normas para formatacdo e submissdo do manuscrito estdo disponiveis em

http://www.jimmunol.org/site/misc/authorinstructions.xhtml e estdao detalhadas

nas sessao de anexos.
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ABSTRACT

Plasminogen (plg) is a zymogen that is cleaved to plasmin (pla) by the tissue-type (tPA)
or urokinase-type (UPA) activator. The classical function of the plg/pla system is the
dissolution of fibrin clots, but it has also been shown to be important in other biological
activities, such as cell recruitment and inflammation. This study investigated the uPA
ability to induce cell migration in vitro, using fibroblasts (MEFs) and macrophages
(RAW 264.7) cell lines, and in vivo by injecting uPA in the pleural cavity of mice. It
also evaluated the role of the mitogen-activated protein kinase ERK1/2, the focal
adhesion proteins FAK and Paxillin (Pax), the chemokine CCL2 and its receptor CCR2
in the process, as well as the profile of recruited cells. MEFs and RAW monolayers
were scratched and then treated with uPA (1pg/ml) for different times or pre-treated
with U0126 (a MEK1/2 inhibitor) or RS504393 (a CCR2 antagonist). Cells were
processed to count the migration to the scratch region, to analyze the phosphorylation of
ERK1/2, FAK and Pax by Western Blot and to measure CCL2 levels by ELISA.

BALB/C mice received an intrapleural injection of uPA (1pg) and the cells present in
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the cavity were harvested at different time points and processed for total and differential
count. The uPA treatment induced MEF and RAW migration dependent on MEK/ERK,
CCL2/CCR2 and associated with the phosphorylation of focal adhesion kinases FAK
and Pax. The intrapleural injection of uPA induced a time-dependent influx of
mononuclear cells into the mice pleural cavity associated with increased
phosphorylation of ERK1/2, IkB-a and FAK and raised CCL2 levels. Importantly, the
inhibition of CCR2 abrogated uPA-induced leukocyte influx. Further investigation of
the recruited leukocytes by using flow cytometry showed a predominance of
macrophages from M2 profile. In conclusion, uPA induces migration of macrophages in

vitro and in vivo e those are from M2 profile.

Key words: plasminogen/plasmin system, cell migration, macrophages, MEK/ERK,
CCL2/CCR2
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INTRODUCTION

The fibrinolytic activity of the plasminogen system is essential for homeostasis. The
tissue (tPA) or urokinase type (UPA) plasminogen activators cleave the zimogen
plasminogen (plg) into plasmin (pla), an extracellular protease. The primary function of
the Plg/Pla system is the dissolution of fibrin clots and extracellular matrix degradation,
this latter event is related to cell migration (1, 2). However, the identification of
receptors for components of the system in several cell types (3) suggests other functions
that are not dependent on its fibrinolytic activity (4). The uPA receptor (UPAR), for
example, is more expressed during leukocyte differentiation and activation (5, 6).
Accordingly, uPAR expression can be induced in fibroblasts and monocytic cell lines
by growth factors and cytokines (7) (8), suggesting a participation of this receptor in

immunity and inflammation.

The migration of leukocytes requires the production of chemoattractants, such as
chemokines and lipid mediators. During migration, the leukocytes adhere to molecules
exposed on the endothelial surface, roll in the endothelium and then migrate to the
inflammatory site (9, 10). uPAR knockout mice showed impaired leukocyte migration
in different inflammatory models, such as bacterial pneumonia (11, 12) and cerebral
ischemia (13). The participation of uPA in cell migration, particularly in tumor cells, is

well described (14), but the underlying mechanism remain to be fully understood.

The MEK/ERK (where ERK is extracellular-signal-regulated kinase and MEK is
mitogen-activated protein kinase/ERK kinase) pathway is a signaling cascade involved
in cell differentiation, stress response, apoptosis and inflammation (15, 16). The binding
of UPA to UPAR can trigger the activation of several intracellular signaling pathways
cascades including the MEK/ERK pathway (17). The activation of ERK by uPA has
been shown to be important in wound repair (18), metalloproteinase production (19),
tumor growth and metastasis (20). One of the downstream targets of ERK 1/2 is the
focal adhesion kinase (FAK), which activates paxillin and control cell migration (21).
UPAR-integrin binding has been shown to initiate or potentiate integrin signaling
through FAK or Src kinases, downstream to activate MEK/ERK pathway (22, 23). The
inhibition of FAK and Src blocks fibronectin fibrillogenesis, proliferation and the cell
migration induced by uPAR-B1 integrin signaling, suggesting an important role of these

proteins in the effects of uPA stimulation (22-25).
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Inflammation is fundamental in physiological and pathological processes and is
characterized by different phases, such as productive, transition and resolutive phase,
each one characterized by different mediators and cell populations (26). After the
accumulation of leukocytes of the productive phase of inflammation, its apoptosis and
clearance are regulated by active mechanisms that occur during the resolution process
(27). Such process is essential, considering that protracted inflammation can become
harmful and induce chronic and autoimmune diseases (28). Considering this, allowing
efficient leukocyte recruitment with minimum damage to the tissue and organ function

remains a challenge in the control of inflammatory processes.

In this study, we aimed to evaluate the ability of uPA to induce cell migration in vitro
and in vivo and the underlying mechanisms. Particularly, we investigated the
participation of the MEK/ERK 1/2 pathway, the focal adhesion proteins FAK and
paxillin, the chemokine CCL2 and its receptor CCR2 in the cell migration induced by
uPA. We also characterized the profile of leukocytes recruited by uPA in vivo.
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MATERIALS AND METHODS

Mice and Ethics

All procedures described here had prior approval from the Animal Ethics Committee of
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG, Protocol number: 19/2011).
Male BALB/c mice (8-10 weeks) obtained from the Bioscience Unit of Instituto de
Ciéncias Bioldgicas were housed under standard conditions and had free access to

commercial chow and water.

Cell culture, chemicals and antibodies

Mouse embryonic fibroblasts (MEFs) and mouse leukemia monocyte macrophage
(RAW 264.7) cell lines were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and

antibiotics in 5% CO2 at 37°C. After reaching 70-80% of confluence, cells were serum-

starved in DMEM supplemented with 1% FBS for 24 h.

Rabbit anti-P-ERK1/2, anti-P- Fak and anti-P-Pax, and mouse anti-P-lxB-o. and the
MEK/ERK inhibitor U0126 were from Cell Signaling Technology (Beverly MA, USA).
Mouse anti B-actin antibody, human plasmin (Pla), human uPA and leupeptin were
from Sigma-Chemicals (St. Louis MO, USA). CCR2 antagonist RS504393 was from
Tocris Bioscience (Ellisville, MO, USA). Selumetinib was from Selleck Chemicals
(Houston, TX). Secondary anti-rabbit and anti-mouse peroxidase conjugate antibodies

were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA).

Cells treatment

After starvation, cells (1x 10°) were incubated with uPA for 5, 10 or 20 hours. When
indicated, cells were pre-incubated for 60 min with the following concentration of
inhibitor prior to and throughout uPA treatment: U0126 - 15uM (MEK/ERK),
Selumetinb - 15uM (MEK/ERK), Leupeptin - 25ug/ml (serine protease) and RS504393
- 10um- (CCR2 antagonist) as previously performed (29).
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In vitro wound-healing assay and chemotaxis assay

5 MEFs or 1x10® RAW 264.7 were seeded into 6-

well plates and grown in DMEM containing 10% FBS to a nearly confluent cell

For the cell migration assay, 5x10

monolayer. The cells were serum-starved in DMEM containing 1% FBS for 24h. The
monolayers were carefully scratched using a 200 uL pipette tip. Cellular debris were
removed by washing with PBS, and then the cells were incubated with uPA 1ug/ml for
10 hours or were pre-treated with the MEK/ERK inhibitor U0126 (10 uM) 30 min
before the scratch. After treatment, cells were fixed in formaldehyde 10% solution for
10 min and washed three times with PBS. The cells that migrated into the scratch were

observed and counted by using an Olympus I’X70 microscope (200X magnification).

Cell migration induced by uPA was also analyzed by chemotaxis in triplicate using
tissue culture-treated 24-well Transwell plates (Corning Incorporated, Corning, NY)
with polycarbonate membranes of pore size of 5.0um. RAW 264.7 were suspended in
DMEM 0% FBS at a concentration of 5x10° cells/ml, and 100uL was added to the
upper compartment of each well. Chemoattractants or medium were added to the lower
compartments, and cells were allowed to migrate at 37 °C for 4 hours. Polycarbonate
membranes were fixed and stained with hematoxylin (Accustain; Sigma). CCL2
(50ng/mL) was used as a standard chemoattractant. In some groups cells were pre-
incubated with the CCR2 antagonist RS504393 (10 uM) or uPA was pre-incubated with
the protease inhibitor leupeptin (25pug/ml) 60 min before the experiment. Cell counts

were performed at 40X magnification.

Leukocyte migration into the pleural cavity induced by uPA

Mice received an intrapleural (i.pl.) administration of uPA (lug/cavity) or PBS, as
described (30, 31). Some groups received a pre-treatment with the CCR2 antagonist
(RS504393 2mg/kg, ipl.) 1 hour before uPA. Cells in the pleural cavity were harvested
at different times after uPA injection or 48h after uPA + RS504393 by washing the
cavity with 2ml of PBS. Total cell counts were performed in a modified Neubauer
chamber using Turk’s stain. Differential cell counts were performed on cyto-centrifuge
preparations (Shandon Ill) stained with May-Grinwald-Giemsa using standard
morphological criteria to identify cell types. The results are presented as the number of

cells per cavity.
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Lysate preparation and Western Blot Analysis

Cell lines (MEFs and RAW) and inflammatory cells harvested from the pleural cavity
were washed with PBS and whole cell extracts were prepared as described (31). Protein
amounts were quantified with the Bradford assay reagent from Bio-Rad (Bio-Rad,
USA). Extracts (40ug) were separated by electrophoresis on a denaturing 10%

polyacrylamide-SDS gel and electrotransferred to nitrocellulose membranes, as

described (30, 33). Membranes were blocked overnight at 4°C with PBS containing 5%
(w/v) nonfat dry milk and 0.1% Tween-20, washed three times with PBS containing
0.1% Tween-20 and then incubated with specifics primary antibodies (P-ERK1/2, P-
Pax, P-FAK, P-1kB-a or anti B-actin) using a dilution of 1:1000 in phosphate-buffered
saline containing 5% (w/v) BSA and 0.1% Tween-20. After washing, membranes were
incubated with appropriated horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:3000). Immunoreactive bands were visualized by using ECL detection system, as

described by the manufacturer (GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Measurement of cytokines and chemokine

The levels of the chemokine MCP-1/CCL2 was measured in frozen supernatants
obtained from in vitro experiments or from pleural cavity washes after different time
points of uPA challenge by ELISA using commercially available antibodies according

to the procedures supplied by the manufacturer (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Flow cytometry for analysis of leukocyte populations and macrophage profiling

After 24 or 48 h from uPA injection the pleural cells were recovered by washing the
cavity with PBS. The populations of monocytes/macrophages (CD45* F4/80* GR1),
neutrophils (CD45" GR1* F4/80") and lymphocytes (CD45* CD3*) were analyzed by
staining 2 x 10° cells, for 30 min on ice with fluorescent monoclonal antibodies against
F4/80 (PE-Cy7, eBioscience), GR1 (PE, Biolegend), CD45 (PE-Cy5, BD Biosciences,
USA) and biotinylated CD3. Stained cells were acquired in BD FACSCantoll (BD
Biosciences, USA) and analyzed using FlowJo software (Tree Star, Inc., USA). The
cells were first selected based on size and granularity to separate lymphocyte and
macrophage/neutrophil populations. From the gate in macrophage/neutrophil

population, F4/80 positive cells were selected versus GR1 as presented in representative
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dot plots. Numbers of each population were plotted in the graph. Gating strategy is
shown in figure 6A. We also analyzed the macrophage phenotypes, based on a
description of three subpopulations of macrophages, M1 (F4/80'°" Gr1* Cd11b™d), M2
(F4/80M9" Gr1- Cd11bM9") and Mres (F4/80™d Cd11b'"). Cells were stained with F4/80
(PE-Cy7, eBioscience, San Diego, CA), GR1 (BV421) and CD11b (FITC) both from
BD Biosciences, San Jose, CA), for surface staining. Macrophage populations were set
according to F4/80, Grl and CD11b expression. Gating strategy is shown in Figure 7A.

Statistical analysis

Results are presented as the mean + SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA,
and differences between groups were assessed using the Student-Newman-Keuls post-
test. A P value < 0.05 was considered significant. Calculations were performed using

the prism 4.0 software program for Windows (GraphPad software, San Diego, CA).
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RESULTS

UPA induced fibroblast (MEF) and macrophage (RAW 264.7) migration in vitro

At first, we checked whether uPA could induce migration by using a cell scratch assay.
MEF (Fig. 1A) and RAW 264.7 (Fig. 1B) cells treated with uPA (1ug/mL) showed
higher migration into the scratch than untreated cells. We could also observe that the
induced migration occurs in a time-dependent manner, since the migration was higher at
10h, and even higher at 20h (data not shown).

Because the cell scratch assay has limitations, for instance, it can be difficult to
differentiate cell migration from cell proliferation, we used a different migration assay
to validate the results. Using RAW 264.7 cells in a transwell assay and CCL2 as a
positive control, we also observed an increased migration when cells were kept in
medium with uPA (1pg/mL) (medium: 2.9+0.8; CCL2: 14.2+3.0; uPA: 21.3+4.6;
results were expressed as number of migrated cells +SEM, in biological triplicates
P<0.001 as compared medium with CCL2 or with uPA).

uPA-induced migration of MEF and RAW 264.7 was dependent on the MEK/ERK
pathway

The MEK/ERK pathway is known to participate in cell migration (34). Previous studies
from our group have shown that plasmin and plasminogen can induce gene expression
(32, 35) and cell migration through the MEK/ERK pathway (30). To investigate the role
of this pathway in the uPA-induced migration, cells were treated with the specific
inhibitor U0126 prior to the cell scratch assay. The pre-treatment of the cells with
U0126 impaired the uPA-induced migration of MEFs (Fig. 1C) and RAW 264.7 (Fig.
1D). Furthermore, western Bot analysis showed that uPA induced ERK phosphorylation
in both cell lines, and this induction was abrogated by U0126 treatment (Fig. 1E and
1F).
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Figure 1. Migration of murine embryonic fibroblast (MEFs) and macrophages (RAW
264.7) into the scratch after uPA treatment and the effect of an MEK/ERK inhibitor.
Quiescent MEFs or RAW 264.7 on 6 wells plates were scratched by using a tip and then treated
with 1ug/mL of uPA. After the indicated times, the cells were fixed and the migrated cells
counted (A and B). Cells were pretreated with U0126 (10uM) 60 min. prior to scratch. After
10h of uPA treatment the cultures were processed for cell count (C, D), or for whole cell
extraction for western blot analysis to detect P-ERK1/2 (10h and 20h) (E, F). Results are
expressed as number of migrated cells and are shown as the mean + SEM of at least 3
experiments. ***P < 0.001 when compared with untreated cells in each time; **P < 0.001 when
compared with cells treated with uPA or pre-treated cells for 10h. Blots are representative of
three independent experiments. For loading control, membranes were re-probed with anti-p-
actin.
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UuPA increased CCL2 levels and CCR2 blockage impaired uPA-induced migration of
RAW264.7

Previous in vitro studies show that uPA and plasmin induced the production of lipid
mediators, cytokines and chemokines (36-38). The chemokine CCL2 and its receptor
CCR2 are involved in the migration of mononuclear cells. To evaluate if uPA could
induce CCL2 production, we performed ELISA assays in the supernatant of RAW 264.7
cells treated with uPA for different times. The uPA treatment raised CCL2 levels from
early times, such as 2h after treatment (Fig. 2A). The pre-treatment of the cells with the
MEK/ERK inhibitors U0126 or selumetinib impaired CCL2 production (Fig. 2B),
suggesting that uPA induces CCL2 production through the MEK/ERK pathway. In
order to investigate the participation of the CCL2 receptor (CCR2) in the uPA-induced
migration, we performed a transwell assay using the CCR2 antagonist RS-504393. In
the presence of RS-504393 there was a decreased uPA-induced RAW 264.7 migration
(Fig. 2C), indicating a participation of the CC2/CCR2 axis in the cell migration induced
by UPA.
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Figure 2. Production of CCL2 by RAW 264.7 cells after uPA treatment and effect of a
CCR2 selective antagonist RS504393 on the uPA-induced RAW-264.7 migration. Quiescent
RAW 264.7 cells on 24 well plates were treated with uPA 1ug/mL. After different times
supernatants were processed to determine CCL2 levels by ELISA (A). Cells were pre- treated
with the MEK/ERK inhibitors U0126 or selumetinib (10 uM) 60 min prior to uPA and
supernatant was collected 10 h after treatment (B). Results are expressed in pg/ml and are
shown as the mean + SEM. ***P < 0.001 when compared with untreated cells in each time or
###P < 0.001 when compared uPA group x uPA+inhibitors. Quiescent RAW 264.7 were
allowed to migrate for 4h across polycarbonate membranes toward the chemoattractant uPA
(pg/ml) or CCL2 (50 ng/ml) as positive control. Some groups were pre-incubated with the
CCR2 selective antagonist RS504393 (10 puM) 60 min before the assay. Five fields were
counted in each membrane (C). Results are expressed as the mean + SEM of at least three
experiments, each performed in triplicate. **P <0.01 and ***P < 0.001 when compared with
untreated cells; #*P<0.001 when compared with cells treated with uPA.
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UPA induced the phosphorylation of FAK and paxillin through the MEK/ERK
pathway

Focal adhesion kinases are downstream targets of the MEK/ERK 1/2 cascade. The focal
adhesion kinase (FAK) is a focal adhesion protein involved in cell migration. Paxillin is
a cytoskeleton protein with adaptive function and is also a substrate for the kinase
complex FAK/Src (21). Therefore, we investigated the association among uPA and
these focal adhesion proteins in our study. The treatment of RAW 264.7 cells with uPA
induced FAK and paxillin phosphorylation in a time-dependent manner (Fig. 3A). The
uPA-induced phosphorylation was abrogated when cells were pre-treated with U0126 or
selumetinib (Fig. 3B), indicating a participation of the MEK/ERK pathway in these

process. Phosphorylation of paxillin was also increased in MEFs treated with uPA (data

not shown).
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Figure 3. Effect of the MEK/ERK inhibitors on the phosphorylated levels of FAK and
paxillin after uPA treatment of RAW 264.7 cells. Quiescent RAW 264.7 cells on 24 well
plates were treated with uPA 1ug/mL. After the indicated times, cultures were processed for cell
extraction for western blot analysis to detect P-FAK and P-Pax (A). Some groups were pre-
treated with the MEK/ERK inhibitors U0126 or selumetinib (10 uM) 60 min prior to uPA
treatment. Whole cell extracts were obtained 10 h after uPA treatment (B). Blots are
representative of three independent experiments. For loading control, membranes were re-
probed with anti-f-actin.
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uPA induces leukocyte recruitment in vivo associated with the phosphorylation of
ERK, I1&B-a, FAK and CCL2/CCR?2 axis

After observing the uPA ability to induce cell migration in vitro, we investigated if uPA
could induce leukocyte migration in vivo by using a pleurisy model. We injected uPA
(1Mg) in the pleural cavity of mice and collected the cells present in the cavity after
different time points. The intrapleural injection of uPA induced an influx of leukocytes
into the cavity in a time dependent-manner, with increased migration of mononuclear
cells at the times of 24 and 48h (Fig. 4A).

Analogous to the in vitro settings, we investigated the activation of ERK 1/2 and FAK
and CCL2 production. uPA induced ERK, IKB-o and FAK phosphorylation, with
maximum activation at 24 and 48h after treatment (Fig. 4B).
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Figure 4. Kinetics of leukocyte recruitment to the pleural cavity of mice after uPA
injection. BALB/C mice were challenged by i.pl. (intrapleural) injection of uPA
(1pg/cavity) and the cells present in the pleural cavity were harvested at different times
and processed for total and differential leukocyte counts of cytospin preparations by
light microscopy (A) and western blot analysis for P-ERK1/2, P-IkB-a and P-FAK (B).
Results are expressed as the number of cells per cavity and are shown as the mean +
SEM of five to six mice in each group. **P < 0.01 or ***P < 0.001, when compared
with PBS-injected mice. For loading control, membranes were re-probed with anti-3-
actin. Blots are representative of two independent experiments in pools of cells from at
least five animals.
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In keeping with the function of CCL2 chemokine to attract monocytes, we observed
increased CCL2 levels 6h after uPA injection (Fig. 5A). Moreover, when the CCR2
antagonist RS-504393 was injected prior to uPA, the induced migration was hampered
(Fig. 5B), reinforcing the participation of the CCL2/CCR2 axis in the uPA induced

migration.
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Figure 5. Levels of CCL2 after uPA injection and effect of a CCR2 selective
antagonist RS504393 on the uPA-induced macrophage migration in vivo. Levels of
CCL2 in pg/ml were measured by ELISA assay in supernatants obtained from pleural
cavity washes after uPA injection (A). Mice were injected i.pl. with PBS or RS504393
(2mg/kg) and 60 min after received an i.pl. injection of uPA (1pg/cavity). The cells
present in the pleural cavity were harvested 48 h after uPA injection and processed for
total and differential leukocyte counts of cytospin preparations by light microscopy (B).
Results are expressed as the number of cells per cavity and are shown as the mean +
SEM of five to six mice in each group. ** P < 0.01 when compared with PBS-injected
mice; *P< 0.01 when compared with uPA-injected mice that did not receive
RS504393.
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Macrophages recruited to the pleural cavity of mice by uPA are of an anti-
inflammatory (M2) profile

We confirmed the profile of cells recruited by uPA to mice pleura by flow cytometry. In
agreement with what was previously observed, flow cytometry analysis showed an
increased macrophage (CD45" F4/80" Grl") population, without significant changes in
neutrophils (CD45" Gr1* F4/80°) or lymphocyte numbers (CD45" CD3") (Fig. 6B).
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Figure 6. Population of leukocyte recruited to the pleural cavity after injection of uPA.
BALB/c mice were challenged by an intrapleural injection of uPA (1pg/cavity) or PBS
(vehicle). The cells obtained from the pleural lavage 24 and 48 h after uPA injection were
analyzed by flow cytometry according to their size and granularity and expression of surface
molecules F4/80, Grl or CD3 to determine the proportion of monocytes/macrophages,
granulocytes and lymphocytes, respectively as described in (A) and (B). The results were
expressed as number of cells and expressed as mean + SEM. **P<0.01 when compared with
mice challenged with PBS (vehicle).
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Macrophages express different phenotypes throughout the different phases of
inflammation. In the productive phase, macrophages typically exhibit a pro-
inflammatory phenotype (M1: F4/80'°" Gr1* Cd11b™). In a resolution milieu, M1
macrophages are skewed to the anti-inflammatory phenotype (M2: F480"9" Gr1-
CD11b"9"), which then switch to the resolving phenotype (Mres: F4/80™M CD11b'o")
(39). We evaluated the profile of the uPA-recruited macrophages by flow cytometry,
based on the description of these three populations of macrophages (M1, M2 and Mres).
The gating strategy is shown in Figure 7A. The results show that uPA did not induced
significant modification in pro-inflammatory (M1) (Fig. 7B) or pro- resolving (Mres —
Fig. 7D) macrophage numbers, whilst increased the number of anti-inflammatory (M2)

macrophages 24 and 48 h after uPA injection (Fig. 7C).
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Figure 7. Profile of macrophages recruited to the pleural cavity after injection of uPA.
BALB/c mice were challenged by an intrapleural injection of uPA (1pg/cavity) or PBS
(vehicle). The cells obtained from the pleural lavage 24 and 48 h after uPA injection were
analyzed by flow cytometry according to their size and granularity and expression of surface
molecules F4/80, CD11b and Grl as described in the gating strategy (A). The cells that
migrated to the cavity were classified as M1 (Grl* F4/80"°" Cd11b™) (B), M2 (Grl1- F48Qhion
CD11b"eM (C) and Mres (F4/80™¢ CD11b'") (D) subpopulations of macrophages. The results
were expressed as number of cells and expressed as mean = SEM. *P <0.05 and **P<0.01 when
compared with mice challenged with PBS (vehicle); n=6.
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DISCUSSION

The participation of uPA in physiological and pathological events related to cell
migration has been described, but the underlying mechanisms have not been fully
elucidated yet. In this study, we investigated the uPA ability to induce cell migration
using in vitro and in vivo models, aiming to detail the associated signaling events. Our
major findings are as follow: 1) uPA induced in vitro migration of fibroblasts and
macrophages through the MEK/ERK 1/2 pathway; 2) uPA induced CCL2 production by
macrophages in vitro and the blockage of CCR2 impaired uPA-induced in vitro
macrophage migration; 3) uPA induced the phosphorylation of the focal adhesion
proteins FAK and paxillin in a MEK/ERK 1/2-dependent manner; 4) uPA induced an
influx of mononuclear cells into the pleural cavity of mice, associated with ERK1/2,
IxB-a and FAK phosphorylation, CCL2 production and CCR2 activation; and 6) the

macrophages recruited by uPA in vivo presented an anti-inflammatory (M2) phenotype.

Previous studies demonstrated that uPA, independently of its proteolytic activity,
induced adherence and chemotaxis of myeloid cells (40, 41), migration of human and
bovine epithelial cells (42, 43) and promoted cell growth (44). Accordingly, in this
work we showed that uPA induced the migration of murine fibroblasts and
macrophages in vitro. Indeed, it has been shown that uPAR is expressed in fibroblasts
and macrophages (8, 45) and an increased expression can be induced in fibroblasts and

monocytic cell lines by growth factors and cytokines (46, 47).

In our experiments, we used uPA purified from human urine (Sigma). This could raise
the question whether the administrated uPA induced cell migration because it is an
exogenous protein, instead of having specific activity. Carmo and colleagues tested, in a
similar experimental setting, the effects of human plasmin and serum-derived albumin
(HSA) in the migration RAW 264.7. HSA did not induce RAW 264.7 migration, whilst
human and murine plasmin greatly increased migration. Furthermore, there was no
significant difference between human and murine plasmin in the induced-migration
(30). We believe these findings can be extent to this work and uPA induced migration

due to its specific activity on treated cells.

Different components of the plasminogen system activate the MAPK pathway. Pro-

inflammatory inducers, such as LPS and TNF-a activate the MEK/ERK1/2  pathway
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and induce the expression of uPA and metalloproteinases (48, 49). The activation of this
pathway leads to downstream signaling cascades and culminate in different events,
including cell migration (15). We showed that cell migration induced by uPA was
impaired in the presence of the MEK/ERK 1/2 inhibitor. Furthermore, the uPA-
treatment induced the phosphorylation of ERK1/2 in cultures of fibroblasts and
macrophages. In agreement, ERK activation by uPA-uPAR binding lead to macrophage
infiltration into the arterial wall of apoliprotein E-deficient mice (50). ERK activation
by uPA is particularly described in the mobility of tumor cells, being pointed as
inductor of cell proliferation and protease expression through transcriptional activation
(51). uPA also influences cytoplasmic targets of ERK, such as the myosin light-chain
kinase, which regulates tumor motility in humans (17). In glioblastoma cells, uPA-
induced ERK1/2 phosphorylation suppressed the expression of a pro-apoptotic protein
(BIM/BCL2L11) (52). Furthermore, uPA induced the production of metalloproteinase 9
by THP-1 cells, which was absent when the cells were pre-treated with a MEK/ERK
inhibitor (PD98059) (19). Altogether, these studies corroborate our findings that uPA
can activate the MEK/ERK pathway, thus regulating the migration of different cell

types.

Cytokine/chemokine production is a key step in leukocyte recruitment and the
establishment of a proper inflammatory response. We showed here that uPA greatly
induced the production of the chemokine CCL2 in vitro depending on the MEK/ERK
pathway. In fact, there are described correlations between elevated concentrations of the
components of the uPA/UPAR system and CCL2 levels. For example, there were raised
concentrations of uPA, suPAR and CCL2 in the serum of uremic patients with carotid
atherosclerosis (53). In addition, serum levels of sUPAR and CCL2 were increased in
patients with prosthetic infection caused by different bacteria (54). The positive
correlations indicate that uPA might be participating in CCL2 production. Furthermore,
the blockage of the CCL2 receptor, CCR2, impaired the migration of RAW 264.7
induced by uPA. CCR2 is mainly expressed in monocytes and is the target for several
monocyte chemotactic proteins (MIPs), such as MCP-1/CCL2, MCP-2/CCLS8, e MCP-
3/CCL7. Bearing this, CCR2 plays a fundamental role in the migration of
monocytes/macrophages in different inflammatory experimental models and human
diseases (55). Although the participation of the CCL2/CCR2 axis in the uPA-induced

migration was the focus of our study, we do not exclude the participation of other
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chemoattractants and receptors in our model. Other chemokines, such as CCL3 (MIP-
la), CCL4 (MIP-1B), CCL5 (RANTES) and its main receptors (CCR1 e CCRY) are also
involved in the recruitment of monocytes (55) and could be involved in the uPA-
induced migration of macrophages. In fact, Kawao and colleagues demonstrated an
association between uPA and CCL3, which uPA knockout mice showed decreased
expression of CCL3 mRNA, resulting in late bone repair in a model of femoral bone
defect (56).

Several proteins regulate cell movement during the complex process of cell migration.
Focal adhesion (FA) dynamics is a continuous process that coordinates FA and actin
cytoskeleton involving FAK and paxillin activation (57, 58). FAK is an important
mediator of integrin signaling and other receptors related to the pathogenesis of cancer
and other diseases (59). Activated FAK recruits c-Src at FA sites and forms a FAK—
Src signaling complex, that phosphorylates other FA signaling and adapter proteins.
Paxillin is a target of FAK and is recruited early to nascent FAs at cell front, playing
an essential role in FA turnover (adhesion disassembly at cell front) during cell
migration (57, 60). We observed that uPA induced FAK and paxillin phosphorylation
in a time-dependent manner and through the MEK/ERK 1/2 pathway. Accordingly, uPA
induced the phosphorylation of FAK and paxillin in aortic endothelial cell cultures by
binding to uPAR (61). Moreover, uPA and the heat shock proteins HSP70 and MRJ
were related to tumor growth and metastasis due to ERK and FAK phosphorylation
(20).

After investigating the ability of uPA to induce cell migration in vitro and the
underlying mechanisms, we investigated if uPA could induce in vivo cell migration by
using a pleurisy model. uPA induced an influx of macrophages into the pleural cavity of
mice, with higher migration in the times of 24 and 48h. In the times points evaluated in
our experimental model there was no change in the number of neutrophils, suggesting
that there is no direct relation between the intrapleural injection of uPA and granulocyte
recruitment. This might be due to a specific effect of uPA in monocyte recruitment, as
occurred in the pleurisy model induced by plasmin (30). Another possibility is that uPA
could induce an early recruitment of neutrophils in our model, which could no longer be
detected 6 hours after injection. Although we did not observe granulocyte recruitment
in our model, we do not exclude the participation of uPA and its receptor in such event.

Indeed, uPAR knockout mice showed deficient recruitment of granulocytes in
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experimental models of pulmonary infection by Pseudomonas aeruginosa and

Streptococcus pneumoniae (11, 12).

In accordance with the in vitro results, uPA induced ERK, IxB-o and FAK
phosphorylation, with higher activation during the peak of migration. uPA also induced
CCL2 production 6 hours after the plasmin challenge and the uPA-induced migration
was abrogated in the presence of RS-504393. Early production of chemokines, before
the peak of leukocyte migration, is well described in animal models and certainly
contributes to the chemotactic gradient and therefore, cell recruitment (62). In a pleurisy
model induced by carrageenan, there was an increased CCL2 production. The ablation
of the resident macrophage population in the pleural cavity did not affect CCL2
production, suggesting that a different local cell population was responsible for the
chemokine production. The author suggests that resident mesothelial cells would be
responsible for the increased CCL2 levels (63). Due to the similarities between the
experimental models, we speculate that this cell population would also be responsible
for CCL-2 production induced by uPA. The CCL2 produced under uPA stimulation
would bind to CCR2 in circulating monocytes and induce its chemotaxis.

In the productive phase of inflammation, migrated macrophages usually have a pro-
inflammatory phenotype (M1 - F4/80'°" Gr1* Cd11b™), which is skilled to phagocyte
foreign bodies, but has low efferocytic capacity. In the resolution phase of
inflammation, M1 macrophages are skewed to the anti-inflammatory phenotype (M2 -
F480"9" Gr1-and CD11b"9"), specialized in production of anti-inflammatory and pro-
resolving mediators and efferocytosis of apoptotic neutrophils. M2 macrophages then
switch to the resolving phenotype (Mres - F4/80™¢ CD11b'%), producer of antifibrotic
and antioxidant proteins that restrain tissue damage and fibrosis (39). Here we found
that uPA increased M2 macrophage and did not change M1 or Mres numbers.
Accordingly, plasmin can induce an M2 phenotype in cardiac macrophages, which was
associated with a fibrotic state (64). uPA also induced a fully M2/fibrotic phenotype
expressed after macrophage migration to the heart (65). In a muscular dystrophy model,
macrophage polarization from M1 to M2 phenotype was associated with increased uPA
expression (66). Accordingly, it was shown that uPAR regulates cytokine production
and controls polarization of intestinal macrophage, considering that uPAR defficiency

led to increased M1 macrophage population (67).
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On the other hand, studies have shown different effects for other components of the plg
system components in macrophage skewing. In a model of stroke, the tissue-type
plasminogen activator (tPA) induced microglia/macrophage recruitment and M1
polarization (68). Furthermore, in a model of kidney injury, tPA prevented M1
macrophage apoptosis and promoted cell survival, not having the same effect in M2
macrophages (69). The diverging findings might be due to the experimental settings on
each study or even mechanisms possibly triggered by different receptors. Further
studies on the field will help to understand the divergent actions of the plg/pla system
components on macrophage polarization. Elucidating the mechanisms beneath
leukocyte migration and function is important to characterize the different phases of
inflammation and develop new pharmacological strategies to treat inflammatory
diseases. In this work, we attempted to investigate the uPA ability to induce migration
and the related mechanisms. To our knowledge, this is the first study describing the
steps triggered by uPA injection and the following steps that culminate in M2

macrophage accumulation in the pleural cavity of mice.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A interpretacdo dos resultados obtidos no projeto permite chegar as seguintes

conclusoes:

1) O uPA induziu a migracdo de fibroblastos e macréfagos murinos in vitro de
forma dependente do tempo e com envolvimento da via MEK/ERK e das
proteinas de adesao focal FAK e paxilina.

2) O uPA induziu a producdo de CCL-2 por células RAW 264.7 de forma
dependente da via MEK/ERK.

3) Os macréfagos murinos tratados com um antagonista do receptor CCR2 nao
migraram quando estimulados por uPA, evidenciando a importancia do eixo
CCL2/CCR2 na migracéo induzida por uPA.

4) A injecao de uPA na cavidade pleural de camundongos promoveu o influxo

de mondcitos associado a fosforilacdo de MEK/ERK e a ativacao de FAK.

5) O uPA induziu a producdo de MCP-1/CCL2, quimiocina que promoveria o

recrutamento de mondcitos para a cavidade pleural de camundongos.

6) Os macréfagos recrutados por uPA in vivo foram de perfil M2, o qual é

associado com a resolucao da resposta inflamatéria.

Os achados aqui descritos demonstram a capacidade do ativador de
plasminogénio do tipo uroquinase em induzir migragao celular e os mecanismos
envolvidos, além de indicar um possivel envolvimento na resolucdo da
inflamacdo. Considera-se que o0 autor atendeu aos objetivos propostos no
projeto visto que os questionamentos iniciais foram respondidos e levantaram

novas questdes que serdo abordadas na continuacdo do projeto.

O trabalho intitulado ‘Estudo da participacdo do ativador do plasminogénio do
tipo uroquinase na migracao de células inflamatorias’ foi apresentado na XXIV
Semana do Conhecimento da Universidade Federal de Minas Gerais em
outubro de 2015, representando o Programa de PoOs-Graduacdo em Analises
Clinicas e Toxicolégicas na categoria mestrado. O autor recebeu o prémio de
melhor apresentacdo entre Grandes Areas de Ciéncias Agrarias, Ciéncias
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Biologicas e Ciéncias da Saude.

O trabalho em sua versdo em inglés, intitulado ‘The participation of the
urokinase-type plasminogen activator on inflammatory cell migration’ foi
apresentado em congressos internacionais na area de inflamacédo (European
Congress of Immunology, Austria, setembro de 2015) e sistema plasminogénio
(Gordon Research Seminar and Conference on Plasminogen Activation and
Extracellular Proteolysis, EUA, fevereiro de 2016).

O projeto resultou na elaboragcdo do manuscrito intitulado ‘Urokinase-type
plasminogen activator induces leukocyte migration mediated by MEK/ERK,
CCL2/CCR2 and associated with the focal adhesion proteins FAK and paxillin’,
a ser submetido ao Journal of Immunology. Além de seu projeto principal, o
autor colaborou em dois outros trabalhos do seu grupo de pesquisa, ambos
resultando em manuscritos em fase de submissdo: ‘Plasmin induces
macrophage reprogramming and contributes to features of inflammation
resolution’ (Blood —primeira autoria do artigo compartilhada com outras duas
colegas) e ‘The Resolution of Acute Inflammation Induced by Cyclic AMP is

Dependent on Annexin A1’ (The Journal of Biological Chemistry).

De modo geral, considera-se que o autor e 0 grupo de pesquisa no qual esta
inserido (Laboratério de Sinalizacdo na Inflamacéo) tem contribuido de forma
significativa no entendimento da participacdo do sistema plg/pla e seus

componentes nas diferentes fases da inflamacéao.
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7. PERPECTIVAS

O trabalho apresentado demonstrou que uPA induz a migracdo de macréfagos

de perfil anti-inflamatério (M2) para a pleura de camundongos. De modo a

continuar o projeto, pretende-se elucidar os mecanismos envolvidos na

migracgdo induzida por uPA, analisar o perfil funcional das células recrutadas e

estimuladas por uPA, buscando entender sua participagdo em eventos chave

da resolucéo da resposta inflamatoria.

Dentre os objetivos a serem alcancados na proxima fase do projeto, pode-se

citar:

e Avaliar a participagdo de plasmina e de FPRs na migragao induzida por
uPA, utilizando os inibidores VLPK, PAI-1 e BOC-1 em modelos de
migracao in vitro.

e Avaliar a capacidade do uPA em induzir reprogramacéo de macrofagos in
vitro.

e Avaliar a capacidade do uPA em modular a apoptose de neutrofilos in  vitro
e in vivo.

(1 Avaliar a capacidade do uPA em modular o processo de eferocitose in vitro
e in vivo.

e Analisar o envolvimento da proteina AnxAl na capacidade eferocitica de
macrofagos tratados com uPA.

e Auvaliar se a administracdo de uPA acelera o processo de resolu¢éo no

modelo de pleurisia induzida por LPS.
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This letter certifies your participation as a Poster Presenter at the Gordon Research Conference on
Plasminogen Activation & Extracellular Proteolysis held 02/14/2016 - 02/19/2016 at Four Points
Sheraton / Holiday Inn Express in Ventura CA United States.

Presented poster titled: The participation of the urokinasetype plasminogen activator on inflammatory
cell migration

Nancy Ryan Gray, PhD, President and Chief Executive Officer
Gordon Research Conferences

ldate

88



